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Introduccidn

Este documento contiene orientaciones provisionales dirigidas a los laboratorios y otras partes interesadas que intervienen en el
diagnostico del coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo grave de tipo 2 (SARS-CoV-2). Abarca las principales
consideraciones relativas a la recogida de muestras, las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (AAN) y de deteccion de
antigenos (Ag) y anticuerpos (Ac), y la garantia de la calidad. El documento se ira actualizando a medida que se disponga de nueva
informacioén. Los comentarios se pueden enviar a WHElab@who.int.

Cambios respecto de la version anterior

El titulo de estas orientaciones provisionales ha pasado de «Pruebas de laboratorio para el nuevo coronavirus de 2019 en casos
sospechosos de infeccion en humanos» a «Pruebas diagndsticas para el SARS-CoV-2». Se ha afiadido al documento informacion
general pertinente y un algoritmo de diagnostico clinico. Ademas, las orientaciones se han actualizado teniendo presentes los nuevos
hallazgos procedentes de publicaciones y mejores practicas.

Documentos pertinentes de la OMS

La OMS ha elaborado orientaciones provisionales e informes técnicos para ayudar a los responsables de la formulacion de politicas y a los
laboratorios en relacion con la realizacion de pruebas de diagnostico del SARS-CoV-2. Estos documentos abarcan cuestiones como la
estrategia de prucbas de laboratorio [1], una herramienta de evaluacion de laboratorio [2], la bioseguridad en el laboratorio [3], el
asesoramiento sobre el uso de pruebas inmunodiagndsticas en el punto de atencion [4], la deteccion de antigenos en el diagnéstico de la
infeccion por SARS-CoV-2 mediante inmunoensayos rapidos [5], orientaciones para las investigaciones de conglomerados de casos [6], la
vigilancia de salud publica [7] y consideraciones operacionales para la vigilancia mediante el SMVRG [8]. Ademas, los paises pueden
servirse de los protocolos de investigacion precoces [9] para emprender estudios epidemioldgicos y conocer mejor las pautas de transmision,
la gravedad y prevalencia de la enfermedad, las caracteristicas clinicas y los factores de riesgo de la infeccion por el SARS-CoV-2.

Informacion general sobre el SARS-CoV-2

El 31 de diciembre de 2019, la OMS fue alertada por primera vez de un conglomerado de casos de neumonia de etiologia
desconocida en la ciudad de Wuhan (Republica Popular China). En un principio el virus recibi6 la denominacion provisional de
nuevo coronavirus de 2019 (2019-nCoV).

Mas adelante, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (CITV) designo al virus como SARS-CoV-2 [10]. COVID-19 es el
nombre de la enfermedad provocada por el SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 se ha clasificado dentro del género Betacoronavirus (subgénero Sarbecovirus), perteneciente a la familia Coronaviridae
[11]. Se trata de un virus encapsulado con acido ribonucleico (ARN) de cadena sencilla en sentido positivo, cuyo genoma consta de 30 kb
[10]. El virus dispone de un mecanismo de correccion de ARN que mantiene la tasa de mutacion relativamente baja. El genoma codifica
proteinas no estructurales (algunas de ellas indispensables para formar el complejo replicasa transcriptasa), cuatro proteinas estructurales
(espicula (S), envoltura (E), membrana (M) y nucleocapside (N)) y proteinas presuntamente accesorias [12-14]. Para penetrar en la célula,
el virus se acopla a un receptor de la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE2) [15-17].

El SARS-CoV-2 es el séptimo de los coronavirus identificados como infectivos para el ser humano (HCoV). Cuatro de estos
virus, HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 y HCoV-OC43, son endémicos, estacionales y suelen provocar afecciones
respiratorias leves. Los otros dos virus, de origen zoondtico y mas virulentos, son el coronavirus del sindrome respiratorio de
Oriente Medio (MERS-CoV) y el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo de tipo 1 (SARS-CoV-1). El SARS-CoV-2
es el que mas semejanzas genéticas presenta con el SARS-CoV-1; ambos pertenecen al subgénero Sarbecovirus dentro del género
Betacoronavirus [11]. Sin embargo, actualmente no se tiene noticia de que el SARS-CoV-1 circule en la poblacion humana.

La presentacion clinica de la infeccion por SARS-CoV-2 puede variar desde una infeccion asintomatica hasta una enfermedad de
caracter grave [18-27]. Las tasas de mortalidad varian de unos paises a otros [28]. El diagnéstico precoz en el laboratorio de una
infeccion por SARS-CoV-2 puede ser util para la gestion clinica y el control de brotes. Las pruebas diagnosticas pueden entrafiar
la deteccion del virus propiamente dicho (deteccion del ARN viral o de antigenos virales) o la deteccion de la respuesta
inmunitaria humana a la infeccidon (anticuerpos u otros biomarcadores).

Nuestros conocimientos sobre el SARS-CoV-2 han aumentado rapidamente, pero todavia quedan muchas preguntas a las que hay
que buscar respuesta. La OMS alienta las investigaciones y la difusion de resultados que puedan contribuir a mejorar la
caracterizacion del SARS-CoV-2 [29, 30].
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Informacion general sobre la deteccion de ARN del SARS-CoV-2

La confirmacion estandar de la infeccion aguda por el SARS-CoV-2 se basa en la deteccion de secuencias virales especificas
mediante pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (AAN), como la reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion
inversa en tiempo real (rRT-PCR). Las dianas de las pruebas de amplificacion son ciertas regiones de los genes E, RdARP, Ny S.

Una vez que una persona ha sido infectada por el virus, el tiempo medio que tarda en presentar sintomas (periodo de incubacion)
es de 5 a 6 dias, con un intervalo de entre 1 y 14 dias después de la exposicion [31-35]. El virus puede ser detectado en las vias
respiratorias superiores de 1 a 3 dias antes de aparecer los sintomas. La concentracion de SARS-CoV-2 en las vias respiratorias
superiores alcanza su valor mas alto en torno al momento de la aparicion de los sintomas, después de lo cual va disminuyendo
paulatinamente [36-42]. Algunos estudios comunican mayores cargas virales en los enfermos graves que en los enfermos leves,
pero otros estudios no dan cuenta de esas diferencias [36, 43-49]. La presencia de ARN viral en las vias respiratorias inferiores,
asi como en las heces en un subconjunto de personas, aumenta durante la segunda semana de la enfermedad [38]. En algunos
pacientes, el ARN viral solo puede detectarse durante algunos dias, mientras que en otros se puede detectar durante varias
semanas, incluso meses [44, 50-60]. La presencia prolongada de ARN viral no supone necesariamente una infecciosidad
prolongada. Varios estudios describen una correlacion entre la reduccion de la infecciosidad y los siguientes factores: 7) el mayor
numero de dias transcurridos desde la aparicion y resolucion de los sintomas, i7) la disminucion de la carga viral en las secreciones
respiratorias [37, 61-64], y iii) un aumento de los anticuerpos neutralizantes [37, 61]. Puede encontrarse mas informacion al
respecto en Criterios para poner fin al aislamiento de los pacientes de COVID-19 [65].

