MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

PROTOCOLO DE USO DE PRUEBAS RAPIDAS PARA DETECCION
DE ANTICUERPOS CONTRA SARS- COV-2/COVID-19

1. Introduccién

Los Coronavirus pertenecen a la familia Coronaviridae, en la que se incluyen cuatro géneros,
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus. Los coronavirus que
afectan a los humanos son endémicos y epidémicos, dentro de los epidémicos se encuentran
los SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-COV-2 (betacoronavirus), este Ultimo causante de la
pandemia que se origind en Wuhan, China en el afio 2019 de origen zoon6tico y que produce
la enfermedad por coronavirus (COVID-19).(1)

El diagnéstico microbiolégico de las infecciones en fase aguda implica la deteccién del
microorganismo por métodos directos como el cultivo y los métodos moleculares o utilizando
métodos indirectos como la serologia. En el caso de COVID-19, su diagnéstico microbioldgico a
nivel mundial se basa, en la deteccion del material genético (ARN) viral del SARS-CoV-2
mediante técnicas de PCR, en muestras respiratorias de pacientes con sintomas compatibles. El
cultivo celular por su parte, no es un método de empleo rutinario para el diagnostico.(1)

Al momento existen ya en el mercado pruebas moleculares que cumplen las caracteristicas de
Point of Care (POC), es decir; un diagnéstico rapido, en sitios con poca infraestructura sanitaria
y con un resultado rapido.(1)

2. Antecedentes y justificacion

El procesamiento y analisis de pruebas diagndsticas de COVID-19, actualmente, esta
centralizado en los laboratorios INSPI de Quito, Cuenca y Guayaquil. Por lo tanto, la eficiencia
del reporte de las mismas, depende de la infraestructura, equipamiento y del personal técnico
gue trabaja en estos laboratorios.

Al momento, en Ecuador, se han realizado un total de 15 526 pruebas, de las cuales 4 450 han
reportado casos positivos y han descartado 4 208 casos (Boletin MSP, 08 de abril 2020). Aunque
no existen cifras exactas al respecto, la gran cantidad de individuos sintomaticos en espera de
un diagndstico confirmatorio de COVID-19, sin duda representa una carga y un reto importante
para la capacidad instalada del Sistema Nacional de salud.

El Centro para el Control de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), el CDC Europeo
(ECDC) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualmente recomiendan el diagnéstico
de COVID-19 mediante pruebas moleculares que detectan el ARN del virus SARS-CoV-2. Sin
embargo, estas pruebas requieren de un tiempo de entre cuatro y seis horas en el mejor de los
casos para obtener un resultado. Ademas dependen de la disponibilidad de infraestructura
especializada, personal entrenado y multiples reactivos.(2,3)

En la emergencia sanitaria actual, las capacidades de diagnéstico estan fisicamente limitadas
por la infraestructura, el personal disponible en los INSPI y la escasez de suministros. Todo ello
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restringe de forma importante la capacidad de deteccion y la mantienen por debajo de la
creciente demanda de diagnoéstico de COVID-19. El estado actual de la pandemia podria dar
paso al uso de pruebas rapidas para la deteccién de anticuerpos IgM/IgG anti-SARS-CoV-2,
esto con el fin de ser una herramienta de tamizaje, pero previo a su implementacion se debera
tomar en consideracién algunos aspectos, como la formulacién de una estrategia nacional clara
y con criterios de inclusién para su futura implementacion

Actualmente no hay evidencia, ni datos suficientes para recomendar alguna prueba rapida de
anticuerpos y prueba rapida de antigeno por inmunocromatografia para el diagndstico y
seguimiento en la pandemia de COVID-19. Estan en consideracion algunas pruebas, debido a
la urgencia, y necesidad de tomar decisiones frente a un gran nimero de poblacién afectada.
Este documento se actualizard a medida que haya nueva informacién disponible. Dada la
escasa evidencia cientifica sobre las pruebas rapidas, estas son pautas provisionales.

3. Objetivo

Establecer las pautas de uso de pruebas rapidas para la deteccién de anticuerpos de SARS-
CoV-2, de acuerdo al escenario epidemiolégico de transmision, disponibilidad de pruebas y
capacidad de procesamiento de las muestras.

