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EDITORIAL

Pruebas de diagnéstico para detectar la COVID-19:
una metodologia hibrida
Diagnostic tests for COVID-19 detection: A hybrid methodology
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El diagndstico clinico es un requisito para iniciar un
tratamiento adecuado en la practica médica diaria. La
implementacion del tratamiento es variada: observar,
prescribir medicamentos, iniciar procedimientos qui-
rurgicos, profilaxis para futuras complicaciones, pre-
vencion de combinacion inadecuada de medicamentos
y, en estos tiempos, aislamiento u hospitalizacion de
pacientes con enfermedad por coronavirus 2019
(COVID-19).

El coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agu-
do grave (SARS-CoV-2) es un tipo de coronavirus
humano de origen zoondtico formado por ARN mono-
catenario, y es el agente causal de la pandemia actual
de COVID-19. El espectro de la enfermedad es am-
plio: puede ser asintomatica, producir sintomas leves
o provocar enfermedad respiratoria aguda o neumo-
nia grave. Actualmente no hay ningun tratamiento
especifico ni vacuna aprobados oficialmente.

Si se detecta la presencia del virus de la COVID-19
en personas asintomaticas se las podria aislar y con
ello posiblemente evitar la expansién de la enferme-
dad hacia personas con alto riesgo de complicacio-
nes, como pudieran ser los adultos mayores y aquellas
con deficiencias inmunitarias. Es de notar que estos
son los grupos mas atacados por la influenza esta-
cional, lo que contrasta con la pandemia de A H1N1
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en 2009, que afectd en forma grave a personas me-
nores de 65 afios y sin complicaciones'.

Para definir la exactitud diagndstica de las pruebas
de deteccion se debe conocer la epidemiologia de la
enfermedad. Los reportes en la red de internet, como
la pagina de seguimiento de COVID-19 del John Hop-
kins Coronavirus Resource Center?, indican que para
el 16 de mayo de 2012 se habian registrado en México
45,032 casos confirmados, y de ellos, 4767 muertes.
Hay que considerar que existe retraso en llevar los
datos desde un hospital hasta la red electrénica. La
tasa de casos-fatalidad la calcularon en un 10.6%,
cifra que contrasta con el 4.1% de California, el 6.7%
de Boston o el 7.9% de Nueva York?.

Revisando el monitoreo nacional de COVID-19 del
Instituto de Investigaciones Geoldgicas y Atmosféri-
cas* la estimacion del modelo centinela es de 394,257
casos, de los cuales se han confirmado 51,229 y han
fallecido 5,703 personas (el dia 17 de mayo de lo re-
portado por John Hopkins). Obtuvimos el dato de
163,691 personas que se han realizado alguna prue-
ba en México®. También se cuenta con informacion
de otros paises, y en Estados concretos donde vive
un alto porcentaje de mexicoamericanos, como Texas,
se han realizado 678,471 pruebas, de las cuales
46,999 son casos positivos, y ademas se informa de
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Figura 1. Nomograma de Fagan para calcular las probabilidades antes y después de la prueba. Datos de Texas. A: la probabilidad es de 0.069
antes de la prueba y se considera una sensibilidad de 0.97 y una especificidad de 0.999. B: la probabilidad preprueba en México de presentar
COVID-19 es de 0.3, con las mismas sensibilidad y especificidad diagndsticas. La linea diagonal superior del nomograma es la LR+ y la inferior
es la LR-. La probabilidad posprueba se muestra con su intervalo de confianza del IC95%. (Diagnostic test calculator, version 2010042101:

http://araw.mede.uic.edu/cgi-bin/testcalc.pl).

fatalidad en 1,305 casos. La moda de edad de los
enfermos se encuentra entre los 40 y 49 afos, pero
la mayor fatalidad ocurre en las personas mayores de
80 afios, aunque afecta a todas las edades en menor
proporcion.

De manera aproximada, en Texas, el 6.9% de las
personas a las que se ha realizado una prueba han
resultado positivas, y se ha reportado que el 2.8% de
las personas infectadas han fallecido. Todavia estos
calculos son muy imprecisos, pero pueden ser utiles
a pesar de no saber cudles fueron la sintomatologia
y las circunstancias en que se indicaron las pruebas
diagndsticas.

