Rev. Colegio de Microb. Quim. Clin. de Costa Rica, vol. 26, N.°2, mayo-agosto 2021

Un acercamiento a las pruebas rapidas para la determinacion de

antigenos de SARS-CoV-2 en muestras de hisopado nasofaringeo

An approach to rapid SARS-COV-2 antigen determination test in nasopharyngeal
swab specimens

Francisco Rodriguez Amador!, Marvin Roberto Durdn Delgado’

'Laboratorio clinico, Hospital San Juan de Dios, Caja Costarricense de Seguro Social, Costa Rica
Correspondencia: marvin2640@hotmail.com

Recibido: 22/12/2020; aceptado para publicacion: 24/05/2021

Resumen

El virus SARS-CoV-2 ha causado una pandemia que ha tenido importantes consecuencias en
el ambito de salud, en lo econdmico y en lo social. La estrategia de los sistemas de salud para
amortiguar su impacto se basa en captar los casos de manera oportuna para indicar aislamiento,
estudio de contactos y seguimiento de la evolucion clinica a los sujetos que han contraido la
enfermedad para mitigar la dispersion del virus y ofrecer atencion oportuna a quien la requiera.
Desde diciembre de 2019, se describid una técnica de RT-PCR capaz de detectar el ARN viral
y confirmar la infeccién con una alta sensibilidad y especificidad. Para los propositos de
diagnostico, toma de decisiones y vigilancia epidemioldgica, las técnicas moleculares tienen
la desventaja de que requieren de laboratorios y personal especializados y tienen un alto costo.
Como alternativa se ha propuesto la determinacion del antigeno del virus SARS-CoV-2 que se
basa en una técnica de inmunocromatografia de flujo lateral y arroja resultados en pocos
minutos; esta técnica no requiere laboratorios ni personal altamente especializados para su
ejecucion, pero se sabe que su sensibilidad es menor respecto a la RT-PCR dado que no realiza
ningln tipo de amplificacion del material a detectar. Esta investigacion pretende abordar el
estado de la cuestion de los métodos basados en inmunocromatografia de flujo lateral desde su
fundamento hasta los principales estudios que han valorado su desempeio analitico a nivel
global.
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Abstract

The SARS-CoV-2 virus has caused a pandemic with important consequences in health,
economic and social fields. The health system strategy to face the impact is based on capturing
cases in an early manner, aimed to set isolation, study the contacts and follow-up of the clinical
evolution of sick subjects to mitigate the spread of the virus, and offer proper care to those
who require it. Since December 2019, an RT-PCR technique capable of detecting viral RNA
and confirming infection with high sensitivity and specificity has been described. For the
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purposes of diagnosis, decision making, and epidemiological surveillance, molecular
techniques require laboratories and specialized staff which means a high cost. As an alternative
it has been proposed to determine the antigen of the SARS-CoV-2 virus that by a lateral flow
immunochromatography technique which yields results in a few minutes. This technique does
not require laboratories or highly specialized staff to perform it; but, it is known that its
sensitivity is lower than RT-PCR, since it does not perform any amplification of the material to
be detected. This research aims to address the state of the art of lateral flow
immunochromatography-based methods from its foundation to the main studies that have
assessed its analytical performance at a global level.
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Introduccion

Los coronavirus son una familia de virus con genoma de ARN monocatenario; son virus
zoondticos que, previo al 2019, se habian caracterizado en seis agentes que causaban patologia
en humanos, de los cuales SARS-CoV-1, en 2002, y MERS-CoV, en 2012, causaron brotes
importantes que cursaron con enfermedad grave con mortalidades mayores al 9 y 30%,
respectivamente (1). En diciembre del 2019, se registr6 en Wuhan, China, una serie de casos
de neumonia atipica de etiologia desconocida; posteriormente, se aislo e identificd un virus
emergente de esta familia que se denomind SARS-CoV-2 (por sus siglas en inglés, Severe
Acute Syndrome Coronavirus 2) y se describid una técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa inversa (RT-PCR) como prueba de eleccion para evidenciar la presencia del virus

en muestras del tracto respiratorio (2).