Como las secreciones respiratorias pueden ser bastante variables en su composicion, y la idoneidad de las actividades de muestreo
también puede variar, en ocasiones pueden producirse falsos negativos en los resultados de la PCR [40, 42, 58, 66-74]. En
pacientes de los que se sospecha seriamente la infeccion por el SARS-CoV-2 y los hisopados de las vias respiratorias superiores
son negativos, es posible detectar ARN viral en secreciones de las vias respiratorias inferiores, como esputos o material de lavado
broncoalveolar [70, 71, 75, 76]. Se ha demostrado que las heces o los hisopados rectales son positivos para el ARN del SARS-
CoV-2 en un subconjunto de pacientes; algunos estudios sugieren que esta positividad es prolongada en comparacion con la de las
muestras de las vias respiratorias [46, 56, 59, 75, 77]. En algunos pacientes, se ha notificado la deteccion de ARN de SARS-CoV-
2 en muestras de sangre; algunos estudios sugieren que la deteccion en la sangre estd asociada a la gravedad de la enfermedad,
pero se necesitan mas estudios sobre esta posible asociacion [75, 78-81]. En muestras de liquido bucal (por ejemplo, saliva
inducida) [28, 49, 82-88], las tasas de deteccion comunicadas en comparacion con las muestras de vias respiratorias altas del
mismo paciente varian ampliamente; se dispone de datos limitados sobre la idoneidad de la deteccion de SARS-CoV-2 en
muestras de gargarismos/enjuagues bucales [85]. Las llamativas diferencias en la sensibilidad de las evaluaciones de liquidos
bucales se deben posiblemente a grandes diferencias en las técnicas de recogida, transporte y conservacion de muestras, asi como
a la evaluacion de diferentes poblaciones de prueba. Ocasionalmente puede detectarse SARS-CoV-2 en liquidos oculares en
pacientes con y sin signos de conjuntivitis [89-93]. Algunos estudios no han detectado SARS-CoV-2 en la orina [58, 75, 94],
mientras que otros fueron capaces de detectar ARN viral en la orina en un ntimero limitado de pacientes [57, 95]. Un estudio
informo6 de varios pacientes con muestras de semen positivas [96]. Ademads, en algunos informes de casos se ha descrito la
deteccion positiva de ARN en tejido cerebral [97] y liquido cefalorraquideo [98]. Asi pues, aunque es posible detectar
SARS-CoV-2 en una amplia variedad de liquidos y compartimentos corporales, donde con mayor frecuencia se detecta es en el
material respiratorio y, por consiguiente, las muestras respiratorias siguen siendo el tipo de muestra de eleccion para el
diagnostico.

Principios rectores en la realizacion de pruebas en el laboratorio

La decision de realizar pruebas debe basarse en factores tanto clinicos como epidemiologicos. Véanse las orientaciones
provisionales sobre manejo clinico de la COVID-19 [99], investigaciones de conglomerados de casos [6] y vigilancia
de salud publica en relaciéon con la COVID-19 [7].

La recogida rapida de muestras adecuadas y el diagnostico preciso en el laboratorio de pacientes de los que se sospecha
firmemente una infeccion por SARS-CoV-2 son las dos prioridades que deben orientar el manejo clinico de los pacientes
y las medidas de control de infecciones. Dada la complejidad que tienen un muestreo adecuado, el analisis de laboratorio
y la interpretacion de los resultados, es preciso que de la recogida de muestras y el diagndstico en el laboratorio se
ocupen operarios capacitados y competentes.

Algunas personas infectadas con SARS-CoV-2 nunca llegan a presentar sintomas (casos asintomaticos); otras pueden
presentar una afeccion muy leve (paucisintomaticos), y otras pueden manifestar una COVID-19 de moderada a grave
[18-26]. Las pruebas mas solidas de la infeccion viral provienen de la deteccion de fragmentos del virus, como proteinas
o acidos nucleicos, por medio de pruebas virologicas. Las personas infectadas pueden dar resultado positivo en la
deteccion de acidos nucleicos virales o proteinas virales sin tener sintomas (asintomaticos), antes de la aparicion de
sintomas (presintomaticos), y a lo largo del episodio de la enfermedad (sintomaticos). En las personas que acaban
manifestando COVID-19, los sintomas pueden ser muy amplios en la presentacion inicial de la enfermedad. Pueden
aparecer desde sintomas muy leves hasta neumonia manifiesta, fiebre o septicemia, y con menor frecuencia

2-



https://apps.who.int/iris/handle/10665/332997
https://apps.who.int/iris/handle/10665/332638
https://apps.who.int/iris/handle/10665/331668
https://apps.who.int/iris/handle/10665/334000
https://apps.who.int/iris/handle/10665/334000

Pruebas diagndsticas para el SARS-CoV-2: Orientaciones provisionales

gastroenteritis o sintomas neurologicos [99]. Si es necesario para la gestion de casos, los pacientes también deben ser
examinados para detectar otros patégenos, atendiendo a las recomendaciones de las pautas locales de manejo clinico,
pero esto nunca debe retrasar las pruebas de deteccion de SARS-CoV-2 [99, 100]. Se han notificado coinfecciones de
SARS-CoV-2 con otros patégenos, de modo que una prueba positiva para otro patdégeno no permite descartar la
COVID-19 y viceversa [27, 101-109]. Se han notificado algunos casos de resultados falsos positivos de anticuerpos de
dengue tras una prueba de diagnodstico rapido de dengue (RDT) en pacientes de COVID-19 [110, 111]. También existe
el riesgo de que aparezcan falsos positivos o falsos negativos para SARS-CoV-2 si las pruebas no se realizan con ensayos
adecuados o no se practican en las debidas condiciones.

Recogida, envio y conservacion de muestras
Procedimientos de seguridad durante la recogida de muestras

Hay que velar por que los trabajadores sanitarios que recojan muestras clinicas de casos sospechosos sigan
rigurosamente las directrices de prevencion y control de infecciones (PCI) y utilicen el equipo de proteccion personal
(EPP) adecuado; véanse también las orientaciones provisionales de la OMS sobre prevencion y control de infecciones
durante la atencidn sanitaria en relacidon con la COVID-19 [7].

Hay que asegurar que existan procedimientos operativos estandar adecuados y el personal esté debidamente adiestrado
en la recogida, el envasado, el envio y la conservacion de muestras. Se debe suponer que todas las muestras tomadas
para las investigaciones pueden estar infectadas con SARS-CoV-2 y otros agentes patdgenos. Véanse también las
orientaciones provisionales de la OMS sobre bioseguridad en el laboratorio relacionadas con la COVID-19 [3]. Deberan
seguirse las directrices locales, incluso en materia de consentimiento informado, para la recogida, el andlisis, la
conservacion y la investigacion de muestras.

Muestras que deben recogerse

La muestra 6ptima depende de la presentacion clinica y del tiempo transcurrido desde la aparicion de los sintomas.
Como minimo se deben recoger muestras respiratorias.

Muestras respiratorias

e Las muestras de las vias respiratorias superiores son adecuadas para analizar infecciones en fase temprana,
especialmente en casos asintomaticos o leves. Se ha demostrado que las pruebas en hisopados nasofaringeos y
orofaringeos combinados de un mismo paciente incrementan la sensibilidad para la deteccion de virus
respiratorios y mejoran la fiabilidad del resultado [60, 86, 112-114]. Se pueden combinar dos hisopados de una
misma persona en un tubo de recogida de muestras, o se puede obtener un hisopado nasofaringeo y orofaringeo
combinado [115]. Varios estudios han observado que los hisopados nasofaringeos por si solos dan un resultado
mas fiable que los hisopados orofaringeos [40, 75, 76, 114].

e Se aconseja tomar muestras de las vias respiratorias inferiores si las muestras se recogen en un momento
posterior en el curso de la COVID-19 o en pacientes con resultado negativo en la muestra de las vias respiratorias
superiores y firme sospecha clinica de COVID-19 [70, 71, 75, 76, 86]. Las muestras de las vias respiratorias
inferiores pueden constar de esputo, si se produce espontaneamente (no se recomienda el esputo inducido, ya
que esto incrementa el riesgo de transmision por aerosoles [99]) o aspirado endotraqueal o lavado
broncoalveolar en pacientes con afeccion respiratoria mas grave. Hay que proceder con cautela debido al alto
riesgo de aerosolizacion; por lo tanto, se requiere una estricta observancia de los procedimientos de PCI durante
la obtencion de muestras. La indicacion de un procedimiento invasivo debe ser evaluada por un médico.

