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FASE PREANALITICA

Toma de muestras

1. Muestras

HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS

1. (Qué muestras respiratorias se pueden utilizar para la toma?. Viene detalladas
en la siguiente tabla.

2. ;(Cuales son las mejores muestras para realizar la PCR?

Muestra Sensibilidad Incomodidad de la toma Comentario Referencia
Lavado o aspirado Las torundas floculadas en Igual de confortable que Patré6n oro. 58,9
nasal torundas nasofaringeas son la toma nasofaringea con | Aunque es la muestra mas
equiparables al lavado nasal torunda floculada efectiva es incomoda de hacer
dada la dificultad técnica y de
equipo.
Riesgo de crear aerosoles
Torunda nasal Menor sensibilidad que Mas confortables Se comparo para la gripe 7
Torunda nasal a nivel de los
cornetes
Sensibilidad 89% versus 93%
torunda nasofaringe (no
significativo)
Torunda 70-90% Menos confortable que la | Causan tos con posible riesgo | 1,9
nasofaringea (variable 30%, 72%). toma nasal de diseminacion de virus
Presenta 54 veces mas alta nosocomiales
carga viral que la orofaringea.
Igual de sensible que el
aspirado nasofaringeo
Claramente superior a la toma
orofaringea
Torunda nasal a Valida pero algo menos que Mas confortable la toma Estudiado en gripe 4
nivel de los cornetes | nasofaringea que la nasofaringe
Torunda orofaringea | Menos carga viral que muestras | Mas confortable la toma Mas posibilidades de 9
nasofaringeas que la nasofaringe aerosoles si se tose en el
momento de la toma
Gargaras Igual de sensibles que - Valor Ct mejor y més faciles 10
orofaringeas de tomar que orofaringeas
Saliva Igual que la toma nasofaringea | Mas confortable Detecta mejor adenovirus y 6
peor gripe y rinovirus
Esputo Significativa mayor - No tan estandarizado el 2
recuperacion de coronavirus en método de extraccion de
esputo que en toma ARN en esputo
nasofaringea
Lavado Mejor sensibilidad que toma Negativos también en LBA 3
broncoalveolar nasofaringe (81,5%)
(LBA)/
Aspirado
broncoalveolar
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3. (Es mejor un pool de muestras?

Mejora la sensibilidad si se cogen de varios sitios: lavado nasofaringeo, torunda
nasofaringea y orofaringea (11) y de nasofaringea con orofaringea (12). Si se hace un
pool se deberia usar una sola torunda, dado el desabastecimiento, y primero se recoge en
orofaringe y después en nasal/ nasofaringeo.

4. ;Hay algun trabajo especificamente sobre el nuevo coronavirus?

Hay un trabajo publicado en JAMA (13a), que es una carta al Editor y con muy poca
cantidad de muestras por lo que su valor es limitado, en el que se indica que la
sensibilidad de la toma nasofaringea o la toma nasal es superior a la toma orofaringea.
Si la PCR es negativa en un paciente con sintomas seria mejor realizar una toma del
tracto respiratorio inferior si es posible.

Table. Detection Resuilts of Clinical Specimens by Real-Time Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction

Bronchoalveolar Fibrobronchoscope Pharyngeal
lavage fluid brush biopsy Sputum Nasal swabs swabs Feces Blood Urine
Specimens and values (n=15) (n=13) (n=104) (n=8) (n = 398) (n=153) (n=307) (n=72)
Positive test result, No. (%)  14(93) 6 (46) 75(72) 5(63) 126 (32) 44(29) 3(1) 0
Cycle threshold, mean (SD) 31.1(3.0) 33.8(3.9) 31.1(5.2) 243(86) 321(4.2) 314(5.1) 346(0.7) ND
Range 26.4-36.2 26.9-36.8 18.4-388 16.9-384 20.8-328.6 22.3-384 34.1-354
95%Cl 28.9-33.2 29.8-37.9 29.3-33.0 13.7-35.0 31.2-33.1 29.4-335 0.0-364

Abbreviation: ND, no data.

En otro estudio (13b) la muestra nasal mostré una sensibilidad del 89,2% y una
especificidad del 100% respecto a la toma nasofaringea. Por lo que estos autores, la
recomiendan a pesar de ser algo menos sensible y mas comoda que la nasofaringe.

Aunque la toma orofaringea tiene menor sensibilidad puede ser una buena toma cuando
los sintomas que predominan es la faringitis (13c).

En el caso de que no haya hisopos por el gran desabastecimiento se tendria que recurrir
a auto toma de saliva en un recipiente (13c). Este método se podria usar para cribado
epidemioldgico y personas preocupadas que estdn asintomdticas y sin historia de
exposicion y quieren hacer el test para saber que no estan infectadas (13c).

5. ¢Como se realiza la técnica de recogida de muestra nasal o nasofaringea?

Se introduce el hisopo nasal o nasofaringeo en la nariz hasta que topa con un obstaculo.
(el cornete nasal inferior o la parte posterior de la cavidad nasofaringea,
respectivamente), se gira 5 veces y se retira (13b).

