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Resumen

El SARS-CoV-2 es el agente causal de COVID-19. COVID-19 es una enfermedad
respiratoria infecciosa aguda emergente que se propaga a través del tracto respiratorio
superior por contacto directo con personas infectadas. Dado la crisis global, es necesaria la
aplicacion de pruebas con alta sensibilidad y especificidad para hacer un diagndstico
adecuado y favorecer el movimiento de pacientes en los servicios de emergencias. El
proposito de este trabajo era evaluar una prueba rapida de deteccion del antigeno del SARS-
CoV-2 con el fin de determinar su sensibilidad y utilidad para el diagnostico de COVID-19
en pacientes sintomaticos respiratorios que fueron atendidos en el servicio de Urgencias del
Hospital México; esto se logrd por medio de la comparacion con los resultados obtenidos
con la prueba estindar de diagndstico (RT-PCR). Nuestros resultados indican que la
utilizacion de la prueba de antigeno del SARS-CoV-2 puede favorecer la deteccion temprana
de al menos el 71% de los pacientes sintomadticos respiratorios, siempre y cuando se
mantenga la adecuada seleccion de los pacientes, seglin la clinica, y los dias de evolucion.
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Abstract

SARS-CoV-2 is the causative agent of COVID-19. COVID-19 is an emerging acute
infectious respiratory disease, which is spread through the upper respiratory tract by direct
contact with infected people. Given the global crisis, it is necessary to apply tests with high
sensitivity and specificity to make an adequate diagnosis and favor the movement of patients
in the emergency services. The purpose of this work was to evaluate a rapid detection test for
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the SARS-CoV-2 antigen to determine its sensitivity and usefulness for the diagnosis of
COVID-19 in respiratory symptomatic patients who were treated in the Emergency Service
of the Hospital México, by comparing it with the results obtained with the standard diagnostic
test (RT-PCR). Our results showed that the use of the SARS-CoV-2 antigen test can favor
the early detection of at least 71% of respiratory symptomatic patients if the adequate
selection of patients is maintained according to the clinic and the time of evolution.
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Introduccion

En diciembre del 2019, surgi6 en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China, un nuevo
virus que causaba infecciones respiratorias graves (1) tipo neumonia, de etiologia
desconocida (2). Los primeros estudios epidemioldgicos demostraron que el virus se
expandia rapidamente de persona a persona (3) y que se comportaba mas agresivamente en
adultos entre los 30 y los 79 afios. La mayoria de los primeros casos se asocio a personas que
frecuentaban el Huanan Seafood Wholesale Market (Mercado mayorista de mariscos de
Huanan), un “mercado hiimedo” de comidas de mar, carnes de diversos tipos de animales
silvestres que son consumidos por la poblacion local (4).

Inicialmente, las muestras se tamizaron por agentes causantes de infeccion respiratoria aguda
convencionales, asi como por SARS, MERS (Sindrome Respiratorio del Medio Oriente) e
influenza aviar, pero los resultados fueron negativos. Para el 7 de enero del 2020, se tenia
aislada la particula viral a partir de una muestra clinica; y después de utilizar métodos de
secuenciacion, cultivo celular y microscopia electronica, se demostré que se trataba de un
agente viral nuevo, perteneciente a los coronavirus (4). El 12 de enero del 2020, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo llamo inicialmente 2019-nCoV (nuevo

coronavirus del 2019), el cual esta genéticamente relacionado al SARS, pero es un agente
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distinto (4, 5); y para el 11 de febrero del 2020, la OMS llam¢ a la enfermedad asociada
COVID-19 (1) y el Grupo de Estudio de Coronavirus (CSG) del Comité Internacional
propuso nombrar el nuevo virus como SARS-CoV-2 (5). El 11 de marzo del 2020, la OMS
la declar6 pandemia (3). El agente etioldgico fue clasificado dentro de la familia
Coronaviridae, género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus y subfamilia
Orthocoronavirinae (6).