Antes de recurrir a otros métodos de obtencion de muestras de liquidos respiratorios o bucales, el método de muestreo
debe ser primero validado en el laboratorio para los grupos de pacientes previstos.
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Recogida de muestras simplificada y optimizada

Existe una gran demanda de recogida de muestras simplificada y optimizada para la deteccion de SARS-CoV-2. Se han
realizado estudios sobre hisopados orofaringeos e hisopados en fosas nasales combinados [116, 117], otros en hisopados
en cornete medio [118-120] o hisopados nasales anteriores [120, 121] o hisopados linguales [120] tomados por un
técnico adiestrado o por el propio paciente. Aunque algunos de los estudios muestran que estos métodos funcionan
razonablemente bien, los estudios se centran sobre todo en grupos de pacientes especificos y sus tamafios de muestra
son limitados. Antes de que se pueda recomendar una aplicacion generalizada de estos métodos alternativos, es necesario
realizar mas evaluaciones y validaciones a fin de determinar para qué indicaciones son apropiados estos métodos de
obtencion de muestras.

Hay casos particulares en los que la recogida de hisopados nasofaringeos y orofaringeos puede resultar problematica,
como la deteccion masiva en escuelas o residencias de ancianos, especialmente cuando se trata de personas mayores
con demencia o de nifios pequenos. En estas situaciones, los liquidos bucales pueden servir como muestra, ya que los
métodos de obtencion son menos invasivos y hay un menor riesgo de exposicion a otras personas que en el caso de la
recogida de muestras de las vias respiratorias superiores.

Los métodos de recogida de liquidos bucales son muy variados: desde la recogida de exudado de la cavidad orofaringea
posterior o de saliva por escupido o salivacion hasta la recogida de liquidos bucales mediante pipetas o esponjas
especiales. Otra posibilidad que se ha estudiado son los gargarismos con soluciones salinas. La sensibilidad de estas
muestras presenta un amplio rango de resultados en comparacion con las muestras nasofaringeas u orofaringeas [28, 49,
82, 83, 85-88, 122-125]. Dada la gran variedad de métodos de recogida y pasos de tratamiento de las muestras, los
laboratorios deben recopilar sus propios datos de rendimiento en relacion con el método local de recogida de muestras
y en la poblacion pertinente para las pruebas. En este momento, la OMS no recomienda el uso de saliva como unico tipo
de muestra para el diagndstico clinico de rutina. Si se pretende utilizar métodos de recoleccion de muestras no estandar
para diagnosticar otros patdogenos respiratorios, la deteccion de estos patdgenos debe formar parte necesariamente del
procedimiento de validacion.

Muestras fecales

A partir de la segunda semana desde la aparicion de los sintomas, se puede estudiar la posibilidad de realizar pruebas
de AAN en muestras fecales en aquellos casos en que las muestras de las vias respiratorias superiores e inferiores son
negativas pero se mantiene la sospecha clinica de COVID-19 [126]. Cuando se analicen muestras de heces, hay que
asegurarse de que el método de extraccion y la prueba de AAN previstos han sido validados para este tipo de muestra.

Muestras post mortem

Si la persona ha fallecido, puede realizarse un hisopado post mortem, una biopsia por puncioén con aguja o tomar
muestras de tejidos procedentes de la autopsia, incluido tejido pulmonar, para realizar mas pruebas patologicas y
microbiologicas [127-133].

Muestras de suero

Si las pruebas de AAN dan resultado negativo en un paciente respecto del que hay una firme sospecha de infeccion por
SARS-CoV-2, se pueden tomar muestras de suero emparejadas. Puede utilizarse una muestra obtenida en la fase aguda
y otra en la fase de convalecencia, de dos a cuatro semanas mas tarde, para determinar si se ha producido seroconversion
o un aumento en los titulos de anticuerpos. Esas dos muestras se pueden utilizar de manera retrospectiva para determinar
si la persona ha tenido COVID-19, especialmente cuando la infeccion no pudo ser detectada mediante pruebas de AAN.

En la figura 1 se presenta el algoritmo de diagnéstico para los casos que requieren atencion clinica y de los que se
sospecha que tienen COVID-19.
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Figura 1: Diagrama de flujo de diagnostico para la deteccion de la infeccion aguda por SARS-CoV-2 en personas con
sospecha clinica de COVID-19
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* Manejo clinico de la COVID-19 (Orientaciones provisionales), Organizaciéon Mundial de la Salud [99].

** En caso de que la deteccion de antigenos se incorporase al algoritmo de realizacion de pruebas, la forma de hacerlo dependera de la sensibilidad
y especificidad de la prueba del antigeno y de la prevalencia de la infeccion por el SARS-CoV-2 en la poblacion en la que esta previsto realizar
las pruebas. Para obtener mas informacion, consulte mas adelante la seccion «Pruebas de diagnoéstico rapido basadas en la deteccion de antigenosy
y las orientaciones especificas relativas a la deteccion de antigenos en el diagnostico de la infeccion por SARS-CoV-2 mediante inmunoensayos
rapidos [5].

*** La sospecha clinica sostenida puede basarse, por ejemplo, en la ausencia de otra etiologia evidente, la presencia de un vinculo epidemiologico
0 una observacion clinica compatible (por ejemplo, signos radiologicos tipicos).

****La seleccion del tipo de muestra dependera de la presentacion clinica; véase la seccion «Muestras que deben recogerse». Aumentar el nimero
de muestras analizadas también aumentara la sensibilidad de las pruebas para la COVID-19. Es posible que en algunas ocasiones se necesiten mas
de dos muestras para detectar el SARS-CoV-2 [73].

*****Para la interpretacion de los resultados serologicos, véase la seccion «Realizacion e interpretacion de las pruebas de anticuerpos en
el laboratorio clinico». Las pruebas seroldgicas no se pueden utilizar por si solas como medio de diagndstico para las infecciones agudas de SARS-
CoV-2 ni para el manejo clinico de los casos.
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Envasado y envio de muestras clinicas

Las muestras destinadas a la deteccion de virus deben llegar al laboratorio lo antes posible después de su obtencion. La
manipulacion correcta de las muestras durante el transporte y en el laboratorio es esencial. Para obtener orientacion a
este respecto, véase el anexo 1.

El transporte de muestras dentro de las fronteras nacionales debe realizarse de conformidad con la reglamentacion
nacional aplicable. El transporte internacional de muestras que puedan contener SARS-CoV-2 debe cumplir la
Reglamentacion Modelo de las Naciones Unidas, Sustancia Bioldgica, Categoria B (UN 3373), asi como toda otra
reglamentacion aplicable en funcion del modo de transporte.

Se puede encontrar mas informacion en la publicacion de la OMS Guia sobre la reglamentacion relativa al transporte de
sustancias infecciosas 2019-2020 [134] y en las directrices especificas en materia de bioseguridad en el laboratorio [3]
e instrucciones de envio [135] en relacion con el SARS-CoV-2.

Hay que mantener lineas de comunicacion abiertas y eficientes con el laboratorio y proporcionar toda la informacion
que solicite. Las muestras deben estar correctamente etiquetadas e ir acompanadas de un formulario de solicitud de
diagnostico (en el anexo 2 aparece un modelo de formulario de solicitud, incluida la informacion clinica minima
necesaria). Alertar al laboratorio antes de enviarle muestras y proporcionar la informacion basica esencial con la
solicitud de diagnostico permite tratar las muestras y comunicar los resultados de manera correcta y a tiempo.