En el caso de la toma nasofaringea debe insertarse profundamente en la cavidad nasal,
esto producird “lagrimeo” y el paciente retrocedera (esto significa que se ha llegado al
sitio adecuado) (13c¢).

En el caso de la toma orofaringea induce el reflejo de vomito, pero es variable este
efecto (13c¢).
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I1. Hisopos

6. ;De que material son las torundas que utilizamos y que importancia tiene?

Las torundas comerciales son de varios materiales ej. nylon, rayon, algodon, poliéster,
poliuretano, y alginato y con diferentes microestructuras: estructura apretada, de tejido,
floculada o reticulada (14a).

Se utilizan para recoger muestras de superficies secas, como ambientales o de piel o
nasales, etc y son a veces usadas pre- empapadas para incrementar la eficiencia (14b).
Pero hay muchas variables a considerar que pueden hacer variar su eficacia de
recuperacion: tamafio de la torunda, estructura o composicion, y ademds de la matriz
donde se utilice: superficies 0 muestras con mucina u otros elementos (13a)

7. (Son mejores las torundas floculadas frente a las no floculadas?

Los mejores hisopos son las torundas floculadas (son de nylon) frente a las no
floculadas (algodon o rayon) (haciendo un simil para que se entienda las no floculadas
son como un felpudo liso y las floculadas como un felpudo rugoso), las floculadas
recuperan mas microorganismos debido a la estructura de sus fibras.

Las floculadas detectan mas alta carga viral que las no floculadas (15, 16).

Las tomas con torunda floculada son equiparables a las muestras de lavados nasales que
son el patron oro (5).
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8. ;(Se debe humedecer la torunda previamente en el medio de trasporte?
Humedecer significa introducir la torunda, antes de hacer la toma, en el medio de
trasporte y quitar el liquido de la misma escurriéndolo por las paredes del tubo.

Es un tema controvertido.

Con las torundas no floculadas se aconsejaba humedecer con suero salino estéril (simil:
es como si limpiamos con una bayeta seca o humeda una superficie, la himeda es mas
efectiva y por lo tanto al recoger la muestra hay mas posibilidades de coger mas
celularidad).

Con las torundas floculadas, los fabricantes no recomiendan humedecerla previamente
ya que recuperan mas celularidad que las no floculadas.

Hay estudios realizados en la toma nasal de S. aureus en los que se encuentra que la
torunda humedecida no mejora la recuperacion (17).

Los estudios de uso de torundas pre-empapadas se han basado sobre todo en estudios
sobre superficies inertes y con uso de bacterias como S. aureus (18).
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Un estudio sobre virus respiratorios se vio que servia la torunda seca para diagnostico
molecular siempre que no hubiese retraso de la misma en llegar al laboratorio y no fuese
de sitios lejanos (19). Mucha de la informacion se ha basado sin cuantificar la carga
viral y su disminucion segun se hace en seco o pre-empapada.

9. (Por qué el Servicio de Microbiologia recomienda, si es posible, humedecer la
torunda previamente?

A. Por ser un tema controvertido: a) material de las torundas, tamafio, microestructura;
b) estudios contradictorios y en diferentes estructuras como superficies y con otros
microorganismos

B. Por necesitar el medio de trasporte viral para realizar otras posibles determinaciones
como el cultivo viral en la rutina de nuestro laboratorio, independientemente de la
pandemia de coronavirus. Las muestras secas se aplican s6lo a métodos moleculares.

C. Por no poder asegurar el retraso de la muestra en llegar al laboratorio o de sitios no
cercanos al mismo

10. (| Es adecuada la autotoma como se ha visto en tomas para gripe?
La autotoma parece adecuado seglin un meta-analisis para el virus de la gripe (20).

A recent meta-analysis showed a pooled sensitivity of 87% (95% CI, 80%-92%) and specificity of 99%
(95% CI, 98%-100%) compared with professional-collected swabs in the diagnosis of influenza.

11.;Se pueden utilizar torundas no estériles?

Dados los problemas de desabastecimiento de las torundas se puede dar la situacion de
que se tuviesen que utilizar torundas estériles o no estériles en paquetes no individuales.
En este caso este tipo de torundas se usarian s6lo para las tomas de coronavirus ya que
para la deteccion por PCR al ser sondas especificas no interferirian con los resultados
(esta situacion ocurre por ¢j. en las PCR que se hacen para patogenos en heces donde
pueden encontrarse multitud de microorganismos pero la especificidad de la PCR es
muy alta con lo cual no habria interferencia en la deteccién de un patégeno especifico).
En este caso lo expuesto en la pregunta 8 tendria todavia mas relevancia.

No hay estudios que comparen los distintos tipos de hisopos.

