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Directrices de Laboratorio para la Deteccion y el Diagndstico de la
Infeccion con el Virus COVID-19
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30 de marzo de 2020

Los coronavirus son un grupo de virus ARN altamente diversos de la familia Coronaviridae que se dividen en
4 géneros: alfa, beta, gamma y delta, y que causan enfermedades de leves a graves en humanos y animales
(1-3). Existen coronavirus humanos endémicos como los alfacoronavirus 229E y NL63 y los betacoronavirus
0C43 y HKU1 que pueden causar enfermedades de tipo influenza o neumonia en humanos (1, 3). Sin
embargo, dos coronavirus zoondticos que causan enfermedades graves en humanos han emergido: el
coronavirus del Sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV) en 2002-2003 y el coronavirus del Sindrome
respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) (1-5).

En enero de 2020, el agente etioldgico responsable de un grupo de casos de neumonia grave en Wuhan,
China, fue identificado como un nuevo betacoronavirus, distinto del SARS-CoV y MERS-CoV (6). El 11 de
febrero de 2020, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) anuncié la denominacién del virus
como coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2) (7), mientras que, el mismo dia, la
OMS nombrd la enfermedad como enfermedad por coronavirus COVID-19 (8). Para fines de comunicacion,
haremos referencia a este virus como "el virus responsable de COVID-19" o "el virus COVID-19". La secuencia
gendmica completa de este nuevo agente estd disponible y se han desarrollado diferentes protocolos de
deteccion, aunque aln no se han validado por completo (9). Sin embargo, a la luz de la circulacién actual de
COVID-19 en la region de las Américas, la Organizacion Panamericana de la Salud / Organizacién Mundial de
la Salud (OPS / OMS) recomienda a los Estados Miembros garantizar la identificacion oportuna de casos
sospechosos, la toma y el envio de muestras a los laboratorios de referencia, y la implementacion de
protocolos de deteccién molecular, segun la capacidad del laboratorio.

El 19 de marzo de 2020, la OMS actualizé su guia provisional sobre las pruebas de laboratorio para la
enfermedad por coronavirus (COVID-19) en casos humanos sospechosos que incluye informacidn sobre la
toma y envio de muestras, pruebas de laboratorio, e informes de casos y resultados (9). La OMS también
actualiza las definiciones de casos sospechosos de COVID-19 segun sea necesario (10).

Toma de muestras y envio adecuado

Toma de muestras

Las muestras deben ser tomadas por personal capacitado y teniendo en cuenta todas las instrucciones de
bioseguridad, incluyendo el uso de los equipos de proteccidon personal adecuados para las precauciones
estandar, de contacto y de transmisidon aérea. En particular, el personal debe usar higiene de manos
adecuada, bata, respirador (N95 o FFP2), proteccidn para los ojos (gafas) o faciales (protector facial) y guantes
(11).

Muestras respiratorias

Las muestras recomendadas son las del tracto respiratorio inferior, incluidos el esputo, el lavado
broncoalveolary el aspirado traqueal (cuando sea posible segun los criterios médicos). Sin embargo, cuando
la toma de una muestra del tracto respiratorio inferior no es posible, las muestras del tracto respiratorio
superior también son utiles. En general, se recomienda la toma de hisopados nasofaringeo y orofaringeo
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combinados (los hisopos deben colocarse y transportarse en un mismo tubo con medio de transporte viral)
(9).

Si el muestreo de contactos asintomaticos se considera en las guias nacionales, las muestras de las vias
respiratorias superiores se prefieren para la toma.

Solo se deben usar hisopos de Dacrén flocados o poliéster. Los protocolos para la produccidn casera de
medios de transporte viral estan disponibles previa solicitud en la Oficina Regional de la OPS. Ademas, si el
medio de transporte no esta disponible, podria usarse solucidn salina estéril (ver abajo para consideraciones
de transporte de muestra).

Envio de muestras

Las muestras respiratorias deben mantenerse refrigeradas (4-8 °C) y enviarse al laboratorio donde se
procesaran dentro de las 24-72 horas de la toma. Si no se pueden enviar las muestras dentro de este periodo,
se recomienda congelarlas a -70 °C (o menos) hasta que se envien (asegurando que se mantenga la cadena
de frio). Si los hisopos se colocaron en solucién salina estéril en lugar de medio de transporte viral, el envio
debe ser expedito.