Practicas de bioseguridad en el laboratorio

Los laboratorios que realicen pruebas para detectar el SARS-CoV-2 deben atenerse estrictamente a las practicas
apropiadas en materia de bioseguridad. Las pruebas en muestras clinicas que puedan contener SARS-CoV-2 deben ser
realizadas en laboratorios debidamente equipados por personal adiestrado en los procedimientos técnicos y de seguridad
pertinentes. Las directrices nacionales sobre bioseguridad en el laboratorio deben cumplirse en todas las circunstancias.
La manipulacién de muestras para pruebas moleculares mediante rRT-PCR estandar requiere un nivel de bioseguridad
(BSL) 2 o instalaciones equivalentes que utilicen una camara de seguridad bioldgica o un dispositivo de contencion
primaria que esté recomendado para la manipulacion de muestras antes de la inactivacion.

Los procedimientos que tengan por objeto aislar el virus en cultivos celulares requieren como minimo instalaciones de
nivel de bioseguridad 3 (BSL-3). Cuando se realicen cultivos virales en muestras clinicas que puedan ser positivas para
SARS-CoV-2 con otros fines, es necesario realizar una evaluacion del riesgo seguida de las medidas y los
procedimientos de seguridad exigidos [136].

Determinadas consideraciones de los requisitos de bioseguridad pueden permitir la realizacion fuera de una camara de
seguridad bioldgica de ciertos ensayos en el punto de atencion (POC) o en el entorno del paciente, una vez examinadas
las reglamentaciones locales, y después de proceder a una evaluacion del riesgo y de haber adoptado las medidas
adecuadas de mitigacion del riesgo. Para conocer mas detalles a este respecto, véanse las orientaciones provisionales
especificas sobre bioseguridad en el laboratorio [3]. Para obtener informacion general sobre las directrices de
bioseguridad en el laboratorio, véase el Manual de bioseguridad en el laboratorio de la OMS, 3. edicién (8).

Pruebas de deteccion del SARS-CoV-2

Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (AAN)

Siempre que sea posible, las presuntas infecciones activas por SARS-CoV-2 deben analizarse mediante pruebas de
amplificacion de acidos nucleicos (AAN), como la rRT-PCR. Los ensayos de amplificacion de acidos nucleicos deben
tener como diana el genoma del SARS-CoV-2. Puesto que hoy en dia no se tiene conocimiento de que el SARS-CoV-1
esté circulando a nivel mundial, también puede utilizarse como diana de los ensayos una secuencia especifica de los
sarbecovirus. En los ensayos comerciales, la interpretacion de los resultados debe hacerse con arreglo a las instrucciones
de uso. El diagnoéstico 6ptimo se consigue mediante un ensayo de AAN que tenga al menos dos dianas independientes
en el genoma del SARS-CoV-2; sin embargo, en aquellos lugares donde exista una transmision generalizada del virus,
puede adoptarse un algoritmo simple con una sola diana que permita la discriminacion. Cuando se realizan los ensayos
con una sola diana, se recomienda contar con una estrategia para detectar mutaciones que pudieran influir en los
resultados. Pueden consultarse mas detalles a este respecto la seccidon siguiente, «Informacion general sobre el
seguimiento de mutaciones en las regiones del cebador y de la sondax.
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Informacion general sobre el seguimiento de mutaciones en las regiones del cebador y de la sonda

A medida que el SARS-CoV-2 continta experimentando cambios genéticos a lo largo del tiempo, los desajustes de
emparejamiento entre los cebadores y/o las sondas y los sitios de union correspondientes en el genoma del virus pueden
reducir la sensibilidad de las pruebas de AAN. Cuando sea posible, debe hacerse un seguimiento de los desajustes de
cebadores y sondas causados por mutaciones del SARS-CoV-2 y evaluar sus repercusiones. Es posible reducir el riesgo de
obtener resultados falsos negativos analizando de forma sistematica todas las muestras con dos conjuntos diferentes de
cebadores/sondas que tengan como diana distintas regiones del genoma. Actualmente existen varios mecanismos que
permiten observar si hay mutaciones pertinentes, entre ellos las busquedas que realiza la GISAID (Iniciativa mundial para
intercambiar todos los datos sobre la gripe) y otras herramientas como PrimerCheck (Erasmus Medical Centre),
PrimerScan (Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades) y CoV-GLUE (COVID-19 UK
Genomics Consortium y MRC-University of Glasgow Centre for Virus Research). PrimerCheck y COV-GLUE permiten
a los investigadores aportar de forma confidencial sus propios datos sobre secuencias. No todas las mutaciones en las
regiones de union de cebadores o sondas dan lugar a cambios de importancia en los resultados. Las previsiones in silico de
la eficiencia de la union no bastan para cuantificar el efecto de un desajuste de emparejamiento en la sensibilidad de una
prueba de AAN, por lo que es fundamental realizar una comparacion experimental de la sensibilidad del ensayo para los
aislados de virus tanto de referencia como variantes. En los ensayos comerciales, es crucial seguir de cerca todo posible
incidente de funcionamiento por debajo del nivel optimo. Se informara al fabricante del ensayo y a la OMS de toda duda
que surja al utilizar un ensayo concreto.

Han aparecido muchos ensayos de rRT-PCR tanto internos como comerciales; varios de ellos han sido validados de
forma independiente [137-143]. En el anexo 3 se enumeran algunas consideraciones para seleccionar la prueba de AAN
mas adecuada para el laboratorio. Algunos de los sistemas de AAN son capaces de realizar las pruebas de forma
totalmente automatizada, integrando el procesamiento de las muestras con la capacidad de extraccion y amplificacion
de ARN y la presentacion de resultados. Estos sistemas dan acceso a las pruebas a muchos lugares donde la capacidad
de laboratorio es limitada, y ofrecen un tiempo de respuesta rapido cuando se utilizan para pruebas a la cabecera del
paciente. Los datos de validacion de algunos de estos ensayos ya estan disponibles [144]. En ciertos entornos, el personal
encargado de realizar las pruebas debe estar debidamente adiestrado, la eficacia debe evaluarse en esos entornos
concretos y se debe establecer un sistema de supervision de la calidad. Se estan elaborando o estan en fase de
comercializacion otros métodos de amplificacion/deteccion posiblemente utiles, como el CRISPR (dirigido a
repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas), tecnologias de amplificacion isotérmica
de acidos nucleicos (por ejemplo, amplificacion isotérmica mediada por bucle de transcripcion inversa (RT-LAMP)) y
ensayos de micromatrices moleculares [145-147]. Se alienta la validacion de los resultados analiticos y clinicos de estos
ensayos, la demostracion de su posible utilidad a nivel operacional, el intercambio rapido de datos, y la revision
regulatoria de emergencia de todas aquellas pruebas que puedan ser fabricadas y ofrezcan buenos resultados, con el fin
de aumentar el acceso a pruebas de deteccion del SARS-CoV-2.

Es preciso realizar una interpretacion cuidadosa de los resultados positivos débiles en las pruebas de AAN, ya que
algunos de los ensayos han demostrado producir sefiales falsas a valores altos de Ct (umbral de ciclos). Cuando los
resultados de la prueba no sean validos o sean dudosos, habra que tomar nuevas muestras del paciente y analizarlas de
nuevo. Si no se pueden obtener mas muestras del paciente, se extraera otra vez el ARN de las muestras iniciales y se
encargara a personal muy experimentado que lo someta de nuevo a la prueba. Los resultados pueden confirmarse
mediante una prueba de AAN alternativa o mediante secuenciacion de virus si la carga viral es lo bastante alta. Se insta
a los laboratorios a solicitar la confirmacidn de un laboratorio de referencia en caso de que aparezca cualquier resultado
inesperado.