12. ;Se puede usar otro medio de transporte que no sea el medio de virus (viral
universal transport medium) (VTM) en caso de problemas de desabastecimiento?
El medio habitual de transporte donde se inocula el hisopo es el medio de virus (VIM)
pero actualmente hay un gran desabastecimiento. Idealmente la muestra se debe
mantener refrigerada hasta que llegue al laboratorio pero en la situacién de pandemia y
la rapidez con que llega al laboratorio no seria imprescindible.

Se ha visto que se puede usar con seguridad: Salino estéril al 0.9%, salino estéril en
tampon fosfato (sterile phosphate buffered saline) (PBS), o medio esencial minimo
(minimum essential media) (MEM) igual que el VIM ya que hay un 100% de acuerdo
cuando de mantiene la muestra mas de 7 dias en nevera y congelada (21). Por lo tanto
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en caso de desabastecimiento del VMT, y que el Servicio de Microbiologia del HUCA
no dispusiese para servir del medio VMT, los laboratorios de Microbiologia podrian
recurrir a estos medios sin problema.

Recomendaciones finales a la toma de la muestra:

Se debe realizar una toma nasofaringea como muestra de eleccién y si no es posible
una muestra nasal u orofaringea, sabiendo que hay diferencias en la sensibilidad de la
PCR de cada una de ellas y la incomodidad de las mismas. Ademas, la dinamica del
virus hace que a partir de los 7 dias de infeccion por coronavirus hard que las
muestras respiratorias de vias bajas sean preferibles (por mayor positividad) que de
vias altas.

No se aconseja realizar varias tomas en diferentes zonas anatémicas en el mismo
paciente (“pool” de muestras) dada la escasez de medios de trasporte en estos momentos
y la carga de trabajo e incomodidad para el paciente que esto supone.

Se recomienda torundas floculadas y medio de trasporte viral, pero dada la escasez
de hisopos con medio de trasporte inevitablemente se ha de usar torundas no floculadas
y medio de trasporte viral preparado en nuestro Servicio que se estd distribuyendo al
resto de Laboratorios de Microbiologia de los H. Comarcales. En caso de que no haya lo
anterior se podria usar como medio de transporte: Salino estéril al 0.9%, salino estéril
en tampon fosfato (sterile phosphate buffered saline) (PBS), o medio esencial minimo
(minimum essential media) (MEM)

Asimismo, se recomienda humedecer la torunda previamente, aunque es
controvertido, ya que por una parte no estd claro y ademas porque si no hay torundas
floculadas, las no floculadas tienen un nivel de recuperacion de celularidad menor y
finalmente porque el personal que haga la toma no va a poder distinguir entre los dos
tipos, al estar circulando tipos de torundas distintos y de casas comerciales distintas
debido a la escasez, y de esta forma se simplifica las instrucciones de la toma.

En el caso de que por cualquier causa justificada haya que recurrir a otro tipo de
muestra que no sea el patron oro, hisopos distintos a los recomendados o que no se
pre-empape la torunda, debe tenerse en cuenta que la sensibilidad de la PCR
puede ser menor y se debe repetir la toma para una nueva PCR o recurrir a
muestras de vias bajas, si es posible, en el caso de una PCR negativa previa.

El uso de una torunda no ésteril estaria justificado, si no se dispone de una torunda
estéril, pero solo para el diagnostico de SARS Cov-2.
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Tests diagnosticos

ITI. Aparatos, reactivos y personal
13. ;Hay suficientes aparatos y reactivos para realizar las pruebas diagnosticas?

Uno de los problemas que nos hemos encontrado a nivel mundial es la escasez de
reactivos de todo tipo:

- falta de material para la toma de la muestra (hisopos y medio de trasporte viral). El
Servicio de Compras en el HUCA vy los Servicios Centrales del SESPA han realizado un
gran esfuerzo para aprovisionar de este material lo que ha dado a que a pesar de que el
material habitual escasee se est¢ comprando otros hisopos y medio de trasporte.
Ademas, en el Servicio de Microbiologia existe un stock de medio de virus que creemos
es suficiente para abastecer a todas las Areas sanitarias en estos momentos. Gracias a
que nos hemos adelantado a este problema (con las partes implicadas citadas) podemos
en estos momentos seguir haciendo los tests diagnosticos

- falta de aparatos para realizar la PCR. Aunque se ha nombrado en varios medios
que esto es un problema podemos asegurar que hay suficientes aparatos en el Servicio
de Microbiologia para hacer frente a los tests que actualmente estan entre 1000- 1200 al
dia. Ademas, en estos momentos el Hospital de Cabuefies, Hospital de Mieres, H. San
Agustin de Avilés estan realizando/ o en disposicion de hacer también las PCR.