El envio de muestras sospechosas a laboratorios de referencia o centros colaboradores fuera del pais y por
via aérea debe cumplir con todas las normas internacionales (IATA) para Sustancias Bioldgicas de Categoria
B (12).

Otros tipos de muestra

El virus COVID-19, asi como el SARS-CoV y el MERS-CoV, se ha detectado en otros tipos de muestras, como
heces y sangre (9). Sin embargo, la dinamica viral en estas muestras no se ha caracterizado completamente.
Las muestras de tejido pulmonar o del tracto respiratorio también pueden ser Utiles para la deteccidon
molecular en casos fallecidos, siempre y cuando existan las condiciones apropiadas para realizar la autopsia,
particularmente la proteccion respiratoria. Las muestras de sangre agudas y convalecientes podrian ser Utiles
a medida que las pruebas seroldgicas estén disponibles (ver abajo).

Ensayos de laboratorio

Las directrices de bioseguridad para el manejo de muestras sospechosas en el laboratorio se han publicado
anteriormente (12, 13).

Métodos moleculares
La confirmacion rutinaria de los casos de COVID-19 se basa en la deteccidn del acido nucleico (ARN) del virus
mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real.

Extraccion de ARN

El ARN se puede extraer de las muestras mencionadas anteriormente utilizando cualquier protocolo estandar
o estuche de extraccidn. En general, la etapa de lisis de la muestra en la extraccién de ARN inactiva cualquier
virus. Por lo tanto, la muestras después de la lisis se consideran generalmente como no infecciosa. La
inactivacion del virus COVID-19 a través de la lisis de la muestra se ha verificado para algunos kits comerciales
(14).

Las muestras de esputo requieren licuefacciéon antes de la extraccion molecular (15), mientras que las
muestras de tejido requieren lisis y homogeneizacién.
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Protocolos de deteccion molecular

La OMS ha puesto a disposicién varios protocolos de diagndstico molecular (utilizando RT-PCR) en la pagina
web:

https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/laboratory-
guidance

Favor notar que la OMS no prefiere ni respalda los nombres de los vendedores ni los fabricantes incluidos en
los protocolos. Ademas, estos protocolos alin no han sido validados a través del proceso de la OMS.

Gracias al esfuerzo de los Estados Miembros de la OPS, todos los laboratorios nacionales con capacidad para
realizar pruebas moleculares, incluidos los Centros Nacionales de Influenza (NIC), recibieron capacitacién en
el uso del primer protocolo puesto a disposicién por la OMS, desarrollado por el Instituto de Virologia Charité
— Universitatsmedizin Berlin, Alemania. La evaluacion del protocolo ha sido publicada (16) y un protocolo de
trabajo esta disponible en el siguiente enlace:
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/protocol-v2-1.pdf

El protocolo se basa en la deteccidon de dos marcadores en el genoma del virus: el gen E, utilizado como
tamizaje, seguido de la confirmacion de los positivos al gen E a través de la deteccion del gen RARP utilizando
las sondas P1y / o P2. El ensayo E es especifico para todos los virus relacionados con el SARS-CoV (es decir,
SARS-CoV, el virus COVID-19 vy los virus de murciélagos relacionados), mientras que el ensayo RdRP con la
sonda P2 solo detecta el virus COVID-19. La OPS / OMS ha distribuido reactivos especificos (cebadores, sondas
y controles positivos) y protocolos de trabajo para estos ensayos en toda la Regidn.

Otros ensayos moleculares estan disponibles y se pueden realizar en plataformas abiertas (o “manuales”) o
cerradas (es decir, que los estuches solo funcionan en sistemas propietarios que realizan los ensayos de
manera automatizadas). Estos incluyen ensayos que han sido aprobados para su comercializacidon por las
autoridades reguladoras nacionales (en particular, aquellas consideradas por la OMS como SRA [Stringent
Regulatory Authority] para su precalificacién acelerada de pruebas de diagndstico in vitro). La OMS también
estd evaluando solicitudes para inclusién en el Listado de Uso de Emergencia (EUL) de ensayos para la
deteccion del acido nucleico del virus COVID-19 (17). Bajo la supervisién de la autoridad sanitaria nacional y
con el apoyo técnico de los Laboratorios Nacionales de Salud Publica y Centros Nacionales de Influenza, estos
ensayos pueden ser utilizados en centros de atencién que cuenten con la capacidad instalada, o en
laboratorios descentralizados.