La enfermedad causada por SARS-CoV-2 se denomina COVID-19. Esta enfermedad se
caracteriza por la existencia de tres etapas: fase virologica, fase pulmonar y fase inflamatoria
(3). Los sujetos en los cuales la enfermedad progresa desde la fase virologica hasta la fase
inflamatoria suelen presentar complicaciones severas como coagulopatia sistémica, sindrome

de distrés respiratorio, fallo multiorgdnico e incluso la muerte. Para principios de diciembre del
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2020, se registran alrededor de 64 millones de casos con cerca de 1.5 millones de fallecidos,
lo que representa una mortalidad aproximada del 2.3% a nivel mundial (4). Actualmente, la
estrategia global para el manejo de la pandemia se basa en la identificacion temprana de casos,
el distanciamiento social y la vacunacidn; para lograr este objetivo, las herramientas de

laboratorio son de vital importancia.

Herramientas para el diagnéstico de la COVID-19 basado en laboratorio

El objetivo del diagndstico basado en el laboratorio es contribuir al manejo y contencion de la
pandemia. Uno de los pilares fundamentales de la contencion de la pandemia es la deteccion
oportuna de sujetos infectados por SARS-CoV-2 para apoyar decisiones clinicas como
seguimiento, aislamiento y estudio de contactos (5). La figura 1 resume los tres principales tipos

de pruebas de laboratorio; se indica su fundamento y su principal diana molecular.
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Figura 1. Herramientas de laboratorio para el diagndstico de COVID-19. Los métodos de deteccion
directa del virus SARS-CoV-2 incluyen la deteccion de proteinas virales y la deteccion de acidos
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nucleicos; esta ultima tiene la ventaja de que la diana molecular se amplifica facilitando la deteccion
aun de pequenas cantidades. Los anticuerpos por su lado evidencian de manera indirecta la exposicion
de los sujetos al virus, pero no discriminan entre una exposicion pasada o reciente.

Actualmente, el principal pilar del diagnostico de la infeccion activa por SARS-CoV-2 es la
RT-PCR; esta es la unica técnica con evidencia de poseer suficiente especificidad y
sensibilidad para discriminar entre sujetos sanos y sujetos infectados (6). Su probabilidad de
deteccion maxima es durante la primera semana de evolucion y decae durante la segunda y
tercera semana posterior a la infeccion (7). Como limitantes se tiene que su ejecucion requiere
de laboratorios y personal altamente especializados. Las técnicas moleculares tienen un alto

costo y actualmente la capacidad de proceso esta al limite por la gran demanda del servicio.

Por otro lado, la deteccion de antigeno de SARS-CoV-2 para el diagnostico de la COVID-19
(SARS-CoV-2 Ag-RDT) tiene potencial para detectar enfermedad activa y se podria emplear
como primera opcion en el abordaje rapido de los pacientes sospechosos de COVID-19,
siempre y cuando se cuente con un respaldo para la deteccion del virus por RT-PCR en el caso
de las muestras negativas ya que estas pruebas suelen tener una sensibilidad baja que
compromete principalmente la captacion de sujetos infectados con una baja carga viral (8); por
otro lado, las muestras positivas no requieren una confirmacion por biologia molecular ya que
la especificidad de la deteccion de antigenos suele ser muy buena (9). El SARS-CoV-2 Ag-
RDT es una prueba disefiada para arrojar resultados en menos de 30 minutos, tiene un menor
costo respecto a las pruebas moleculares y permitiria descentralizar el proceso, y de esta forma
aliviar la presion de los laboratorios especializados, lo que permite la regionalizacion del

diagndstico.