- falta de reactivos para la PCR. Este es un tema que ha sido acuciante debido a la
escasez de los mismos. Afortunadamente no se ha llegado a producir el
desabastecimiento por varios motivos: prevision y coordinaciéon con el Servicio de
Compras en el HUCA y los Servicios Centrales del SESPA con el Servicio de
Microbiologia, la existencia en la Seccioén de Virologia de un stock dado el ntimero de
PCR que realiza anualmente y su conocimiento profundo de esta técnica con lo que se
disponia de este conocimiento y la capacidad de poner en marcha otros aparatos de PCR
de casas comerciales con los reactivos de PCR caseras, la evolucion reciente del
Servicio de Microbiologia al incorporar métodos diagndsticos moleculares comerciales
en otras Secciones del Servicio que ha supuesto tener varios aparatos que han dado una
pequenia ayuda al disponer de algunos reactivos de estas casas. De todas maneras
seguimos muy de cerca este tema para que las casas comerciales que nos suministran
estos reactivos sigan haciéndolo dado que de algunos aparatos se ha llegado a tener
pocos reactivos.

-falta de fungible para la PCR. Este es el tema que mdas nos preocupa actualmente
dado que hay escasez también de material como puntas de pipetas que esperamos sigan
sirviéndonos.

Otro de los aspectos a destacar es el tema de personal que gracias a la colaboracion del
Director del AGC de los Laboratorios del HUCA, y la Gerencia y Direcciéon Médica del
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HUCA se ha podido tener para estar interrumpidamente las 24 h realizando el trabajo de
secretaria (muchos de los problemas han venido por la fase preanalitica que estan en
vias de solucion con los Servicios Informaticos del SESPA, Geslab etc.), TELs y
facultativos ha supuesto que se haya podido hacer frente al ingente nimero de muestras
recibidas. Por parte del Servicio se ha realizado un esfuerzo de derivar personal de otras
secciones para apoyar este trabajo.

IV. PCR

14. ;Por qué se realiza una PCR para el diagnostico?

Porque es el patron oro y se realiza en la mayoria de hospitales del mundo con lo que
hay experiencia en su uso e interpretacion ya que es una técnica compleja que requiere
un laboratorio equipado y personal entrenado.

15. ;Como se debe interpretar el resultado de una PCR? (European Centers of
Disease Control- ECDC)

a. ;En personas asintomaticas como se valora?. Un valor de Ct >35 puede deberse a
contaminacion y debe confirmarse con una segunda diana. En nuestro laboratorio se
usan 3 dianas.

b. ;Los asintomaticos pueden tener una PCR positiva?. Es posible tener una prueba
positiva en asintomaticos

c. ;Se debe repetir una PCR negativa?. En algunos casos, las muestras de saliva/
nasofaringe/ orofaringe puede en fases tempranas dar una PCR negativa (13c). Repetir
después de 1-2 dias y si negativo mejor del tracto respiratorio inferior. Esto es
importante en el caso de un cuadro de neumonia viral, historia de exposicién y/o
hallazgos radiograficos. Ademads, en el caso de si va a tener impacto sobre la cuarentena
y distanciamiento social.

En caso de negativos se deberia investigar otros virus pero dado el volumen de muestras
que se procesan esto es en estos momentos muy dificultoso.

d. ;Cuadl es la Persistencia del virus en muestras clinicas?. Se ha visto hasta 22 dias
en tracto respiratorio y entre 2 semanas a >1 mes en heces. No ha sido probado la
viabilidad en cultivo de virus. Algunos autores alertan de dar alta de pacientes con
torunda oral y no comprobar en heces.

e. ;Cuanto tiempo se consideran infecciosos y cuantos negativos necesitamos de
PCR?. Se sugiere que deja de ser infeccioso a los 7 dias cuando es asintomatico el
paciente y 2 muestras negativas al menos >24 horas, ahora se considera que una sola
PCR negativa es suficiente.

Wolfel R et al. Virological assessment of hospitalized patients with COVID-2019. Nature
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2196-x (2020).



SERVICIO DE SALUD
DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS
HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS

f. ;Cuanto tiempo puede permanecer positiva la PCR después de la infeccion
aguda?. Aunque puede permanecer positiva de 2 a 5 semanas, en publicaciones mas
recientes el tiempo es mas corto.

f. Infectividad de sangre, suero, orina. Se aconsejan practicas estandar de laboratorio
y de precaucion de su manejo sin mas. En sangre o no hay o son viremias muy cortas y
en orina no aparece.

Wolfel R et al. Virological assessment of hospitalized patients with COVID-2019. Nature
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2196-x (2020).

13a. Wang W, Xu 'Y, Gao R, Lu R, Han K, Wu G, Tan W. Detection of SARS-CoV-2 in Different Types
of Clinical Specimens. JAMA. 2020; 20 March online.

16. ;Por qué hay negativos y falsos negativos en la prueba de PCR?

Hay que diferenciar entre un negativo que se produce cuando la carga viral es
indetectable en la muestra y que se debe a la dinamica de infeccioén del virus: en los
primeros dias estd en vias respiratorias altas y a partir de los 7 dias en vias bajas.