Implementacion e interpretacion

Aunque la recomendaciéon para la confirmaciéon de casos en el laboratorio es detectar dos marcadores
genéticos diferentes (gen E seguido por gen RdRP, como se describe anteriormente para el protocolo
Charité), una vez que se establece y se extiende la circulacién del virus COVID-19 en un area / pais dado, ya
no es necesario ejecutar la PCR para ambos genes. Por lo tanto, se puede implementar la confirmacion
mediante la deteccidon de un solo marcador genético, si las curvas y otros pardmetros de aseguramiento de
la calidad son éptimos. Se pueden usar los genes E o RARP para el diagndstico; sin embargo, la PCR del gen E
ha demostrado una sensibilidad ligeramente mayor, por lo que recomendamos priorizar el gen E como el
marcador seleccionado.

La deteccion molecular del virus COVID-19 utilizando protocolos bien disefiados suele ser muy especifica; por
lo tanto, un resultado positivo confirma la deteccion del virus. Por el contrario, un resultado negativo no
siempre significa la ausencia de infeccion por el virus COVID-19 (9). Varias razones pueden explicar un
resultado negativo en una persona infectada con el virus COVID-19, principalmente:
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¢ (Calidad de la muestra, manipulacién, transporte y / o almacenamiento deficientes (como control, se
puede realizar la deteccidn cualitativa de un gen constitutivo (housekeeping) humano [por ejemplo,
RNase P (18)]).

e Extraccién de muestra deficiente / fallida, presencia de inhibidores de PCR en el ARN extraido (como
control, se puede usar un control de extraccién o la deteccién de un constitutivo como se menciond
anteriormente).

e La muestra se recolecté en un momento en que el paciente no estaba secretando cantidades
suficientes de virus, por ejemplo, muy temprana o tardiamente durante la infeccion (este punto es
particularmente relevante ya que la dindmica de la presencia del virus en diferentes tipos de muestra
no se ha establecido del todo).

e Aligual que con cualquier ensayo de deteccidon molecular, las mutaciones del virus en las regiones a
las que se dirigen los ensayos pueden afectar la sensibilidad de la deteccién.

Métodos seroldgicos

Los ensayos basados en la deteccion de anticuerpos IgM / IgG pueden ayudar a investigar un brote en curso
y a realizar estudios de seroprevalencia. Existen varios ensayos (tanto pruebas rdpidas como ELISA)
disponibles en el mercado para la deteccion de anticuerpos IgM / IgG que se comercializan para la deteccidn
de las infecciones por el virus COVID-19. Sin embargo, estas pruebas no estan recomendadas para su uso al
dia de hoy.

Este tipo de pruebas puede estar limitado debido a la reactividad cruzada con otros coronavirus que
normalmente estan presentes en la comunidad y que hacen dificil la interpretacidn de los resultados (19).
Ademads, en la actualidad la dinamica de la respuesta y produccién de anticuerpos durante las diferentes fases
de la infeccién no estd completamente establecida, lo cual limita ain mas el uso de estas pruebas. Algunos
estudios han demostrado que durante los primeros 7 dias desde el inicio de sintomas, menos de un 40% de
pacientes presentan anticuerpos detectables (20). Asi, estos ensayos no deben ser usados para descartar un
caso durante los primeros dias de enfermedad. Asimismo, la deteccién de anticuerpos después del dia 7 solo
indica contacto previo con el virus, pero no dice nada respecto a la presencia y excrecidn del virus. Los
anticuerpos asi detectados podrian resultar de una infeccion previa y no de la infeccidon aguda para la cual se
estd requiriendo el diagndstico.

Se estan comercializando muchos productos para la deteccidn de anticuerpos (IgM y / o 1gG) inducidos por
la infeccidon por el virus COVID-19, incluidas las pruebas rapidas. El rendimiento de cualquier prueba de este
tipo en términos de especificidad y sensibilidad debe validarse y evaluarse. Actualmente y a solicitud de la
OMS, se estan llevando a cabo procesos de evaluacién y validacién eventual para algunas de estas pruebas.
Sin embargo, hasta ahora, ninguna tiene una validacion independiente y, por lo tanto, se debe tener
precaucién en su uso. Ademas, no se recomienda el uso de pruebas rapidas ya que (ademds de lo mencionado
anteriormente), estos tipos de pruebas pueden tener baja sensibilidad (ver abajo). Por estas razones, la
deteccion de anticuerpos no se considera (todavia) una prueba apropiada para la confirmacién o el
diagnodstico de los casos de COVID-19. Protocolos seroldgicos caseros también se estdn desarrollando en
varios laboratorios.