Finalmente, se tiene la determinacion de anticuerpos; esta prueba indica exposicion al virus
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con una limitada capacidad de discriminar una infeccion activa de una infeccion pasada. Su
probabilidad de deteccion es baja durante la primera semana y aumenta durante la segunda y
tercera semana hasta alcanzar una sensibilidad que puede rondar entre el 80 y 95% (10,11). La
figura 2 resume el impacto de la historia natural del virus en la sensibilidad de las distintas
pruebas.

Exposicién inicial Enfermedad activa Resolucién

Sensibilidad

ARN viral Anticuerpos Antiigenos
Periodo de Primera semana de Segunda semana de Tercera semana
incubacion evolucién evolucién de evolucion
—> % > < > < >

Figura 2. Impacto de la historia natural del virus en la sensibilidad de las distintas pruebas diagndsticas
para determinar la infeccion por SARS-CoV-2. Durante la enfermedad activa, la RT- PCR tiene la
mayor probabilidad de detectar el virus, se mantiene razonablemente alta durante la segunda semana
y a la tercera semana decae. La prueba de deteccion de antigenos del SARS-CoV-2 tiene buena
probabilidad de detectar el virus durante la primera semana, especialmente en los primeros cinco dias
donde se supone que la carga viral es mayor. La probabilidad cae al final de la primera semana
alcanzando sensibilidades inaceptables durante la segunda semana. La probabilidad de detectar
anticuerpos aumenta desde mediados de la primera semana de evolucién y alcanza su nivel maximo
hacia el final de la segunda semana.

Deteccion de antigeno de SARS-CoV-2

Las pruebas de SARS-CoV-2 Ag-RDT se enfocan en la deteccion de las proteinas virales en
secreciones respiratorias. Estas proteinas se producen de manera activa durante la primera
semana de evolucion y conforme la respuesta inmune del hospedero controla la replicacion
viral la cantidad de proteinas producida disminuye. Se sabe que el virion del SARS-CoV-2

estd compuesto de varias proteinas principales; la nucleocapside (N) y la espicula (S) son las
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mas importantes (12). También se sabe que la proteina N es la mas abundante y por ello ha

sido la preferida por los fabricantes como diana diagndstica (13).

La figura 3 resume el procedimiento para detectar las proteinas en secreciones respiratorias.
En primer lugar, se debe recolectar una muestra de células de la nasofaringe mediante un
hisopado nasofaringeo. La muestra colectada es sometida inmediatamente a una lisis donde
se liberan los viriones de las células, el buffer empleado adicionalmente inactiva rapidamente
las particulas virales exponiendo las proteinas y acidos nucleicos virales, seguidamente se
colocan unas gotas del lisado sobre la ventanilla de aplicacion de muestra y se espera entre
15 a 30 minutos. Para lograr la deteccion de las proteinas virales, el fabricante fija un
anticuerpo conjugado (anticuerpo anti-anticuerpo anti-SARS-CoV-2) en la fase de captura de
una placa de inmunocromatografia de flujo lateral con especificidad por el complejo

antigeno-anticuerpo anti-SARS-CoV-2.
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Figura 3. Procedimiento estandar para la deteccion de antigenos del SARS-CoV-2 en muestras de

hisopado nasofaringeo

La aplicacion de estas pruebas rdpidas ha ganado relevancia en el marco de la poca
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accesibilidad a los recursos necesarios para ejecutar la técnica de amplificacion de acidos
nucleicos (NAAT, por sus siglas en inglés) al ritmo que demanda el desarrollo de la pandemia
(14), de modo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha promocionado la inclusion
de esta herramienta ya que es mas econdmica, sencilla de ejecutar y que provee resultados
mas rapidos (13). La guia provisional de la OMS ha establecido varios requisitos técnicos
minimos que se resumen en el cuadro 1.