El1 SARS-CoV-2 es un virus esférico de 125 nm de didmetro. Su genoma es ARN de cadena
sencilla, con polaridad positiva y una longitud aproximada de 30 000 ribonucleétidos (4-5).
Posee una cépside helicoidal formada por la proteina de nucleocapside (N), esta es la unica
proteina presente en la capside. Como todos los coronavirus, posee una envoltura lipidica
con tres proteinas ancladas en ella, denominadas E (envoltura), M (membrana) y S (espicula),
la cual le da al virion la apariencia de corona (4,7).

COVID-19 es una enfermedad infecciosa respiratoria aguda emergente, que se propaga
principalmente a través del tracto respiratorio superior por gotitas, secreciones respiratorias
y contacto directo con personas infectadas (8). El curso clinico es variable, desde una
infeccion asintomadtica hasta neumonia grave que requiere ventilacidon mecéanica y puede
incluso causar la muerte del paciente (4).

Las manifestaciones clinicas mas comunes son fiebre, tos seca o productiva, fatiga,
produccion de esputo, dificultad respiratoria, dolor de garganta, cefalea, mialgias, disnea,
congestion nasal, rinorrea, disgeusia y anosmia (4). Un porcentaje de pacientes presentan
sintomas gastrointestinales como diarrea, vomitos y malestar abdominal. Aquellos pacientes
con factores de riesgo como diabetes, hipertension, vejez, enfermedad pulmonar obstructiva

cronica (EPOC) o enfermedades cardiovasculares, desarrollan rapidamente un sindrome de
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distrés respiratorio agudo, shock séptico, acidosis metabolica y problemas de coagulacion, lo
que podria llevar incluso a la muerte (8, 9). A nivel de parametros de laboratorio, la mayoria
de los pacientes se presentan con leucopenia y linfopenia; y en pacientes con COVID-19
severo, se encuentra principalmente neutrofilia, dimero D alto, urea y creatinina elevados y
la linfopenia se mantiene. A nivel de citoquinas, la IL-6, la IL-10 y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) se elevan, lo que indica un estado inmune alterado (5). Aquellos
pacientes que presentan COVID-19 severo poseen complicaciones clinicas como sindromes
de distrés respiratorio agudo, arritmias, shock, dafio renal agudo, dafio cardiaco agudo,
afectacion hepética e infecciones secundarias (5).

Al dia 6 de junio 2021, se contabilizaban 172 630 637 de casos positivos a nivel mundial y
3 718 683 muertes confirmadas (10). En Costa Rica, los casos para esa fecha ascendian a
327 979 confirmados y 4 153 decesos por COVID-19 (11).

En un escenario complejo como el de la actual pandemia, los diagnosticos no solo deben ser
oportunos y precisos, sino que las pruebas de laboratorio deben proporcionar informacion
epidemioldgica para evaluar la magnitud del evento y la tasa de propagacion (2). Al inicio
de la pandemia, las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos como la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) permitieron la deteccion rapida de pacientes infectados, su
clasificacion y su aislamiento. En una segunda fase de la pandemia, la prueba serologica
tomo importancia ya que permite diagnosticar a los pacientes después de la fase aguda de la
infeccion, a aquellos pacientes con presentaciones clinicas atipicas o permite detectar, de
forma rapida y econdmica, los casos agudos (2).

Actualmente, el estandar de oro para el diagnostico de COVID-19 es la reaccion en cadena

de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). A pesar de ello, tiene varias desventajas, como lo
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son que se requieren laboratorios especializados con personal altamente capacitado, son
metodologias caras y muchos paises han tenido problemas de escasez de reactivos por la alta
demanda. Por esta razon, avanzada la pandemia, se desarrollaron las pruebas de deteccion
rapida de antigenos (RAD), que son inmunoensayos cromatograficos laterales para la
deteccion cualitativa de antigenos especificos del SARS-CoV-2 presentes en muestras
nasofaringeas (12). Estos ensayos son particularmente adecuados para las pruebas llamadas
“point of care” (pruebas rapidas y econdmicas que se realizan al lado del paciente), ya que
se pueden realizar e interpretar facilmente sin necesidad de un equipo especial; ademas, son
econdmicas y mejoran los tiempos de respuesta (13).