4. Alcance

Este protocolo esta dirigido a los profesionales del Sistema Nacional de Salud involucrados
directa o indirectamente en la atencion de pacientes sospechosos o confirmados con COVID-19
(médicos generales, médicos especialistas, personal de enfermeria, auxiliares de enfermeria,
tecnodlogos de laboratorio, tecnélogos médicos, bioquimicos clinicos, personal médico en
formacion), asi como a quienes ejercen un nivel de responsabilidad en el planeamiento, gerencia
y direccion de servicios de salud de todos los niveles de atencion.

5. Glosario de términos

e Caso confirmado: Persona con infeccion por el virus de la COVID-19 confirmada mediante
pruebas de laboratorio, independientemente de los signos y sintomas clinicos.(4)

e Caso sospechoso: Se considera caso sospechoso a los pacientes que cumplan uno de los
siguientes criterios: A. Pacientes con infeccion respiratoria aguda grave caracterizada por
fiebre, tos, dificultad respiratoria y que requieren hospitalizacion, sin otra etiologia incluyendo
patologias respiratorias y que, ademas que tenga: Historial de viaje a China, Italia, Corea del
Sur, Irdn u otros paises que tengan un brote activo de coronavirus COVID-19 en los ultimos
14 dias anteriores al inicio de los sintomas u; ocupacién como trabajador de la salud en un
entorno que atiende a pacientes con IRAG con etiologia desconocida. B. Paciente con
enfermedad respiratoria aguda leve o0 moderada (tos y fiebre) que no requiere internacién y
al menos uno de los siguientes: Visitar o trabajar en China, Italia, Corea del Sur, Iran u otros
paises que tengan un brote activo de coronavirus COVID-19, en los 14 dias previos al inicio
de los sintomas; o, compartir hogar o contacto cercano con un caso confirmado de COVID-
19 en los 14 dias previos al inicio de la enfermedad; o, trabaj6 o asistio profesionalmente en
un centro de atencion médica en los 14 dias anteriores al inicio de los sintomas en los que
se notificaron casos confirmados o probables de Coronavirus COVID-19.(4)



Profesional de primera linea: personal sanitario, fuerza publica y otros altamente
expuestos, por condiciones propias relacionadas a sus actividades laborales, o por no poder
realizar sus actividades en aislamiento durante la emergencia sanitaria.

Pruebas moleculares: Existen varios protocolos de RT-PCR en tiempo real para
diagnosticar COVID-19, los protocolos mundiales de aplicacién de esta técnica difieren en
los genes que detectan, muchos protocolos examinan dos genes empleando dos pasos en
el algoritmo, es decir; la identificacion se lo hace con una prueba de screening mientras que
la segunda corrida es una prueba confirmatoria. Existen otros protocolos que identifican tres genes
en una sola corrida y no requieren confirmacion en una segunda corrida. El protocolo utilizado
inicialmente en el Ecuador detecta dos genes: uno de cribado o screening (gen E) y otro
confirmatorio (gen RdRP). Sin embargo a partir de abril 2020 llegaron al pais otros
protocolos que incluyen la deteccion de tres genes (E, N, RdRP,) y el marco de lectura abierta
Orflab (ORF = Open Reading Frame). Los resultados se interpretan como positivo, negativo o
indeterminado. Al momento la RT-PCR es la prueba de referencia para el diagnéstico de
la enfermedad, esta cumple con criterios de sensibilidad y especificidad bastante altos que
le permiten ser una prueba confiable. Este tipo de técnica tiene un periodo de ventana de 4
0 5 dias post infeccién y puede mantenerse como positiva hasta 28 dias post infeccién.(1)

Pruebarapida de deteccidn de anticuerpos: tienen la ventaja de tener resultados en corto
tiempo (alrededor de 15 a 20 minutos), a bajo costo y requerir poca infraestructura sanitaria
para su aplicacién, su metodologia se basa en el flujo lateral o flujo continuo
(inmunofiltracidn) estas pruebas hasta el momento han demostrado tener una sensibilidad
variable. Este tipo de pruebas hasta el momento no se recomiendan para el diagnostico,
dado el amplio periodo de ventana (7-10 dias), estas pruebas pueden servir de cribado o
tamizaje a personas sintomaticas con antecedentes de contacto y para levantar el perfil de
seroprevalencia de la poblacién.(5)

Sospecha epidemioldgica: Son aquellas condiciones de tipo epidemiolégico como lugar
de residencia, antecedentes, edad, género, poblacién, etnia, que generan una mayor
probabilidad de contraer una enfermedad.