Cuadro 1. Resumen de algunos requisitos técnicos de la OMS para la aprobacidn de una prueba

de SARS-CoV-2 Ag-RDT (13)

Caracteristica Requisito técnico

Uso esperado En areas donde se haya confirmado la transmision
comunitaria o el desarrollo de brotes de SARS-CoV-2
donde los ensayos moleculares no estan disponibles o
los servicios estan al limite de su capacidad

Poblacién diana Pacientes que cumplan la definicion de caso
sospechoso de COVID-19

Muestra Hisopado nasofaringeo (recomendado), hisopado
orofaringeo, hisopado nasal

Sensibilidad 80% o mas, basado en el andlisis de 100 positivos

Especificidad 99% o mas, basado en el andlisis de 400 negativos

que preferiblemente incluya especimenes positivos
por otros patdgenos respiratorios

La preocupacion mas prevalente en la comunidad cientifica es el tema de la sensibilidad. La
capacidad de la prueba de detectar las proteinas virales depende de muchos factores y el riesgo
de falsos negativos es de considerable magnitud. El factor més importante a considerar es la

carga viral (15).

Las pruebas de SARS-CoV-2 Ag-RDT estan disefiadas para detectar sujetos con cargas virales
altas mayores a 10® copias/ml o bien al emplear un indicador de carga viral como el umbral de

ciclo (Ct, por sus siglas en inglés Cycle Threeshold). Se considera alta carga viral en casos
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donde este es mayor a 25 (13). Esta limitante existe principalmente debido a que esta prueba
no amplifica la diana molecular que detecta. La carga viral es maxima durante los primeros 5
a 7 dias de evolucion y luego comienza a disminuir paulatinamente; esto varia segun el tipo de
muestra (16), por lo tanto, definir los dias de evolucion previo a la aplicacion de la prueba es
un factor importante para predecir su éxito. Otra situacidn que puede comprometer la carga
viral es la calidad de la muestra, se requiere que las muestras de hisopado nasofaringeo

contengan una buena cantidad de células para que sea mas probable la deteccion viral.

Un factor adicional que puede comprometer la sensibilidad es la estabilidad de las muestras
recolectadas. Cada kit de deteccion de antigeno trae su propio hisopo y la recomendacion
inicial del fabricante es tomar el hisopo y montar de manera inmediata la prueba con el
espécimen fresco. En el caso de los fabricantes de la prueba STANDARD Q SARS-CoV-2 Ag
y Panbio-ABBOTT SARS-CoV-2 Ag, se indican tiempos de estabilidad maxima que varian
entre las dos horas y las cuatro horas a partir de los especimenes frescos. Una alternativa que
los fabricantes estan explorando es colocar las muestras en medio de transporte viral, pero la
estabilidad méaxima que se logra es de 12 horas en refrigeracion (17, 18). Sobre esta limitante
de la estabilidad del antigeno, una posibilidad es que las proteinas se desnaturalicen con
rapidez perdiendo su conformacion tridimensional, de modo que si los anticuerpos detectan
epitopos conformacionales estos ya no van a estar presentes. Algunos grupos han descrito que
la proteina de la nucleocépside de los coronavirus tiene muchos epitopos conformacionales y

muchos de los anticuerpos tienen especificidades dirigidas contra estos epitopos (19).

Datos actuales sobre el desempefio analitico de las pruebas de deteccion de antigeno de
SARS-CoV-2

La Fundacion para la Innovacion en el Diagnostico ( FIND, por sus siglas en inglés) public
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varios resultados de estudios independientes efectuados por distintos grupos a nivel
mundial, realizados con el objetivo evaluar la sensibilidad y especificidad de las pruebas
de SARS-CoV-2 Ag-RDT. Para ello, se reclutaron individuos sintomaticos a los cuales se les
tomo dos muestras de hisopado nasofaringeo; el primer hisopado era para efectuar la prueba de
RT-PCR y el segundo hisopado para la prueba SARS-CoV-2 Ag-RDT, de modo que la
técnica molecular se emplea como estandar de referencia para establecer las caracteristicas
analiticas de la prueba de deteccion de proteinas virales (20). El cuadro 2 resume los

principales hallazgos de estas pruebas para las dos principales metodologias del mercado.