¢Para qué sirven todos estos numeros? Ayudan a
calcular la probabilidad preprueba. En Texas se hacen
pruebas a pacientes sospechosos, pero también las
hacen laboratorios privados que reportan la casuisti-
ca al Estado. Entonces, la probabilidad de padecer
COVID-19 antes de la prueba es de 0.069, y conside-
rando que la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR) tiene una sensibilidad del 97%
y una especificidad del 100% no significa que sea
100% el diagndstico correcto. Se pueden calcular la
razon de verosimilitud positiva [LR+ = sensibilidad /

(1 - especificidad)] y la razén de verosimilitud negativa
[LR- = (1 - sensibilidad) / especificidad]. Si conside-
ramos en forma razonable que la especificidad es de
0.999, en cada muestra de 100,000 individuos tendre-
mos 6,900 enfermos, de los cuales 207 seran falsos
negativos, y del resto, 93,100 personas sin infeccion,
tendremos 93 falsos positivos (calculados con el no-
mograma de Fagan®, panel izquierdo de la figura 1).
Estos falsos positivos pueden corresponder a proble-
mas técnicos, contaminacion o presencia de restos
del virus en la mucosa. Se han reportado pruebas
positivas en personas que tenian antecedente de ser
casos positivos para COVID-19 y tuvieron una «rein-
feccion». Sin embargo, hasta la fecha no se ha de-
mostrado que estos individuos tuvieran capacidad
para infectar®, y tampoco se ha podido obtener rein-
feccion en modelos de primates no humanos’.

Acotar quién debe hacerse una prueba
para la COVID-19

La anamnesis de sintomas como fiebre, tos o difi-
cultad ligera para respirar, y el contacto cercano con
una persona que se sabe que tiene COVID-19 o ha
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viajado recientemente desde un drea contaminada,
son indicacion para permanecer en casa y consultar
la atenciéon médica. Los pacientes mayores y las per-
sonas que tienen afecciones médicas subyacentes
graves o estan inmunocomprometidos deben comuni-
carse con su proveedor de atencién médica de forma
inmediata, incluso si los sintomas son leves. Si alguna
persona tiene sintomas graves, como dolor o presion
persistentes en el pecho, confusién, disminucion de la
lucidez, incapacidad para despertar o labios azulados,
inmediatamente hay que comunicarse y acudir a una
clinica o sala de emergencias de algun hospital y bus-
car atencion médica. El personal de salud capacitado
determinard si debe hacerse una prueba diagndstica
de confirmacién, y en tal caso tomard una muestra
nasal con hisopo largo o también de saliva (esputo)
para realizar un andlisis de laboratorio.

Si las pruebas se hacen en pacientes con las ca-
racteristicas descritas, aumenta la probabilidad pre-
prueba. Aceptemos que la probabilidad de tener
COVID-19 si se indica la prueba en México es de 0.31
(4.5 veces mayor que lo calculado en Texas), y con-
sideremos que solo se hace cuando es un caso con
mucha sospecha; de esta forma, manteniendo la uti-
lidad diagndstica que calculamos en Texas, de cada
100,000 individuos con la prueba tendriamos 30,000
enfermos, y de ellos, 900 falsos negativos. En cuanto
a los 70,000 negativos, podriamos tener solo 70 fal-
sos positivos. La probabilidad de tener COVID-19 si
la prueba fuera positiva es del 99.9% (Fig. 1 B).

Plataformas moleculares para diagnosticar
especificamente la COVID-19

La PCR es una técnica molecular que permite hacer
copias de una determinada region de ADN in vitro. La
PCR depende de una enzima (ADN polimerasa) ter-
moestable, la Taq polimerasa, y requiere cebadores
(o iniciadores) de ADN disefiados especificamente
para la regiéon de ADN de interés. Los resultados se
obtienen en algunas horas y tiene suficiente especi-
ficidad para diferenciar el virus de la COVID-19 de
otros virus con sintomas similares®.

La técnica de PCR brinda tres caracteristicas utiles
en situaciones de pandemia: es especifica, puede
diferenciar entre dos microorganismos muy cercanos
evolutivamente; es sensible, detecta cantidades de
hasta 15 copias e incluso menos del material genético
viral; y finalmente es una técnica anticipada, es decir,
se puede detectar el virus en las primeras fases de
las complicaciones respiratorias. Sin embargo, surge

la necesidad de considerar alternativas de diagndstico
mas rapido ante la probabilidad de aparicion de va-
riantes genéticas en la evolucion del virus.

Plataformas seroldgicas para diagndstico
rapido de la COVID-19

Considerando los «pormenores técnicos» que con-
lleva la técnica de PCR, actualmente se cuenta con
pruebas de diagnostico rapido en una gota de sangre
de un dedo. Estas permiten conocer en menos de 10
minutos si una persona esta o no infectada. Las prue-
bas rapidas seroldgicas miden el desarrollo de inmu-
noglobulinas (Ig) como las de clase IgM, que son los
primeros anticuerpos que se forman ante la infeccion;
su concentracion no es muy alta y tienen corta dura-
cion, por lo que su deteccidn indica infeccién aguda.
Una excepcion es que la IgM puede medir la actividad
de una enfermedad en estadios crénicos (como en la
hepatitis B).