Serologia: Dentro de las técnicas serolégicas se encuentra la electroquimioluminiscencia,
el ELISA, entre otros, este tipo de técnicas son importantes para entender la epidemiologia
de la enfermedad sobre todo el rol en la infeccién asintomatica, en el caso particular de este
virus, estudios han demostrado que la mayoria de los pacientes desarrollan anticuerpos de
7 a 10 dias post infeccidn, sin embargo, algunos pacientes pueden desarrollar anticuerpos
antes (hasta 5 dias post infeccién).(6,7)

6. Desarrollo

6.1 Prueba rapida de deteccion de anticuerpos de SARS-CoV-2

La prueba rapida detecta inmunoglobulinas (Ig) del tipo G y M. Se basa en el flujo lateral y/o
oro coloidal en casete, lo que abarata el costo. La IgM revela la respuesta inmunolégica frente
a infecciones activas, mientras que la IgG indica la presencia de infecciones no actuales, es
decir aquellas que ya han desarrollado una repuesta inmunitaria secundaria.(5)

Por tanto, al ser una prueba de principio seroldgico (deteccién de anticuerpos) es necesario el
desarrollo de la inmunidad humoral del paciente infectado para desarrollar los mismos, por lo
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gue dependiendo del tiempo entre el inicio de la infeccion y el uso de la prueba, la sensibilidad
de ésta es variable.(8)

La evaluacién de desempefio de una prueba serolégica debe hacerse en condiciones reales de
uso, para el empleo de estas en el ambito epidemioldgico, la SEIMC (Sociedad Espafiola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica) recomienda que estas pruebas deben
evidenciar un desempefio de sensibilidad de al menos el 70% en escenarios epidemioldgicos

con alta prevalencia de enfermedad.(9)

Tabla 1. Interpretacién de anticuerpos IgG e IgM en pruebas rapidas

IgG IgM Interpretacion Comentario

Negativo | Negativo | Ausencia de enfermedad Si tiene cuadro clinico compatible con
COVID-19 realizar RT-PCR.
Considerar periodo de ventana (no
desarrolla aln anticuerpos)

Positivo | Positivo | Presencia de la enfermedad Paciente debe ser aislado
Positivo | Negativo | -  Inmunidad Puede requerir prueba molecular para
] ) » determinar si el paciente ain puede infectar
- Fase final de la infeccién a otros

- Infeccion pasada y curada

Negativo | Positivo | - Inicio temprano de la | Se debe repetir dentro de 5 a 7 dias la
enfermedad prueba:
- Falso negativo de la IgM - Si se mantiene la 1gG (-) y la IgM

(+) es un falso positivo.

- Si lgG e IgM son positivos indica
infeccién actual.

Realizar RT-PCR si no hay la
posibilidad de repetir la IgG vy la IgM

Elaboracion propia.

6.2 Aplicacion de pruebas rapidas de deteccién de anticuerpos

a. Ambito clinico-terapéutico
- Pacientes que acudan al servicio de emergencia o ingresen con mas de cinco
dias de evolucion y que se encuentren dentro de los 10 dias posteriores al
contacto de sospecha, debido a que pueden haber pacientes con contacto y
asintomaticos.
- Seguimiento de la respuesta inmune en pacientes infectados con o sin sintomas.

b. Investigacion epidemiol6gica
- Para comprender la epidemiologia del COVID-19, permitiendo también saber
el papel que podrian haber tenido las infecciones asintomaticas.
- Para inferir seroprevalencia en una localidad o poblacién determinada.(10)

c. Investigacién clinica
- Para trabajos de investigacion (como posibles ensayos clinicos con plasma de
pacientes inmmunizados).
- Para evaluacion de la vacuna.



d. Tamizaje

- Ladeteccién de anticuerpos se deberia realizar en los profesionales de primera
linea (sanitario, fuerza publica y otros altamente expuestos), lo que ayudaria a
identificar a aquellos que han creado inmunidad (presencia de IgG) y puedan
volver al trabajo cercano a posibles individuos infectados minimizando el riesgo
de propagacion del virus a colegas y demas poblacion.