Otro aspecto son los falsos negativos debido a factores como:

-Error en la muestra de un paciente

-Toma inadecuada de la muestra: En nuestras muestras, alrededor de 15000, un 30%
fueron tomas inadecuadas valorado con el control interno de la PCR, la betaglobina, que
detecta la presencia o no de celularidad

17. ;Cuantos negativos y falsos negativos se pueden esperar de la PCR?
En China se ha visto que entre un 10-30%

18. ;Cual es la diferencia entre sensibilidad analitica y sensibilidad clinica?
Sensibilidad analitica: capacidad de un test de detectar un patégeno en una muestra
clinica (13c)
Sensibilidad clinica: capacidad de un test para identificar el estado general de infeccion
de un paciente. Este concepto depende de varios factores:

a) Sitio de la toma de la muestra y método de recogida

b) La carga (viral) en funciéon de una localizaciéon anatomica, severidad de la

infeccidn y tiempo de estar asintomatico
¢) Variabilidad de estos factores de un individuo a otro

19. ;Qué valor tiene la carga viral?

No serd usado para indicar severidad o para monitorizar la repuesta terapéutica, sin
embargo, valores de Ct bajos indican alta carga viral y pueden ser usada como
indicativo de transmisibilidad (13c) como se ha puesto de manifiesto en:

Wolfel R et al. Virological assessment of hospitalized patients with COVID-2019. Nature
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2196-x (2020).
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20. ;Qué es el test de curacion y el test de infectividad? (13c¢)

La monitorizacion de pacientes con resolucion de la neumonia puede ser importante en
términos de cuando cesar el aislamiento y el alta. Si se da de alta con virus viables
puede infectar a otros. Por ello, la auto cuarentena hasta un mes puede ser aconsejable.
Las muestras de nasofaringeo y de orofaringe no son suficientes como test de curaciéon o
test de infectividad.

21. ;Qué relevancia tiene el comentario en el informe de resultados de la PCR:
“Baja celularidad”?

Este comentario indica la buena o mala recogida de la muestra y es orientativo para
explicar algunos resultados de PCR negativa. Es un indicador de calidad de la muestra.

,Qué actitud debe de tomar el personal que pide y realiza las tomas ante un
resultado con “baja celularidad?: Actualmente estamos restringiendo en lo posible
este comentario en el informe de resultados a fin de que no se repita sistematicamente
una u varias PCR ya que en la mayoria de los casos se obtendra el mismo resultado.
Solo seria relevante repetirlo por ejemplo en una persona sintomatica en la que si es
posible se deberia tomar de vias respiratorias bajas.

22. ;Estamos haciendo el suficiente nimero de tests diagnosticos en Asturias?

Este es un tema que ha salido repetidamente en los medios, en paises que mejor han
controlado la pandemia se esgrime como una de las razones el haber realizado tests
masivos. Paises como Corea del Sur o Alemania has sido de los que mas han realizado
pero por milléon de habitantes el que mas ha realizado es Noruega con unos 14000 por
millon de habitantes. En Asturias llevamos unos 40000 por millon de habitantes y muy
superior a la media en Espafia que es mucho menor.

Por lo tanto, podemos decir que el Servicio de Salud con Vigilancia Epidemioldgica han
sido capaces de dar respuesta a este reto y estamos entre los sitios del mundo con mas
tests por habitante y llegando actualmente a sitios como Residencias geriatricas,
profesionales sanitarios etc.

V. Tests rapidos de deteccion de antigenos

23. ;Sirven los tests rapidos que detectan antigeno en las muestras?
En el posicionamiento de la SEIMC de estos tests se dice:

“El elevado numero de kits para detectar antigenos o anticuerpos hace que
probablemente exista una elevada variabilidad en cuanto a indicadores de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo. Por ello, la primera premisa seria
NO comprar un kit de deteccion de antigeno o anticuerpos sin antes evaluarlo y
probarlo en una poblacion que represente aquella en la que se va a utilizar en vida
real”.
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En este mismo documento de la SEIMC se dice sobre estos tests: “si bien en el
algoritmo que presentabamos en un documento previo (Documento de posicionamiento
de la SEIMC sobre el diagnostico microbiologo de COVID-19) y que se publico el 23
de marzo se recogia la deteccion del antigeno como primer paso para detectar de una
manera rapida la presencia del virus en muestras nasofaringeas, lo condicionabamos a
que tuviese una sensibilidad aceptable, entendiendo como aceptable superior al 70% y
siempre en un contexto epidemiologico de elevada prevalencia. Hasta la actualidad las
pruebas que se han realizado en Esparia con estos kits de deteccion de antigeno
basados en la inmunocromatografia (lateral-flow) presentan una sensibilidad inferior a
un 50%.”

Dada la variabilidad de la carga viral en estos pacientes no detectan cargas bajas y
ademas también hay variabilidad de la toma de la muestra por lo que tienen baja
sensibilidad

VI. Tests rapidos de deteccion de anticuerpos

24. ;Sirven los tests rapidos que detectan anticuerpos en las muestras?