Para poder frenar la propagacion comunitaria del SARS-CoV-2, se requiere
fundamentalmente de una deteccion rapida, un aislamiento eficaz de los casos sintométicos
y un rastreo sistematico de los contactos cercanos (13). Las pruebas RAD se han convertido
en una herramienta importante porque confirman rdpidamente la sospecha clinica de
COVID-19, lo que puede ayudar a proporcionar un aislamiento temprano, una atencioén
adecuada a los pacientes infectados y son més practicas para su aplicacion a gran escala. Las
pruebas RAD detectan ciertas proteinas virales de SARS-CoV-2 en muestras respiratorias y
pueden generar resultados en minutos (3), por ejemplo, algunas utilizan lisado del virus
completo, la proteina S o la proteina N completas recombinantes, péptidos de la proteina N
o dominios especificos S1, S2 0 RBD (dominios de unioén al receptor) de la proteina S (1).
Estas pruebas utilizan anticuerpos monoclonales conjugados con nanoparticulas de oro
coloidal para detectar al antigeno en cuestion. El fundamento de la prueba radica,
principalmente, en que la placa inmunocromatogréfica contiene dos lineas precubiertas en la

superficie de la membrana de nitrocelulosa, una es la linea de prueba “T” y la linea de control
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“C”. La region de la linea T est4 recubierta con anticuerpos monoclonales de raton anti-
SARS-CoV-2 y un anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratdbn monoclonal recubre la zona C.
El anticuerpo monoclonal anti-SARS-CoV-2 esta conjugado con particulas de color, y por lo
tanto, se utiliza para detectar del antigeno del SARS-CoV-2. Una vez colocada la muestra,
se forma un complejo entre el antigeno del SARS-CoV-2 y el anticuerpo anti-SARS-CoV-2
monoclonal conjugado con particulas de color para generar el complejo de color antigeno-
anticuerpo. El complejo migra por capilaridad hasta la zona de prueba T, donde es capturado
por anticuerpos monoclonales anti-SARS-CoV-2, y aparece una linea de color. La linea de
control se utiliza para el control del procedimiento y siempre debe aparecer si el
procedimiento de prueba se realiza correctamente y los reactivos de prueba de la linea de
control estan funcionando adecuadamente (12,14). Si la prueba es positiva, deberan aparecer
tanto la linea de prueba como la linea de control; mientras que si no hay antigenos presentes
en la muestra, no aparecera linea de color en la zona de prueba. La intensidad de color en la
linea de prueba dependerd de la cantidad de antigeno presente en la muestra (14, 15).

Se ha reportado que las pruebas de antigeno del SARS-CoV-2 muestran una alta sensibilidad
en muestras con carga viral alta (promedio de Ct <25), pero disminuye cuando la carga viral
es baja (promedio de Ct >= 25); es decir, cargas virales mas altas se asocian con mejores
tasas de deteccion de antigenos (3, 16). Ademas, si la prueba RAD se realiza a los cinco dias
del inicio de los sintomas, existe mayor probabilidad de deteccion del antigeno (14, 17). Su
uso masivo puede cambiar el curso de la pandemia, si se utilizan de forma adecuada, ya que
van a permitir la rapida identificacion y aislamiento de pacientes infectados con SARS-CoV-

2 capaces de excretar mayor cantidad de particulas virales (17).
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El rendimiento clinico de las RAD depende principalmente de las circunstancias en las que
se utilicen y del entorno adecuado. Las RAD son efectivas durante la fase aguda o reciente
de la enfermedad a los pocos dias del inicio de los sintomas, cuando la carga viral en el tracto
respiratorio superior estd en su punto maximo. La aplicacion de las RAD para las pruebas
SARS-CoV-2 es mas adecuada en los centros de atencion médica para la deteccion masiva
donde la prevalencia de COVID-19 es menor y la probabilidad previa a la prueba de no tener
la enfermedad es mayor que la de los pacientes ingresados en la sala de emergencias donde
la probabilidad previa a la prueba de tener COVID-19 es significativamente mayor y los
resultados falsos negativos son relevantes para el correcto manejo del paciente (18).