Los anticuerpos especificos de clase IgG son los
que mas abundan en nuestro cuerpo, pero pueden
tardar un tiempo en formarse después de una infec-
cién o vacunacion. La concentracion de IgG aumenta
hasta alcanzar, entre 3 y 6 semanas después de la
infeccién, una meseta que muy lentamente descien-
de. Su persistencia suele ser prolongada, mucho mas
alla de la curaciéon del enfermo, y en ocasiones es
detectable durante toda la vida.

La deteccion de IgM especifica a unas concentra-
ciones determinadas, dada la brevedad de su dura-
cién, nos faculta para realizar un «probable»
diagnédstico de infecciéon aguda. Por otra parte, la
observacion de un incremento en la concentracion de
IgG especifica en dos muestras separadas en el tiem-
po (una en fase aguda y otra en fase convaleciente,
habitualmente 2 semanas) indica la presencia de un
estimulo antigénico en ese momento, o lo que es lo
mismo, la existencia de una infeccion aguda®. Ade-
mas, pueden ser de utilidad para analizar la persis-
tencia de inmunidad.

Plataformas nanoestructuradas para la
identificacion cualitativa a largo plazo del
virus de la COVID-19

En los ultimos afos, la espectroscopia Raman se
ha utilizado para la identificacién rapida de materiales
desconocidos, como el andlisis de productos quimi-
cos de alta pureza, la medicién de ingredientes far-
macéuticos o la caracterizacion de polimeros. La
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Figura 2. Metodologia de espectroscopia Raman para COVID-19.

instrumentacion de plataformas nanoestructuradas
emplea un software inteligente para la toma de deci-
siones y se auxilia de bibliotecas espectrales integra-
das, lo que la convierte en una técnica ideal para
propdsitos de analisis molecular.

Esta espectroscopia utiliza la dispersién de la luz
procedente de un laser monocromatico para explorar
la estructura molecular de la materia. De cada millén
de fotones dispersos, un solo foton interactuara con
los estados vibratorios de una molécula de la muestra
analizada y emitira luz de una longitud de onda dife-
rente. Por su parte, la técnica SERS (espectroscopia
Raman intensificada por efecto de superficie) (Fig. 2)
aumenta la sensibilidad y la especificidad, por lo que
resulta una técnica con aplicaciones analiticas en
enfermedades infecciosas como la COVID-19.

Los avances en el campo de la miniaturizacion de
componentes han conducido al disefio de dispositivos
Raman manuales, portatiles y de alto rendimiento. El
procedimiento de anadlisis de las muestras implica la
calibracion del dispositivo para corregir inconsistencias

asociadas a los errores de manipulacion por parte de
los operadores del aparato. Las metodologias creadas
de este modo son confiables para la identificacion in-
equivoca del material. El tiempo total de escaneo y el
proceso de toma de decision duran aproximadamente
20 segundos hasta obtener la «aprobacion/desaproba-
cion» del material 0 molécula en cuestion™.

El 8 de mayo de 2020, la Food and Drug Administra-
tion de los Estados Unidos autorizo la primera prueba
de diagndstico para COVID-19 que utiliza una muestra
nasal para ser recolectada en casa. Consiste en un
ensayo LTD (Laboratory Developed Test) de tipo mole-
cular y alta especificidad, desarrollado por el Laborato-
rio Clinico de Gendmica de Rutgers. La autorizacion de
pruebas de diagnostico adicionales con la opcién de
recoleccion de muestras en el hogar continuara aumen-
tando el acceso de los pacientes a pruebas para la
COVID-19. Esto proporciona una opcion adicional para
la recoleccion fécil, segura y conveniente de las mues-
tras que se requieren para las pruebas, sin tener que
ir a un consultorio médico, hospital o laboratorio.
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Epilogo

El abordaje de analizar la utilidad diagndstica se
hace desde una perspectiva bayesiana, en la que se
conoce el resultado de la prueba y se analiza la pro-
babilidad de presentar la enfermedad. Para ello se
deben analizar lo mas pronto posible los indices de
exactitud diagndstica interna, como sensibilidad y es-
pecificidad, que aplicados a la epidemiologia de la
enfermedad desempefian un papel importante para
definir la poblacion blanco a quien va dirigida la prue-
ba diagndstica, y la probabilidad de enfermedad y los
falsos negativos luego de la prueba. Es claro que no
es recomendable hacer un tamizaje indiscriminado en
la poblacién general abierta, ya que se malgastara el
dinero publico. La presencia de falsos negativos a
medida que se hacen mas pruebas ira en aumento.
Conocer y aplicar estos indices ayudara a emplear
los recursos publicos de forma eficiente.
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