Uno o mas resultados negativos no descartan necesariamente la infeccion por SARS-CoV-2 [40, 42, 58, 66-74]. Varios
factores pueden dar lugar a un resultado negativo en una persona infectada, entre ellos los siguientes:

- la calidad deficiente de la muestra, si contiene muy poco material del paciente;

- lamuestra fue recogida en una fase tardia de la enfermedad, o fue obtenida de un compartimento corporal que
no contenia el virus en ese momento;

- la muestra no fue manipulada o enviada en las condiciones apropiadas;
- razones técnicas implicitas en la prueba, por ejemplo, inhibicion de la PCR o mutacion del virus.

Para el manejo de casos sintomaticos, en la figura 1 se presenta una propuesta de algoritmo de pruebas.
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Alternativas a la extraccion de ARN

La mayoria de los flujos de trabajo de diagnostico molecular convencionales requieren la extraccion de ARN antes de
realizar una prueba de rRT-PCR. Sin embargo, la pandemia de COVID-19 ha provocado una escasez mundial de
equipos de extraccion comerciales. La rRT-PCR directa de hisopados nasofaringeos puede suponer una alternativa de
emergencia o provisional a la extraccion de ARN, pero las limitaciones respecto del volumen de entrada, asi como el
mayor riesgo de degradacion del ARN y de inhibicion de la PCR, pueden llevar a una pérdida de sensibilidad del
ensayo [ 148, 149]. El tratamiento térmico antes del procesamiento de la muestra puede afectar a la calidad del ARN
[149, 150]. Otros factores que pueden influir en la calidad del ARN y que deben evaluarse antes de recurrir a ellos son
la adicion de detergentes, los medios de transporte molecular, el volumen de la muestra utilizada y la enzima
polimerasa utilizada [148, 151-154]. También deben tenerse en cuenta las repercusiones en la bioseguridad que
pueden tener otros flujos de trabajo de extraccion. Los laboratorios que estén estudiando la posibilidad de adoptar
métodos alternativos que eviten la necesidad de extraccion de ARN deben validar sus protocolos a fondo y realizar
una evaluacion de riesgos que sopese los beneficios y riesgos, antes de integrar esos protocolos en un flujo de trabajo
de diagnostico.

Agrupacion de muestras para las pruebas de AAN

La agrupacion de muestras tomadas de varias personas puede incrementar la capacidad de diagnostico para detectar
SARS-CoV-2 cuando la tasa de realizacion de pruebas no llega a cubrir la demanda en algunos contextos [155-159].
Existen varias estrategias para agrupar muestras. Si el resultado del grupo de muestras es negativo, se considera que
todas las muestras tomadas individualmente son negativas. Si el grupo de muestras da resultado positivo, los pasos
ulteriores dependen de la estrategia adoptada, pero en general cada muestra debe someterse a pruebas por separado
(desconvolucion del grupo) a fin de determinar cuales son las positivas. Otra posibilidad es la agrupacion de muestras
por matrices. Esto significa que las agrupaciones se hacen por fila y por columna, y se analizan mediante PCR; la
posicion en la matriz identifica la muestra positiva sin realizar otras pruebas si la prevalencia es lo bastante baja.
Dependiendo de la solidez del método de la prueba por matrices en el contexto particular, quiza sea aconsejable volver
a analizar las muestras identificadas como positivas con el proposito de confirmar el resultado. La agrupacion de
muestras es una posibilidad en grupos de poblacion con una prevalencia prevista de infeccion por el SARS-CoV-2 baja
o muy baja, pero no si se trata de casos o cohortes con mas probabilidades de estar infectados por el SARS-CoV-2. No
se recomienda la agrupacion de muestras de diferentes personas como método de rutina ni en la atencion clinica ni con
fines de localizacion de contactos. Se han realizado estudios para determinar el nimero éptimo de muestras que pueden
agruparse y para disefar estrategias de agrupacion en diferentes escenarios de brotes [156, 160-162].

Antes de aplicar cualquier protocolo de agrupacion de muestras, es preciso validarlo en las poblaciones y los entornos
adecuados. Una estrategia de pruebas inapropiada puede dar lugar a que queden casos sin detectar u otros errores de
laboratorio que, a su vez, pueden influir negativamente en el manejo de los pacientes y en las medidas de control de
salud publica. Ademas, hay que tener presente el riesgo de contaminacion cruzada y el posible aumento de la
complejidad y el volumen de la carga de trabajo. Para una agrupacion de muestras fiable, es crucial contar con sistemas
de automatizacion adecuados (por ejemplo, sistemas robdticos, programas informaticos de apoyo a los algoritmos de
identificacion de muestras positivas, sistemas de informacion de laboratorio y programas de soporte intermedio que
puedan funcionar con muestras agrupadas).

Segun los datos actualmente disponibles, es posible proceder a la agrupacion intraindividual de muestras (multiples
muestras de una misma persona que se agrupan y analizan como una sola muestra) tomadas de las vias respiratorias
superiores. No se recomienda la agrupacion intraindividual de muestras de esputo y heces con muestras de las vias
respiratorias superiores porque las primeras pueden contener compuestos que inhiben la rRT-PCR.

Pruebas de diagnostico rapido basadas en la deteccion de antigenos

Se estan elaborando y comercializando pruebas de diagnostico rapido que detectan la presencia de proteinas virales
(antigenos) del SARS-CoV-2 en muestras de las vias respiratorias. La mayoria de ellas son inmunoensayos de flujo
lateral (LFI), que normalmente se realizan en 30 minutos. A diferencia de las pruebas de AAN, no se amplifica el
material que se pretende detectar, lo que hace que las pruebas de antigenos sean menos sensibles. Ademaés, pueden
producirse resultados falsamente positivos (que indican que una persona esta infectada cuando no lo estd) si los
anticuerpos de la tira de prueba también reconocen antigenos de virus distintos del SARS-CoV-2, como otros
coronavirus humanos.
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La sensibilidad de las distintas pruebas de diagndstico rapido en comparacion con la rRT-PCR en muestras de las vias
respiratorias superiores (hisopados nasofaringeos) parece ser muy variable [144, 163-165]; en cambio, se informa
sistematicamente de que la especificidad es alta. Por ahora, los datos sobre la eficacia de las pruebas de antigenos en el
entorno clinico son limitados: se recomienda realizar validaciones emparejadas de pruebas de AAN y pruebas del
antigeno en estudios clinicos con el fin de determinar cuales de las pruebas de deteccion de antigenos que se estan
elaborando o que ya se han comercializado muestran resultados aceptables en estudios de campo representativos.
Cuando los resultados sean aceptables, se podrian incluir pruebas de diagnostico rapido de antigenos en un algoritmo
de diagndstico con el fin de reducir el numero de pruebas moleculares que es preciso realizar y para contribuir a una
rapida identificacion y gestion de los casos de COVID-19. La forma en que la deteccion de antigenos se incorporaria al
algoritmo de pruebas depende de la sensibilidad y la especificidad de la prueba de antigenos y de la prevalencia de la
infeccion por el SARS-CoV-2 en la poblacion de prueba prevista. Las cargas virales mas altas estan asociadas a mejores
rendimientos de la prueba de antigenos; esto permite prever que el rendimiento de la prueba sera optimo en torno a la
aparicion de los sintomas y en la fase inicial de la infeccion por el SARS-CoV-2. Para obtener orientacion especifica
sobre las pruebas de deteccion de antigenos, véanse las orientaciones provisionales de la OMS sobre la deteccion de
antigenos en el diagnostico de la infeccidon por SARS-CoV-2 mediante inmunoensayos rapidos [5].

Pruebas de anticuerpos

Los ensayos seroldgicos que detectan los anticuerpos producidos por el organismo humano en respuesta a la infeccion
por el SARS-CoV-2 pueden ser ttiles en diversas circunstancias.