En el documento de la SEIMC se dice: “Por otra parte, los ensayos seroldogicos no se
usan de forma rutinaria para el diagnostico de COVID-19 debido a que, en la fase
precoz de la enfermedad, durante los primeros 5-6 dias de iniciarse la sintomatologia
la respuesta inmunitaria es escasa, con un tiempo medio a los 11 dias
(https://doi.org/10.1101/2020.03.02.20030189). La sensibilidad y especificidad de
dichos métodos es también variable, variando en funcion del antigeno utilizado y del
sistema de lectura utilizado [inmunocromatografia con oro coloidal o deteccion
Sfluorimétrica versus enzimoinmunoensayo (ELISA o quimioluminiscencia)].

Las principales aplicaciones de la deteccion de anticuerpos durante el COVID-19
serian:

a) Pacientes que acudan a urgencias o ingresen con mas de cinco dias desde del
inicio de los sintomas.

b) En casos con PCR repetidamente negativa en los que se hayan iniciado
claramente los sintomas varios dias antes. Es decir, para confirmar la infeccion
cuando exista una sospecha de un falso negativo de la PCR.

c) Deteccion de anticuerpos en personal sanitario que ayudarian a identificar a
aquellos que ya estan inmunes (presencia de 1gGs) y puedan volver al trabajo
para atender a pacientes infectados minimizando el riesgo de propagacion del
virus a colegas y otros pacientes.

d) Para comprender la epidemiologia del COVID-19, permitiendo también saber el
papel que podrian haber tenido las infecciones asintomaticas.

e) Definir exposicion previa e identificar donantes humanos altamente reactivos
para la generacion de suero hiperinmune como aproximacion terapéutica.

f) Para trabajos de investigacion (como posibles ensayos clinicos con plasma de
pacientes inmunizados).
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g) Para evaluacion de la vacuna’.

La FDA advierte de las limitaciones de los test serologicos, estan solamente autorizados
en la pagina Emergency Use Authorization (EUA), y el riesgo para pacientes y la
comunidad si son usados solos en el diagnéstico. Estos test no han sido validados.
Personas con anticuerpos sugieren que se han recobrado o no estan infectados
actualmente con el virus y por tanto podrian ser capaces de reanudar el trabajo y las
actividades de la vida diaria. Ademas, podrian cualificar a los donantes de sangre para
elaborar plasma de la fase convalescente y usarlo como posible tratamiento en pacientes
gravemente enfermos.

Por todo ello recomienda usarlos sabiendo sus limitaciones y sin usar solo para el
diagnostico, pero servirian para ver si la persona ha sido expuesta

FDA MedWatch: Use of Serological (Antibody) Tests for COVID-19-Letter to Health Care Providers

Las indicaciones en Nature:

-Ver si hay riesgo de infeccion

-Decisiones de alejamiento de distanciamiento y volver al trabajo

-Pasaporte inmunologico. Los test inmunoldgicos no miden anticuerpos neutralizantes
por lo que no excluyen que no sean infectivos

-Diagnostico de pacientes con sintomas y PCR negativos

Problemas “No usar ningun test es mejor que usar un test malo”:

-No asegura inmunidad ni tiempo a la reinfeccion debido a que no miden anticuerpos
neutralizantes

-Ningun pais los ha validad verdaderamente, se requieren cientos de muestras PCR
positivas y negativas, y no estdn aprobados por la FDA

-Los test POC son peores, usan poca muestra de sangre pero dependera de los estudios
que se realicen para su validacion.

Mallapaty S. Will antibody tests for the coronavirus really change everything?. Nature. 18 APRIL 2020.
https://www.nature.com/articles/d41586-020-01115-z#ref-CR4

Permite por tanto ver la carga de infeccion, el papel de las infecciones asintomaticas, el
numero reproductivo basico, y la mortalidad total.

Otro problema es la deteccion de la IgM ya que no es tan especifica, y dado las semanas
que requiere para que aparezca la respuesta de IgG no es probable que tenga un papel
relevante en el manejo de casos excepto en diagnosticar/ confirmar casos tardios o ver la
inmunidad en profesionales cuando progresa el brote (13c).

25. (Pueden dar reaccion cruzada con otros coronavirus?. Otro problema que
" . . . .

pueden presentar los test serologicos es la reaccion cruzada con coronavirus circulantes

habituales en infecciones respiratorias como se ha visto en las previas situaciones

epidémicas de SARS-Covl y MERS Cov.
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Meyer B, Drosten C, Miiller MA. Serological assays for emerging coronaviruses: Challenges and pitfalls.
Virus Research. 2014, 194: 175—183.

Despite the large number of assays developed in the aftermath of the outbreak of SARS- and MERS-CoV,
serological differentiation of HCoVs remains challenging. Overall, it can be concluded that problems
with cross-reactivity are more likely to arise with amore conserved antigen, and will often manifest as
false positive results. Whether IF, ELISA or WB assays are the preferred screening tool depends on
availability of molecular biological techniques, the exact study design as well as the number of samples.
Compared to whole virus antigen, assays using recombinant proteins are in general more reliable and
can be more easily standardized. Preferably, a recombinant serological assay should use an antigen
which is highly immunogenic and provides epitopes specific for its virus species. In addition it is of
importance that the protein is expressed in its natural conformation, i.e., displaying proper folding and
gly-cosylation. As discussed above in case of coronaviruses only the S proteins combines all these
features. Regardless of assay or antigen used, we recommend a thorough validation using a defined set of
sera reactive with other HCoVs as well as a large number of negative serum samples from patients with
other respiratory diseases. In any case, great care should be taken in selecting the most appropriate
assay and the limitations of each assay should be considered when interpreting results.