Dentro de las ventajas de los métodos de deteccion rapida de antigeno estan que son pruebas
rapidas, faciles de usar y de bajo costo sin necesidad de equipo especial y personal calificado,
por lo tanto se prefieren sobre la RT-PCR cuando se aplican a gran escala. No obstante, el
rendimiento analitico de las pruebas depende de varios factores relacionados con la calidad,
procesamiento y la carga viral inherente de la muestra, ademas presentan menor sensibilidad
en comparacion con los métodos moleculares. Ademas, pueden detectar pacientes infectados
activamente, pero no aplican para detectar personas previamente infectadas o aquellas que
hayan desarrollado inmunidad (3, 16, 19). Ademas, se pueden utilizar para diagnosticar
pacientes sin enviar las muestras a laboratorios centralizados, lo que permite a las
comunidades sin infraestructura apropiada para ensayos moleculares, detectar pacientes
positivos para SARS-CoV-2 (15). Otra ventaja de las RAD es que pueden utilizarse en zonas
que estan experimentando una transmision comunitaria generalizada, donde el sistema de
salud puede estar sobrecargado y donde no es posible realizar RT-PCR a todos los casos

sospechosos (17).
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Dentro de los factores que pueden afectar potencialmente la interpretacion de los resultados
de las pruebas RAD, se pueden mencionar las manifestaciones clinicas del paciente, la
duracion desde el inicio de sintomas y la realizacion de la prueba, el tipo de muestra,
recoleccion y transporte de esta, carga viral presente en la muestra, la viscosidad y mucosidad
de la muestra (14). Asi mismo, un resultado positivo confirma infecciéon por SARS-CoV-2,
pero un resultado negativo no descarta infeccion, y por tanto se debe confirmar con la
metodologia estandar (12).

La mayor preocupacion cientifica que se tiene con el uso de las RAD es la probabilidad de
falsos negativos; sin embargo, se ha determinado que los resultados falsos negativos se
encuentran en muestras con una carga viral baja, consistente con baja viabilidad viral y baja
probabilidad de infectividad (18). A pesar de sus limitaciones de sensibilidad, la prueba
rapida del SARS-CoV-2 puede beneficiar al personal de salud en el manejo oportuno y
efectivo de pacientes infectados, especialmente en areas rurales (14, 20).

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar las pruebas de antigeno para SARS-
CoV-2 en nuestro laboratorio, con el fin de determinar su sensibilidad y utilidad para el
diagnostico de la COVID-19 en pacientes sintomaticos respiratorios. Para la obtencion de los
datos, utilizamos los mismos registros de produccidon internos generados en nuestro
laboratorio. Adicionalmente, nos propusimos determinar la importancia del medio de
transporte de la muestra en la determinacion del antigeno de SARS-CoV-2, y determinar si
es necesario tomar dos hisopos a cada paciente sospechoso (un hisopo para la determinacion

de antigeno y otro hisopo para la confirmacion por medio de RT-PCR).
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Materiales y Metodologia

El presente manuscrito tiene autorizacion por parte del Area de Bioética del CENDEISSS
para ser publicado, bajo el oficio CENDEISSS-A-0243-2021.

Segtin los registros de produccion propios de la Division de Diagnostico Molecular del
Hospital México (CCSS), del 8 de diciembre del 2020 al 31 de enero del 2021, se recibieron
para el estudio, un total de 771 muestras de hisopados nasofaringeos provenientes del servicio
de Urgencias del Hospital México (CCSS), a las cuales se les solicitd especificamente
realizar la prueba de antigeno del SARS-CoV-2. De este total de muestras, 56 muestras
correspondian a muestras transportadas en medio de transporte universal (UTM), 22 muestras
correspondian a muestras transportadas en 2 mL de solucion salina (SS) y 693 muestras
correspondian a muestras tomadas con un segundo hisopo transportado en seco al laboratorio
desde el servicio de Urgencias del Hospital México (CCSS). Todas las muestras
correspondian a pacientes con sintomatologia sugestiva (principalmente la presencia de
anosmia, disgeusia o dificultad respiratoria) con menos de cinco dias de evolucion. No hubo
distincion de sexo, edad, etnia ni lugar de domicilio.