Por ejemplo, los estudios de serovigilancia pueden utilizarse para apoyar la investigacion de un brote en curso y para
respaldar la evaluacion retrospectiva de la tasa de ataque o el tamafio de un brote [9]. Dado que el SARS-CoV-2 es un
patogeno nuevo, todavia no se conocen a fondo las respuestas inmunitarias a que da lugar, de modo que las pruebas de
deteccion de anticuerpos deben utilizarse con cautela; no deben emplearse para determinar infecciones agudas.

Los ensayos no cuantitativos (por ejemplo, los ensayos de flujo lateral) no pueden detectar un aumento de los titulos de
anticuerpos, a diferencia de los ensayos (semi)cuantitativos o cuantitativos. Los ensayos de deteccion de anticuerpos de
flujo lateral (u otros ensayos no cuantitativos) no se recomiendan actualmente para el diagnostico agudo y el tratamiento
clinico, y se esta estudiando su funcion en las encuestas epidemiologicas. Para obtener mas informacion sobre la utilidad
de las pruebas de inmunodiagndstico rapido, puede consultarse el informe cientifico de la OMS con orientaciones sobre
las pruebas especificas de inmunodiagnéstico del SARS-CoV-2 en el punto de atencion [4].

Las pruebas serologicas no deben utilizarse por si solas como medio de diagnostico para identificar casos agudos en la
atencion clinica o con fines de localizacion de contactos. Las interpretaciones deben ser realizadas por un experto y
dependen de varios factores, entre ellos el momento de la enfermedad, la morbilidad clinica, la epidemiologia y la
prevalencia en el entorno, el tipo de prueba utilizada, el método de validacion y la fiabilidad de los resultados.

Se ha observado que la seroconversion (aparicion de una respuesta de anticuerpos mensurable a raiz de la infeccion) es
mas fuerte y rapida en los pacientes graves que en los que tienen sintomas mas leves o infecciones asintomaticas. En
una parte de los pacientes se han detectado anticuerpos ya al final de la primera semana de la enfermedad, pero también
se ha observado que los anticuerpos pueden tardar semanas en aparecer en pacientes con infeccion subclinica o leve [37,
166-173]. Un diagnostico fiable de la infeccion por COVID-19 basado en la respuesta de anticuerpos de los pacientes a
menudo solo sera posible en la fase de recuperacion, cuando ya habran pasado las oportunidades de intervencion clinica
o de interrupcion de la transmision de la enfermedad. Por lo tanto, las pruebas serologicas no son adecuadas como
sustituto de los ensayos virologicos a la hora de orientar las actividades de localizacion de contactos o la gestion clinica.
El tiempo de persistencia de los anticuerpos generados en respuesta al SARS-CoV-2 sigue siendo objeto de estudio [49,
174]. Ademas, la presencia de anticuerpos que se unen al SARS-CoV-2 no garantiza que sean anticuerpos neutralizantes,
ni que ofrezcan inmunidad protectora.

Pruebas serolégicas disponibles para la deteccion de anticuerpos

Ya se dispone de pruebas comerciales y no comerciales que miden los anticuerpos aglutinantes (inmunoglobulinas
totales (Ig), IgG, IgM, y/o IgA en diferentes combinaciones) utilizando diversas técnicas, entre ellas el inmunoensayo
de flujo lateral (IFL), el ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) y el inmunoensayo de quimioluminiscencia
(CLIA). Se han publicado varias validaciones y revisiones sistematicas de estos ensayos [170, 171, 173, 175-177]. Los
resultados de los ensayos serologicos varian ampliamente entre unos y otros grupos de pruebas (como entre pacientes
con enfermedad leve y pacientes con enfermedad moderada a grave, o en pacientes jovenes frente a pacientes de edad),
el momento en que se realiza la prueba y la proteina viral objetivo. Sera preciso estudiar mas a fondo esas variaciones
en los resultados de los ensayos. En las pruebas de deteccion de anticuerpos para el coronavirus también pueden
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producirse reacciones cruzadas con otros agentes patdgenos, entre ellos otros coronavirus humanos [167, 178-180], o
con afecciones preexistentes (por ejemplo, embarazo, enfermedades autoinmunes) y asi obtenerse resultados falsamente
positivos.

Se considera que los ensayos de neutralizacion de virus son la prueba de referencia para detectar la presencia de
anticuerpos funcionales. Estos ensayos requieren personal altamente calificado e instalaciones apropiadas para el cultivo
en condiciones BSL-3 y, por consiguiente, no son adecuados para utilizarlos en el diagnostico de rutina.

Realizacion e interpretacion de las pruebas de anticuerpos en el laboratorio clinico

Cuando se realizan ensayos serologicos en el laboratorio clinico, es aconsejable proceder a la validacion o verificacion
interna de los ensayos concretos. Aunque se haya autorizado la utilizacion de ensayos comerciales en casos de
emergencia, sigue siendo necesaria la verificacion interna (o, si asi lo exigen las autoridades locales, una validacion).
Ya se dispone de protocolos y ejemplos con sugerencias sobre la forma de hacerlo [170, 171, 181].

Cada prueba serologica es diferente. En lo que respecta a las pruebas comerciales, deben seguirse las instrucciones de
uso del fabricante. Los estudios muestran que varios ensayos comerciales que miden la Ig total o la IgG han dado
resultados adecuados. La mayoria de estos estudios no muestran ninguna ventaja de la IgM sobre la IgG, ya que la
primera no aparece mucho antes que la segunda [173]. No se ha determinado el papel afiadido del analisis de IgA en las
pruebas diagnoésticas de rutina. Para confirmar una infeccion reciente, los sueros de las fases aguda y de convalecencia
deben someterse a un ensayo (semi)cuantitativo o cuantitativo validado. La primera muestra debe recogerse durante la
fase aguda de la enfermedad, y la segunda muestra al menos 14 dias después de la primera. Los niveles maximos de
anticuerpos suelen producirse en la tercera o cuarta semana después de la aparicion de los sintomas. La seroconversion
o el aumento de los titulos de anticuerpos en muestras de suero emparejadas ayudara a confirmar si la infeccion es
reciente o aguda. Si la muestra inicial es positiva, este resultado podria deberse a una infeccion pasada que no guarde
relacion con la enfermedad en curso.

Se ha documentado el primer caso conocido de reinfeccion por el SARS-CoV-2 [182]. Por ahora se dispone de
informacion limitada sobre la interpretacion de las pruebas de anticuerpos contra SARS-CoV-2 tras una infeccion
anterior por el virus, asi como sobre la dindmica de la serologia del SARS-CoV-2 si se produce una infeccion posterior
con otro coronavirus. En estos dos conjuntos de circunstancias, la interpretacion de los datos seroldgicos puede resultar
sumamente dificil.

Aislamiento del virus

No se recomienda aislar el virus como procedimiento de diagnostico de rutina. Todos los procedimientos que entrafien
el aislamiento del virus en cultivo celular requieren personal adiestrado e instalaciones de nivel BSL-3. Se debe realizar
una evaluacion detallada del riesgo cuando se cultiven muestras de posibles pacientes de SARS-CoV-2 para detectar
otros virus respiratorios, ya que se ha demostrado que el SARS-CoV-2 puede proliferar en diversas lineas celulares
[183].

Secuenciacion genémica del SARS-CoV-2

La secuenciacion genomica del SARS-CoV-2 puede servir para investigar la dinamica del brote, incluidos los cambios
en la extension de una epidemia a lo largo del tiempo, su propagacion espacio-temporal y el ensayo de hipdtesis acerca
de las vias de transmision. Ademas, las secuencias gendmicas pueden utilizarse para decidir qué ensayos de diagndstico,
farmacos y vacunas pueden ser candidatos adecuados para investigaciones ulteriores. Por consiguiente, el analisis
genomico del virus SARS-CoV-2 puede complementar, mejorar y apoyar las estrategias encaminadas a reducir la carga
de morbilidad de la COVID-19. Sin embargo, dado que la labor necesaria para la secuenciacion gendmica puede entranar
un costo y un volumen de trabajo elevados, los laboratorios deben prever con cierta claridad qué beneficios conllevara
ese esfuerzo y qué se requiere para lograr que los datos de secuencia gendmica obtenidos tengan la maxima utilidad.
Actualmente se estan elaborando orientaciones de la OMS sobre la secuenciacion genomica del SARS-CoV-2.