De los test que hemos probado se incluye esta tabla con los resultados en los que a pesar
de los pocos que nos han llegado se ve diferencia entre los tests comerciales.
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Tres de ellos (ALL Test, LAMBRA y Laccurate) parece que dan buenos resultados aunque no podemos
sacar conclusiones debido al pequefio nimero de muestras analizadas. En Laccurate hemos detectado una
menor especificidad en la deteccion de IgM que resolvimos repitiendo la prueba por una segunda técnica
(seria bueno tener dos técnicas diferentes), en cuanto a la IgG da resultados muy claros.

26. ;Estan validados estos tests para sangre de pinchazo en el pulpejo del dedo?
Los datos que disponemos son validados en suero de los paciente por lo que faltan
datos de su utilidad y siempre se deberan evaluar frente a la técnica de ELISA o

quimioluminiscencia que son las mas sensibles y fiables. En cualquier caso, no deberian
ser los resultados muy diferentes a los realizados en suero.

27. (Es util el algoritmo diagndstico elaborado por el Centro de Majadahonda de
empezar usando una prueba de anticuerpos?

En un escenario de 1000 tests diarios que realizamos, y con una sensibilidad maxima
del 80% en nuestro caso, el nimero de positivos en las 1000 muestras seria del 10% en
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estos momentos. Por lo tanto, quitariamos s6lo 80 muestras de no hacer la PCR. Ahora
estamos ya en el 5% de positivos con lo que seria la mitad.

En cualquier caso, el uso de este test se enmarca en las actuaciones que se estan
poniendo en marcha desde la Consejeria de Sanidad.

28. ;Como se interpreta un test de anticuerpos?

Resultados Microbioldgicos SARS CoV2
Deteccién Molecular Deteccién de Anticuerpos Significado Clinico
(PCR) lgM lgG
Indetectable Negativo Negativo Negativo
Positivo Negativo Negativo Periodo Ventana
Positivo Positivo Negativo Estadio temprano de la infeccién
Positivo Positivo Positivo Fase activa de la infeccidn
Positivo Negativo Positivo Fase final de la infeccion
N | te. Repetir PCR
Indetectable Positivo Negativo o.conc vyente. Repetir y
anticuerpos
Indetectable Negativo Positivo Infeccién pasada. Inmunidad
Indetectable Positivo Positivo Confirmar curacién con PCR

Nota: Una IgM positiva puede ser también un resultado inespecifico.
29. ;Qué hacer en estos momentos en el HUCA?

a. ;Estan validados los test de anticuerpos rapidos?
No, la FDA no ha validado ninguno

b. (Estan validados los test de anticuerpos en formato ELISA y
quimioluminiscencia?
No, la FDA no ha validado ninguno

c. ;Se pueden usar entonces estos test en situacion de pandemia?
Si, la FDA en estas circunstancias lo permite

d. ;(De las casas comerciales evaluadas con el ELISA/ Quimioluminiscencia, hay
diferencias de sensibilidad entre ellas en los test de anticuerpos rapidos?

-La sensibilidad es un factor que es estimativo por nuestra parte ya que la FDA
recomienda que se haga con cientos de muestras que sean PCR positivas y negativas, y
en nuestro caso son unas pocas muestras. Por ello, nuestros datos son orientativos y no
deberiamos hablar de sensibilidad de las muestras

-En la pregunta 25 damos datos de las que parecen mejores aunque la diferencia de
sensibilidad puede no ser significativa
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e. ;Qué sensibilidad, con los condicionantes expuestos, alcanzan estos test en
comparacion con el ELISA?

En la pequetia muestra realizada y escogiendo el mejor test de anticuerpos rapido da una
especificidad del 100% y una sensibilidad del 81,8% cuando se realiza con muestras con
PCR positivas. En poblacion asintomatica esto puede ser menor.

f. (Qué valoracion se puede hacer del test del Ministerio que mide anticuerpos
totales?

Su teorica sensibilidad no parece inferior a los test de anticuerpos que detectan IgM e
IgG

Como se observa en las fotografias presenta un inconveniente que es que la linea que
aparece del positivo es mucho mas tenue que algunos de los test que detectan separado
IgG e IgM. Como indicamos anteriormente hay algunos que claramente son mas faciles
de interpretar a simple vista por la banda més gruesa que aparece en el dispositivo.

MP ' T. new/
|

22012690 . .