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) se encuentra en proceso de autorizacion de pruebas para COVID-19 bajo una
“Autorizacion de uso de emergencia” (EUA, por sus siglas en inglés); y hasta la fecha, la FDA
ha autorizado una sola prueba serolégica destinada a laboratorios clinicos y mas de 70 se
encuentran en el proceso. Es importante considerar ciertos indicadores de calidad al momento
de escoger una prueba rapida. La Agencia de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria
(ARCSA) con fecha 8 de abril del presente, emitié un listado en el que se incluyen 25 kits de
pruebas rapidas autorizadas para la venta en el territorio nacional, como criterios de seleccién
deberian incluirse valores de sensibilidad y especificidad de las pruebas, certificaciones o aval
de instituciones cémo la FDA o certificacién europea entre otros.(11)

Tabla 2. Pruebas para SARS-CoV-2/COVID-19 y potenciales usos

Tipo de Toma de muestra Valor Beneficiario
prueba
RT-PCR* Informar al paciente sobre el estado
de la infeccién para que pueda Pacientes
anticipar el curso de la enfermedad y
Infeccidn actual por | tomar medidas para prevenir la Establecimientos de
SARS-CoV-2 transmision. salud
Informar sobre el manejo y las Salud publica
acciones necesarias para prevenir la
transmision.
Pruebas de Pacientes: identificar
deteccion Detectar individuos susceptibles aquellos potencialmente
de (anticuerpos negativos) y aquellos inmunes a SARS-CoV-2
anticuerpos previamente infectados (si las pruebas pueden
Posterior a detectar inmunidad
exposicién a SARS- | Identificar individuos con anticuerpos | protectora, los individuos
CoV-2 neutralizantes podrian retornar al
trabajo)
Facilitar el rastreo de contactos y
vigilancia Establecimientos de
salud
Salud publica

Adaptado de: Patel R. et al. 2020. (6)

6.3 Cuestionario para definicion de caso o riesgo

a) Informacién demografica
- Fecha de la entrevista (dd-mm-aa)
- Datos del paciente, apellidos paternos maternos, nombres

- SexoF, M

- Fecha de nacimiento (dd-mm-aa)

- Direccion

- Razobn de entrevista (contacto con caso conocido, exposicion ocupacional,
sintomatico respiratorio)




b) Informacion de riesgo de contacto (Ultimos 10 dias)
- Viaje fuera del pais en los dltimos 10 dias
- Especifique pais
- Contacto con caso sospechoso de Covid-19
- Hace cuantos dias

c) Sintomatologia (uno o mas califica como sintomatico)
- Fiebre
- Tos
- Dificultad para respirar
- Pérdida de olfato
- Pérdida de gusto
- Hace cuantos dias

d) Grupos de riesgo

- Poblacion con riesgo de contacto: personal sanitario de atencion, personal policial o
militar movilizado, otra ocupacion sin cuarentena.

- Poblacion con riesgo clinico: enfermedad cardiaca, enfermedad pulmonar crénica,
diabetes, insuficiencia renal, didlisis, inmunodepresién, enfermedad hepatica, obesidad,
personas viviendo con VIH y personas con trasplantes.

6.4 Algoritmo para aplicacion de pruebas

SINTOMAS / SIGNDS

CONTACTO CON CASO CONFIRMADO

SOSPECHA EPIDEMIOLOGICA

PROFESIONALES DE PRIMERA LINEA-
) SINTOMATICO ] “
[DIAS DESDE EL INICIO CONTACTO HACE
DESINTOMAS MAS DE 10 DIAS CON
CASO CONFIRMADO

MENOR A7 DIAS B 0108 A7 DU
GRUPODE
e SOSPECHA
EPIDEMIOLOGICA DE
. CONTACTO HACE
. . m IMAS DE 10 DIAS
COMPLICACIONES m GRUPO DE
RIESGO

PROFESIONALES DE
PRIMERA LINEA

ok

Elaboracion propia.