Garantia de la calidad

Antes de que ingresen en el laboratorio un nuevo método de prueba, un nuevo ensayo, nuevos lotes de materiales o un
nuevo técnico de PCR, es preciso llevar a cabo una validacion o verificacion, para asegurar que el sistema de ensayo
del laboratorio funcione adecuadamente.
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Para los sistemas de PCR manual, cada muestra destinada a la AAN debe incluir controles internos y, en condiciones
ideales, un control de la recogida de muestras (diana de genes humanos). Ademas, se recomienda aplicar controles
externos en cada tanda de la prueba. Los laboratorios que encargan en el exterior sus propios cebadores y sondas deben
someterlos a pruebas de entrada o validacion en las que se examinen la funcionalidad y los posibles contaminantes [ 184].

Se alienta a los laboratorios a que definan los umbrales de deteccion de los ensayos que realizan; el personal superior
debe reconocer la forma en que la prevalencia de la enfermedad altera el valor de prediccion de los resultados de sus
ensayos. Cuando el ntimero de casos se reduzca, el valor predictivo positivo disminuira, por lo que la interpretacion de
las pruebas debe seguir formando parte de un riguroso plan de garantia de la calidad, cuya interpretacion esté basada en
el momento de la obtencion de la muestra, el tipo de muestra, las caracteristicas especificas de la prueba, los datos
clinicos y los datos epidemioldgicos.

Los laboratorios deben poner en marcha medidas para reducir la posibilidad de que se obtengan resultados falsamente
positivos en la rRT-PCR y contar con una estrategia para la gestion de resultados no concluyentes. En el anexo 4 se
presenta una lista de verificacion.

En general, los laboratorios deben contar con un sistema de garantia de calidad y conviene que participen en planes de
evaluacion externa de la calidad o realicen comparaciones entre laboratorios de resultados de un subconjunto de
muestras.

La OMS ya ha aconsejado en ocasiones anteriores a los laboratorios nacionales que garanticen la calidad de sus
resultados mediante la confirmacién de los resultados de las pruebas de las primeras 5 muestras positivas y las
10 primeras muestras negativas (recogidas de pacientes que se ajustan a la definicion de caso) remitiéndolas a uno de
los laboratorios de referencia de la OMS que realizan pruebas de confirmacion del SARS-CoV-2. La OMS presto apoyo
a laboratorios nacionales para facilitar el envio de muestras a uno de los laboratorios de referencia especializados. Para
obtener mas informacion, consulte en el sitio web de la OMS la lista de laboratorios de referencia [185] y las
instrucciones de envio [135]. El fortalecimiento de los laboratorios nacionales de referencia y el creciente acceso a los
planes de evaluacion externa de la calidad para el SARS-CoV-2 reducen la necesidad de utilizar este mecanismo. Si en
un pais no se dispone todavia de pruebas para detectar el SARS-CoV-2, se procurara establecer una capacidad nacional
a esos efectos.

Notificacidn de casos y de resultados de las pruebas

La comunicacion rapida de los resultados de las pruebas es importante para la planificacion y el disefio de las
intervenciones de salud publica y de control de brotes. Los laboratorios deben cumplir los requisitos nacionales en
materia de notificacion. Todos los resultados de las pruebas, ya sean positivos o negativos, deben ser comunicados de
forma inmediata a las autoridades nacionales. Se recuerda a los Estados Partes en el Reglamento Sanitario Internacional
su obligacion de compartir con la OMS la informacion de salud publica pertinente en relacion con los eventos que deben
notificar a la Organizacion, utilizando el instrumento de decision que figura en el anexo 2 del RSI (2005) [186].

La interaccion regular entre expertos en salud publica, médicos y expertos de los laboratorios locales para debatir sobre
las estrategias, los posibles problemas y las soluciones, debe considerarse parte fundamental de una respuesta adecuada
a la COVID-19. Esta respuesta incluye la elaboracion de orientaciones y de protocolos de estudio (clinicos,
epidemiologicos y de ensayo).

La rapidez en el plazo de obtencion de los resultados de las pruebas puede, a su vez, repercutir positivamente en el brote
[187, 188]. Se necesitan mas estudios para determinar con mayor precision el tiempo maximo aceptable entre el inicio
de los sintomas y el resultado de las pruebas para que se observe un impacto en la gestion clinica y el control de los
brotes; actualmente se considera razonable un maximo de 24 horas en la mayoria de los contextos. Como los laboratorios
muchas veces solo pueden controlar el tiempo que transcurre entre la llegada de la muestra y el resultado de la prueba,
es fundamental velar por que las muestras lleguen al laboratorio sin demora.

Métodos

El presente documento se elabor6 en consulta con miembros de la red de expertos de laboratorios del SARS-CoV-2.
Los expertos de la red cumplimentaron un acuerdo de confidencialidad y una declaracion de intereses. Se examinaron
los formularios de declaracion de intereses y no se observaron conflictos relacionados con el apoyo a este documento
de orientacion. En el presente documento se han consultado las orientaciones pertinentes de la OMS [136, 185, 189-
194]. Esta es la sexta edicion (version 2020.6) y fue inicialmente adaptada a partir de Pruebas de laboratorio para
detectar el coronavirus causante del sindrome respiratorio de Oriente Medio [189].
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Anexo 1: Recogida y conservacion de muestras

Tipo de muestra

Materiales recogidos

Temperatura recomendada para la
conservacion y/o el envio al
laboratorio y hasta la realizacion de
la prueba (desde la fecha de
recogida de la muestra)”

Hisopado nasofaringeo y
orofaringeo

Hisopos floculados de dacrén
o poliéster con medio de
transporte de virus (MTV)*

2-8 °C si <12 dias*
-70 °C (hielo seco) si > 12 dias

Lavado broncoalveolar

Recipiente estéril con MTV **

2-8 °C si =12 dias*
-70 °C (hielo seco) si > 2 dias

Aspirado (endo)traqueal,
aspirado o lavado
nasofaringeo o nasal

Recipiente estéril con MTV **

2-8 °C si <2 dias*
-70 °C (hielo seco) si > 2 dias

Esputo

Recipiente estéril

2-8 °C si £ 2 dias*
-70 °C (hielo seco) si > 2 dias

Tejidos de biopsia o
autopsia, en particular
pulmonares

Recipiente estéril con
solucion salina o MTV

2-8 °C si < 24 horas*
-70 °C (hielo seco) si > 24 horas

Suero

Tubos separadores de suero
(en adultos: obtener 3-5 ml de
sangre entera)

2-8 °C si < 5 dias
-70 °C (hielo seco) si > 5 dias

Sangre entera

Tubo de recogida

2-8 °C si < 5 dias
-70 °C (hielo seco) si > 5 dias

Heces

Recipiente para heces

2-8 °C si < 5 dias
-70 °C (hielo seco) si > 5 dias

#Hay que evitar la congelacion y descongelacion repetidas de las muestras. Si no puede llegarse a -70 °C, puede conservarse a -20 °C.