SARS-CoV-2 SARS-Cov2 | 1D sarsCov2 | 10 SARS-CoV-2
9 ® ’ 5) | LY
I B SO P =

Figura 1 (de izquierda a derecha): Test realizado en sangre de dedo con Ac totales, Test
en suero con el mismo reactivo del Ministerio y test en suero de otra casa comercial
Figura 2 (de izquierda a derecha): Los mismos test pero vistos de lado (en el test del
Ministerio se ve la banda muy tenue en comparacion con la otra casa comercial)

Figura 3: Otra muestra en la que se sigue viendo tenue en el test de anticuerpos totales
Esto es critico cuando haya pocos anticuerpos por lo que el personal debe extremar
las precauciones al leerlo e interpretar como positivos los débiles y si es necesario
leerlo de lado como se ve en la Figura 2.

g. . Tienen ventajas los otros test rapidos que separan IgG e IgM?

Claramente ayudan a establecer el momento de la resolucion de la infeccion frente al de
anticuerpos totales del Ministerio pero como se indica, la [gM presenta inespecificidad
y en uno de los evaluados como se detalla en la pregunta 25 esto parece claro.
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h. ;Por qué el Servicio de Microbiologia recomienda disponer de sueros para estos
pacientes?

Como es conocido, es necesario disponer de sueros para realizar estudios de
seroprevalencia ante infecciones como el coronavirus, enfermedades vacunables, etc y
los laboratorios de Microbiologia deben salvaguardar estas muestras durante al menos 5
anos.

El suero se puede utilizar para evaluar estas técnicas y conocer el valor real en una
situacion real como la que estamos teniendo en estos momentos. Ademas, si hay cambio
de proveedor el laboratorio evaluaria este nuevo test como se ha realizado con todos los
que nos han llegado al laboratorio.

El suero se puede utilizar para realizar técnicas mas sensibles como el ELISA y la
Quimioluminiscencia

i. (Cual seria la mejor estrategia en estos momentos en el HUCA?

En funcion de los resultados de “sensibilidad” y comentarios anteriores, y el uso que en
algunos Servicios Clinicos se pretende hacer, propondriamos:

-Realizar el test rapido como un test de Point-of- Care (o a la cabecera del paciente) en
zonas habilitadas para ello, por el personal de Enfermeria, o quienes ellos designen, con
la formacion basica que se de a ese personal

-Este test se validaria, como hasta ahora, por el personal de enfermeria al igual que se
viene realizando y entraria en Geslab como test no informable al igual que viene
ocurriendo actualmente con los test en la zona del parking. De esta forma Vigilancia
Epidemioldgica tendria los datos integrados de los test rapidos y ELISA si los hubiera
como viene ocurriendo actualmente

-No realizar la extraccion de sangre de rutina para serologia, a menos que se indique
para otro diagnostico o que la interpretacion del test sea dudosa y se quiera confirmar
con el test rapido y el ELISA en suero en el Laboratorio de Microbiologia. O en el caso
de estudios de Seroprevalencia, como el estudio del Ministerio, o aquellos que quiera
realizar Vigilancia Epidemiologica.

-Valorar la serologia también por si en algunos profesionales o grupos de profesionales
es interesante realizarlo, pero el dato de que <3% es seropositivo quiere decir que con el
ELISA/Quimioluminiscencia en el mejor de los casos no llegaria a mas del 5%

-Usar el test rapido del Ministerio hasta el fin de existencias y su sustitucion por uno o
varios de los que mejor salen evaluados en la comparativa en funcién también del coste.
Este aspecto es importante ya que, aunque como indicamos no podemos hablar de
sensibilidad, si se puede hablar de comodidad para la visualizacion del positivo por
parte del observador.

-Reevaluar los circuitos de nuevo en funcién de lo anterior a fin de agilizar la entrada de
pacientes y el trabajo de las Consultas.

Recomendaciones finales a las pruebas diagndsticas:

Se debe realizar la PCR que es el patron oro y repetir en caso de ser negativa y con
sospecha de la infeccion.
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Los tests diagnodsticos de antigeno no tienen buena sensibilidad y en un entorno de
cada vez menos positivos en las muestras que nos llegan al laboratorio su utilidad seria
todavia menor.

Los tests diagnosticos de anticuerpos pueden ser ttiles en las condiciones que se
detallan mas arriba y pueden ayudar a definir positivos en el caso de pacientes
ingresados con PCR repetida negativa. La llegada de pruebas de ELISA hara que sea
la prueba preferida para estudios poblacionales ya que como la PCR se pueden hacer
a la vez unas 96 muestras.

El esquema de trabajo propuesto en el HUCA, no quiere decir que sea traspasable a
otros sitios. Se podria estudiar en otros sitios en funcién de personal, test diagnosticos,
personal etc por lo que debe evaluarse en cada caso la conveniencia o no de este
esquema de trabajo.

Se debe tener en cuenta también el coste de los tests que habrd que evaluar cuando pase
la pandemia y la gestion realizada en Asturias con los kits que hemos realizado a un
precio mucho mas barato que en otras comunidades y como hemos indicado un nlimero
de test muy superior.

Finalmente incluimos la grafica de la tendencia de muestras realizadas y positivos a lo
largo de estos dias:
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