Todas las muestras procesadas por antigeno fueron concomitantemente procesadas por la
prueba estandar de PCR utilizando el kit comercial de Seegene Allplex™. La prueba de
antigeno analizada en nuestro ensayo es la prueba STANDARD Q COVID-19 Ag de la casa
comercial SD BIOSENSOR. El objetivo de este primer paso era poder correlacionar los
resultados de la prueba de antigeno con los resultados obtenidos por RT-PCR.

Para realizar la prueba de antigeno, se procedi6 de acuerdo con los instrucciones del
fabricante. Se introdujo el hisopo nasofaringeo seco en el tubo con buffer de extraccion y se

mezcld al menos cinco veces. En caso de que la muestra llegara al laboratorio en medio de
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transporte UTM o SS, se procedid a recolectar 350 uL con micropipeta y depositarlos en el
tubo con buffer de extraccion. Una vez hecho esto, se procedié a colocar tres gotas en el
pocillo de muestra en la placa de inmunocromatografia. Posteriormente, se incubd a
temperatura ambiente hasta por treinta minutos. Una vez obtenido el resultado de la prueba

de antigeno para SARS-CoV-2, se procedio a preparar el RT-PCR.

Resultados y discusion

Del total de muestras procesadas para este estudio, se obtuvieron 190 muestras positivas y
581 muestras negativas por RT-PCR. De las 190 muestras positivas por RT-PCR, el rango
de Ct obtenido para el promedio de los tres genes detectados (E, N, RARP) fue entre 11 y 39,
con un promedio de Ct = 24+6. Del total de muestras positivas, el 59.5% presentdé Ct <24y
el 40.5% Ct > 24.

De las 190 muestras detectadas positivas por RT-PCR, el 71% fue también positivo para el
antigeno de SARS-CoV-2, y el restante 29% fueron negativos por antigeno y positivas por
RT-PCR. Se determind que para las muestras positivas por RT-PCR con un promedio de Ct
<24, el 100% fueron positivas para el antigeno. En el caso de las muestras positivas por RT-
PCR con Ct promedio de 25, el valor predictivo positivo de la prueba de antigeno fue un
75%; para las muestras con Ct promedio de 26-27, el valor predictivo positivo de la prueba
de antigeno fue de 62.5%; para las muestras con Ct promedio de 28-29, el valor predictivo
positivo de la prueba de antigeno fue de 41.0% y finalmente, el 100% de las muestras con un

Ct promedio igual o superior a 30, dieron negativo para el antigeno.
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Se observo que el valor predictivo de la prueba aumentd en promedio un 8% al ser
transportada con el hisopo seco en comparacion al valor predictivo positivo obtenido cuando
la muestra fue transportada en SS o UTM.

Adicionalmente, se analizé el impacto en la determinacion del SARS-CoV-2 cuando se
toman dos hisopos al mismo paciente, uno para la prueba de antigeno y otro hisopo para la
RT-PCR. Debido a que esta practica encarece los procesos y genera mayor malestar al
paciente, analizamos la posibilidad de trabajar con una unica muestra de hisopo seco, tanto
para la determinacion del antigeno como para el RT-PCR. Para tales efectos, se determind
cuantitativamente la disminucion en la carga viral que podria tener la muestra por utilizar el
mismo hisopo inicialmente para el antigeno y luego resuspender la muestra de este en 2 mL
de SS para realizar el PCR. Segtn los registros de produccion de la Division de Diagndstico
Molecular del Hospital México (CCSS), de las 21 muestras a las cuales se les realizo este
procedimiento, los Ct de estas aumentaron en promedio de seis unidades en comparacion con
la muestra del mismo paciente que se envi6 directamente para RT-PCR, es decir, hubo una
disminucioén en la carga viral como consecuencia de la dilucion de la muestra.