* Al transportar las muestras para la deteccion de virus, utilizar de preferencia MTV que contengan suplementos antifingicos y antibioticos. Si no se dispone de
MTV, pueden utilizarse otras soluciones que hayan sido sometidas a validacién. Puede ser solucion salina tamponada con fosfato (PBS), solucion salina estéril al
0,9%, medio esencial minimo (con almacenamiento a +4 °C hasta 7 a 14 dias) [195-197]. En caso de que también haya que detectar otros virus como el de la gripe,
no se almacenaran las muestras durante mas de 5 dias a 4-8 °C, sino a -70 °C o en hielo seco [194].

** Si no se dispone de MTV, puede utilizarse solucion salina estéril [198]. La duracion de la conservacion de las muestras a 2-8 °C puede ser diferente de lo
indicado anteriormente.

Ademas de los materiales concretos que se indican en el cuadro, es preciso asegurar que se dispone de otros materiales y equipos: por ejemplo, recipientes de
transporte y bolsas y embalajes/envases para la recogida de muestras; neveras y bolsas de conservacion en frio o hielo seco; equipo estéril para la extraccion de
sangre (por ejemplo, agujas, jeringas y tubos); etiquetas y rotuladores permanentes; EPP; materiales para la descontaminacion de superficies, entre otros.
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Anexo 2: Formulario de solicitud de pruebas de laboratorio
FORMULARIO DE SOLICITUD DE PRUEBAS DE LABORATORIO para SARS-CoV-2*

Informacion del remitente

NOMBRE DEL HOSPITAL, LABORATORIO, u OTRO
ESTABLECIMIENTO*

Médico
Direccion
Numero de teléfono
Definicion de caso:> [ Caso presunto [ Caso probable O Otro:
Informacion del paciente
Nombre Apellido
Numero de Fecha de Edad
identificacion del nacimiento
paciente
Direccion Sexo J Hombre [ Mujer [ Se
desconoce
Numero de teléfono
Informacion de la muestra
Tipo [ Hisopado nasofaringeo y orofaringeo [J Lavado broncoalveolar I Aspirado endotraqueal O

Aspirado nasofaringeo [ Lavado nasal [ Esputo [ Tejido pulmonar [ Suero [ Sangre entera [
Heces [ Otros: ....
Todas las muestras recogidas se consideraran potencialmente infecciosas; es obligatorio ponerse en
contacto con el laboratorio de referencia antes de enviarles muestras.
Todas las muestras han de ser enviadas con arreglo a los requisitos de transporte de materiales de la
categoria B.

Por favor, marque la casilla si su muestra clinica es post mortem [1
Fecha de recogida Fecha de recogida
Grado de prioridad
Detalles clinicos
Fecha de aparicion
de los sintomas:

éHa viajado el paciente asi Pais
recientemente a una zona afectada? 1 No Fecha de regreso
éHa tenido contacto el paciente con un caso O Si O No O Se desconoce [ Otra exposicidn:

confirmado?

Otras observaciones
(por ejemplo,
tratamiento
antimicrobiano,
inmunosupresores)

1 Formulario acorde con la norma I1SO 15189:2012.
2 Vigilancia de salud publica en relacion con la COVID-19: orientaciones provisionales.
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Anexo 3: Consideraciones al seleccionar la prueba de AAN dptima para el contexto de utilizacién

Aspecto

Consideraciones

Calidad de fabricacion

CE-IVD, OMS EUL, PQ, EU-FDA u otra autorizacion. Datos de validacion
independientes. Fabricado con arreglo a la ISO.

Dianas NUmero de dianas, especificidad para el SARS-CoV-2 u otros sarbecovirus.
Para las pruebas manuales de la NAAT, se debe incluir un control positivo del molde y al
menos un control negativo del molde (NTC). También se recomienda utilizar un control
Controles o . . .
de extraccion y un control interno de la idoneidad de la muestra con genes humanos de
mantenimiento.
¢ Es el ensayo compatible con los sistemas disponibles en el laboratorio o en el pais?
Facilidad de uso y utilidad operacional
Instrumental

Oportunidad de hacer PCR mdltiples con otros patdgenos respiratorios.
Calculo de costo de la plataforma y el mantenimiento
Facilidad de acceso al proveedor de mantenimiento/solucion de problemas.

Flujo de trabajo

¢ Puede incorporarse la prueba al flujo de trabajo existente del laboratorio, asegurando al
tiempo una minima perturbacién de otros procesos de diagnéstico?

Facilidad de uso

Complejidad del ensayo
NUmero de pasos
Adiestramiento y personal necesarios

Requisitos de conservacion y envio

Muchas pruebas requieren condiciones de cadena de frio durante el envio y la
conservacion, lo que en algunas circunstancias puede suponer una dificultad. Algunas
pruebas contienen enzimas liofilizadas que no requieren el envio del equipo ni, en
ocasiones, conservacion en frio.

Tiempo de conservacion: A fin de estar preparados para periodos mas intensos de
realizacion de pruebas, quiz4 sea necesario mantener reservas, que habran de tener
mayor tiempo de conservacion para velar por un uso adecuado de los recursos.

Necesidades de capacitacion y acceso

Se dispone de instrucciones de uso (IFU), capacitacion por parte de la empresa u otros,
medios para la solucion de problemas y hay un teléfono de ayuda accesible en el idioma
local.

Necesidad de reactivos auxiliares

El kit completo de muestreo/extraccion/amplificacion o el kit de PCR requiere reactivos o
instrumentos adicionales.

Compatibilidad con el método de extraccion de los laboratorios.
Compatibilidad con polimerasas asequibles en caso necesario.
Material especial necesario (por ejemplo, un panel de calibracion antes de realizar la

prueba, plataformas de extraccion, bloque térmico, agitador vértex, soporte magnético o
centrifugadora).

Continuidad del suministro

Acuerdo de suministro a largo plazo
Rutas de entrega seguras en caso de que se impongan confinamientos

Costos de los ensayos y reactivos auxiliares.
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Anexo 4: Sugerencias para la lista de verificacion con el fin de reducir los posibles casos de falsos
positivos de la rRT-PCR y gestion de resultados no concluyentes

Los laboratorios deben haber establecido un procedimiento operativo normalizado para reducir los posibles resultados falsos
positivos de la rRT-PCR y para gestionar los resultados no concluyentes. La presente lista de verificacion ofrece a los laboratorios
sugerencias y consideraciones. La lista de verificacion se ha formulado para rRT-PCRs manuales, pero muchos aspectos también
pueden ser aplicarse a otras pruebas de AAN.

ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

U Eliminar o reducir la transcripcion

O  Si se transcribe, método de comprobacion

U Clasificacion, distribucion de alicuotas y rotulacion
U Identificadores dobles

U Registro de resultados

CONTAMINACION CRUZADA

O

Zona de preparacion

Manipulacion de los tubos

Generacion de aerosoles

Concentracion de acido nucleico y configuracion de la extraccion
Formato y pasos de la PCR

Comprobacion de otros positivos en la misma tanda

Ambiental

Reactivos contaminados

o 0000 00@O

Eliminacion
EQUIPO y KITS DE PRUEBA

O  Método de calibracion
U Equipo validado para el kit de prueba

U Evaluar el riesgo de contaminacion del nuevo equipo
PRACTICA

Para la deteccion masiva, separar los grupos de alta prevalencia de los de baja prevalencia.
Inspeccion visual de la tanda de prueba

Analitico - examen de los datos brutos

0000

Ampliar la tanda cuando sea necesario para el Ct tardio
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RESULTADOS NO CONCLUYENTES

U Seguir las instrucciones del fabricante

Politica del laboratorio en caso de resultados no concluyentes

Otros criterios del laboratorio en relacion con la categoria de resultados no concluyentes
Comunicacién de la interpretacion a los usuarios

Criterios para la repeticion de pruebas, en su caso

Uso de otra prueba u otro segmento diana de la PCR

O 0000 0o0

Comunicacion con el personal clinico y de salud publica
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