6.5 Algoritmo de conducta a seguir ante resultados de pruebas rapidas

PRUEBA RAPIDA PARA
ANTICUERPOS IgG E IgM

IgG+H1gM+ 12G+/1gM- 12G-/1g\+

ASLAMIENTO * INMUNIDAD, REPETIR EN
SUERTR 5 A7 DIAS

HORMAL

FRLSO POSITIVO SEROCONVERSION —
IEM ENFERMEDAD ACTUAL

*Considerar realizacion de RT-PCR
Elaboracion propia.

6.6 Tipo y manejo de la muestra biologica
La muestra debera ser suero, plasma o sangre total dependiendo de cada marca de prueba
disponible.

6.7 Consideraciones de bioseguridad

Se deberdn cumplir las precauciones universales de bioseguridad y normativa vigente de la
Autoridad Sanitaria Nacional.

6.8 Procedimiento parala toma de muestra

- La toma de muestra e interpretacion del resultado debe ser realizado por personal de
salud capacitado, cada marca de prueba tiene el inserto correspondiente el cual debera
ser revisado de forma permanente durante la implementacion de este tipo de muestras.

- Antes de realizar cualquier procedimiento, explicar al paciente el procedimiento a realizar
y las molestias que éste le puede causar.

- El personal debe observar todas las normas de bioseguridad previo a latoma de muestra,
al momento de realizar la toma de muestra, asi como en el manejo de la muestra tomada
y desecho de desperdicios infecciosos.



6.9 Recomendaciones generales

- Se debe contar con un registro estandarizado para vigilancia epidemiolégica, el mismo
gue debe ser universal en la Red Publica Integral de Salud y la Red Privada
Complementaria.

- Los resultados negativos no deben ser usados como criterio absoluto para descartar un
caso, sobre todo aquellos en los que la historia clinica y los antecedentes epidemiolégicos
se alinean a la definicion de caso sospechoso o probable.

- Realizar la prueba rapida de deteccion de anticuerpos a partir de los primeros siete dias
de presentacion de sintomas para disminuir la probabilidad de resultados falsos
negativos.

- La Agencia de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) debera regular el tipo
de pruebas que estaran disponibles en el pais, en cumplimiento de la normativa vigente.

- Las pruebas rapidas de deteccion de anticuerpos deberan ser previamente validadas con
sueros madre (INSPI, institutos de investigacion publicos y privados, academia), una vez
obtenido esto y comparado con la prueba diagnostica de oro, correr estas pruebas en
una muestra de la poblacion ecuatoriana para ver su correspondiente desempefio,
finalmente luego de este proceso, se podra aplicar estas pruebas rapidas en la poblacion.

- El personal que debera tomar las pruebas debera ser el personal de salud (médicos,
enfermeras, odontélogos, obstetrices) previa la capacitacion de los mismos para evitar
errores en el desempefio, aplicacion, lectura, interpretacion de estas pruebas, es decir;
se debera implementar de forma rapida pero correcta.

- Se deberé realizar una estrategia de aplicacion de la prueba, es decir; desde qué nivel
de atencién en salud se aplicara la pruebay a qué grupo poblacional lo hard, tomando en
cuenta que de acuerdo a los resultados obtenidos la poblacion podra ir saliendo de forma
paulatina a sus actividades laborales; esto enmarcado en la dinamica de la pandemia de
cada pais, es decir; de acuerdo al momento de la enfermedad que se viva en ese territorio
puntualmente.

- De acuerdo a los recursos existentes en cada pais se debera decidir qué estrategia de
identificacion y condicién de testeo utilizara la poblacion, por ejemplo; algunos paises
usaran brazaletes, cédigos de color semaforo en sus teléfonos celulares sincronizados
con codigos QR, carnés, etc. Todas estas acciones encaminadas a permitir que de forma
paulatina la poblacion se reintegre, tomando en cuenta que una vez que exista una
vacuna disponible y segura habra que replantear este escenario.
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