Cuadro 2. Resumen de los principales resultados de las evaluaciones efectuadas por FIND
para las pruebas comerciales de SARS-CoV-2 Ag-RDT

Panbio ™ STANDARD STANDARD STANDARD
ABBOTT Q SD- Q SD- Q SD-
SARS-CoV-2 Biosensor Biosensor Biosensor
Ag SARS-CoV- SARS-CoV-2 SARS-CoV-
2 Ag Ag 2Ag
Pais Suiza Brasil Alemania Suiza
Sensibilidad (<7 dias  85.6% 90.7% 80% 89.8%
de evolucion) (n=111) (n=97) (n=35) (n=176)
Especificidad 100% 97.6% 99.3% 99.7%
(n=411) (n=294) (n=1212) (n=398)

Como se puede apreciar, ambas pruebas han cumplido satisfactoriamente los requisitos
técnicos de sensibilidad resumidos en el cuadro 1, con una sensibilidad superior al 80%. La
especificidad también tuvo un rendimiento adecuado, aunque en el estudio brasilefio se tuvo
una especificidad menor a la indicada por la OMS. Es importante notar que en el disefio de
estos estudios se realizaron los andlisis bajo dos condiciones vitales, que buscan aumentar la
probabilidad de éxito de la prueba: se aplicaron en poblacion sintomdtica y con siete 0 menos

dias de evolucion.
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Lineamiento nacional e interpretacion de los resultados

A 1inicios de diciembre del 2020, nuestro pais se prepard para la implementacion de esta prueba
a nivel nacional a través de un plan coordinado de varias etapas. El objetivo principal era
aumentar la capacidad de diagnosticar los casos activos de COVID-19 de forma rapida en toda
el area de cobertura de la Caja Costarricense del Seguro Social. Otro de los objetivos es
descentralizar el diagnostico, ya que a diferencia de la RT-PCR esta prueba se puede aplicar
en todos los laboratorios de la institucién. Al respecto, el Ministerio de Salud Publica
desarroll6 un lineamiento técnico, documento LS-SS-012 Lineamientos generales para el
uso de pruebas de antigeno para diagnéstico de COVID, que sirve de guia para la
interpretacion de los resultados. En este lineamiento se indica que los resultados negativos
no descartan el diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2 y deben ser remitidos a RT-PCR

para su confirmacién mientras que los resultados positivos confirman el diagnostico (21).

Conclusiones y perspectivas

La deteccion de antigeno de SARS-CoV-2 tiene potencial para detectar y diagnosticar COVID-
19 en su fase activa. Mediante el disefio de una estrategia adecuada en tiempo y forma se puede
garantizar el éxito del empleo de esta prueba a nivel nacional. Si se sabe que los principales
factores que limitan la prueba se relacionan con la carga viral, su uso debe restringirse
unicamente a sujetos sintomaticos, que consulten entre el primer y quinto dia de evolucioén y su
aplicacion se debe realizar siguiendo de forma estricta las recomendaciones del fabricante, en

establecimientos de la red de servicios de salud de la CCSS.

Si los resultados se comunican a los pacientes de manera pronta y expedita, la implementacion
de esta prueba puede llegar a tener un impacto positivo en el manejo de la pandemia actual. Al

informar oportunamente a los sujetos sobre su diagnéstico, estos se pueden poner en
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autoaislamiento y comunicarles a sus contactos cercanos que deben acudir a un centro médico a
realizarse el chequeo respectivo. Del mismo modo, el personal de salud puede iniciar el
seguimiento del sujeto recién diagnosticado y determinar el nivel de riesgo del sujeto a
desarrollar formas complicadas de la COVID-19, permitiendo realizar un manejo oportuno de

los casos con las herramientas disponibles.
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