Deteccion de antigenos

Durante los primeros dias tras el inicio de sintomas (1 a 5 dias aproximadamente), se generan proteinas
virales que pueden ser detectadas mediante diferentes ensayos (ELISA, inmunofluorescencia, etc.). En
general, este tipo de ensayos presentan una especificidad aceptable (dependiendo del ensayo) por lo cual su
deteccion puede ser usada como criterio de confirmacion (en conjunto con la definicidn de caso, la historia
clinica y los antecedentes epidemioldgicos) y para tomar decisiones en salud publica (aislamiento).
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Sin embargo, no se ha establecido la dindmica de produccidn y excrecidn de estas proteinas (antigenos), por
lo cual un resultado negativo (en cualquier estadio de la infeccidn) no debe ser usado como criterio para
descartar un caso, y por lo tanto otros criterios deben ser tenidos en cuenta

Pruebas rapidas

Hasta el momento no existen pruebas rapidas (inmunocromatografia o deteccion con oro coloidal) que hayan
sido autorizadas por autoridades reguladoras competentes y/o formalmente validadas. En general, este tipo
de ensayos tienen una sensibilidad baja. Por eso, su valor predictivo positivo es bueno (pueden ser usadas
para confirmar) pero su valor predictivo negativo es bajo (no deben ser usadas para descartar un caso).
Ademas, las limitaciones descritas anteriormente para las pruebas seroldgicas y la deteccion de antigenos
aplican a las pruebas rapidas.

Algoritmo de laboratorio

Las pruebas para el virus COVID-19 deben considerarse para pacientes que cumplan la definicién de caso
(10). Los laboratorios deben continuar utilizando el algoritmo de laboratorio de influenza recomendado por
la OPS para la vigilancia rutinaria de la influenza y de los casos inusuales de IRAG.

Fortalecimiento de las capacidades de laboratorio y redes

Todos los laboratorios nacionales de salud publica con capacidad de diagndstico molecular, incluidos los NIC,
han implementado la deteccién del virus COVID-19. Se insta a los laboratorios a garantizar la disponibilidad
de recursos humanos e insumos genéricos (por ejemplo, kits de extraccion y enzimas de RT-PCR) para la
deteccion del virus COVID-19, y a planificar un aumento en las pruebas de laboratorio.

Ademas, las plataformas de secuenciacidon pueden usarse para la caracterizacidon genética del virus COVID-
19 en laboratorios con capacidad de secuenciacién de Sanger o Next Generation. Se alienta a estos
laboratorios a secuenciar oportunamente muestras positivas y compartir informacién genética a través de
GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data Platform). La OPS esta trabajando para establecer y
fortalecer una red de secuenciacion gendmica COVID-19 en la region de las Américas para que los datos
gendmicos estén disponibles de manera oportuna.

Los paises sin capacidad de diagnéstico molecular para implementar la deteccién del virus COVID-19 deben
enviar muestras clinicas sospechosas (ajustadas estrictamente a la definicién del caso) a un laboratorio de
referencia. La lista de laboratorios de referencia de la OMS que realizan pruebas de confirmacidén esta
disponible en:
https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/technical-guidance/laboratory-
guidance

En las Américas, hasta la fecha hay dos laboratorios de referencia de la OMS para el virus COVID-19:
e Laboratorio de diagndstico de virus respiratorios, CDC, Atlanta, EE. UU.
e Laboratorio de Virus Respiratorios y Sarampidn, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil.

Se debe contactar a la OPS antes de remitir las muestras a los laboratorios de referencia de la OMS.
Los paises que no tienen capacidad de diagndstico molecular para implementar la deteccion del virus COVID-

19 pero que tienen la intencién de establecer dicha capacidad pueden contactar a la OPS para obtener
orientacién y apoyo.
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Reporte de datos
Conformemente el Reglamento Sanitario Internacional (RSI), todos los casos confirmados de COVID-19 deben
notificarse en 24 horas a través de los canales oficiales del RSI (10).

Ademas, todos los resultados positivos y negativos para COVID-19 deben informarse en la base de datos
FluNet que se envia semanalmente a la OPS / OMS. Las hojas de célculo de FluNet fueron actualizadas con la
adicion de una nueva columna para COVID-19 y se han enviado a los paises para reemplazar la version
anterior. Se puede obtener informacidn adicional a través de flu@paho.org.
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