Nuestros resultados concuerdan con los resultados reportados por otros autores. Lambert-
Niclot et al. (2020), incluyeron en su analisis 138 muestras nasofaringeas, de las cuales 94
(68.8%) fueron positivas para SARS-CoV-2 por RT-PCR, y de estas, 47 muestras fueron
positivas también para la prueba rapida de antigeno; reportan una sensibilidad del 50% en
comparacion con la RT-PCR y un 82.2% de positividad para muestras con Ct menor a 25
(21). Por otro lado, Mertens et al. (2020) reportaron una sensibilidad del 74.2% en la
subpoblacion con alta carga viral del SARS-CoV-2, cuando los Ct son menores a 25 (22).

Por tltimo, Carcione et al. (2021) reportan que de 20 muestras positivas por RT-PCR, nueve
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tenian la prueba de antigeno positiva, por lo que reportan una sensibilidad el 45%. No

obstante, este valor subid a 64% en muestras con alta carga viral (23).

Conclusiones

Seglin nuestros resultados, la utilizacion de la prueba de antigeno del SARS-CoV-2 puede
favorecer la deteccion temprana de al menos el 71% de los pacientes infectados que se
presentan al servicio de Urgencias de nuestro hospital, siempre y cuando se mantenga la
adecuada seleccion de los pacientes segun la clinica y los dias de evolucion de los mismos
segun lo ya normado.

No se obtuvo ningtn falso positivo por antigeno del SARS-CoV-2.

El valor predictivo positivo puede verse favorecido en aquellos sitios donde exista una alta
positividad o brote y cuyos casos puedan ser abordados en los primeros cinco dias de inicio

de sintomas sugestivos.

Los resultados positivos de la prueba de antigeno son evidentes en los primeros 10 minutos
de iniciada la prueba, independientemente de la carga viral presente, siempre que el Ct sea
menor a 24 como promedio de los tres genes detectados por RT-PCR. Con este resultado, se
le puede informar répidamente al médico, lo que favorece el abordaje del paciente, la
distribucion de espacios en las unidades COVID-19 y disminuye la utilizacion de pruebas

rapidas de RT-PCR, las cuales son de mayor costo.

La toma de una segunda muestra trasportada en seco favorece una mayor deteccion de
antigeno del SARS-CoV-2, lo que permite incrementar aproximadamente en un 8% las

detecciones positivas por antigeno, sobre todo en aquellos pacientes que tengan cargas virales
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bajas (Ct>24 en promedio). No obstante, dado que esto implicaria la adquisicion de al menos
un tubo de transporte adicional y debido a que todos los casos negativos por antigeno, segun
la normativa actual, deben ser controlados por RT-PCR, podria considerarse no necesario en
el actual escenario y tomarse solo un tubo para antigeno y RT-PCR, salvo que los laboratorios
por si mismos cuenten con la posibilidad de abastecerse de estos tubos para transporte seco.
Sin embargo, de utilizar un solo tubo, esto no resuelve la necesidad metodolédgica de que al
trabajar la prueba de antigeno a partir de hisopos con medio de transporte, que sean recibidos
en tubos de mas de 10 cm de profundidad, necesariamente el usuario deberd trasvasar la
muestra o parte de la misma a un segundo tubo para poder pipetear los 350 uL de muestra
necesarios para la prueba de antigeno, asi como también se mantiene la necesidad, en este
caso, de la utilizacion de puntas con filtro si la misma muestra luego se utilizara para la RT-

PCR.

La toma de una sola muestra transportada en seco para la deteccion de antigeno y RT-PCR
puede ser beneficiosa en aquellos sitios donde se imposibilite la obtencion de los equipos
necesarios para la toma de ambas muestras. No obstante, se debe tener presente que aquellas
muestras con Ct originalmente > 34 podrian dar negativo en la deteccion por RT-PCR debido
a la dilucidn necesaria para realizar inicialmente el antigeno. Ademas, el transporte en seco

de las muestras disminuye el riesgo de contaminacion por derrame de las mismas.

El uso de medios de trasporte como UTM o SS no varia de forma significativa el desempefio
de la prueba, seglin nuestros resultados; sin embargo, se debe recordar la importancia de

estandarizar los volumenes agregados; el volumen idoneo para tales efectos son los 2 mL
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cuando se utiliza SS y que se asegure que no existan derrames o pérdidas de volumen durante

el transporte.
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