INFECCION POR SARS-COV-2:
DEL DIAGNOSTICO AL TRATAMIENTO
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Técnicas rapidas de deteccion de
antigenos virales.
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Familia: Coronaviridae

Geéneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus.

Genoma de gran tamano: 30 MB.

Gran capacidad de recombinacion.

Origen animal.



CORONAVIRUS: estructura.
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Técnicas moleculares

1. RT-qPCR

2.0tras.



gPCR: écomo detectamos los genes?

Find the sequences just before and after the desired gene

desired gene

5"

gaccttggectgtcactcaaattctccacectccaccaccaccatctccgtecgecctcctcct

ctggaaccgacagtgagtttaagagegtegegagegetegegtegegtegegtagagecgEgaggEgageEgatgega

3 X

Anneal primers to isolate that gene during extensi?n

gacctlggctgtcaclcaaattctccacctccaccaccaccatctccglckcctcclccl

< 3° °
extension of gene extension of gend o

>

ctggaaccpgacjlagtgagtttaagagegtegegacgetegeteegteegtagagEeEcgEgagEaggEacgega

By using specific sequences in the DNA, we can anneal our primers to target points, allowing us to amplify a specific
gene.




gPCR: AMPLIFICACION de un segmento del genoma

PCR amplification
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By using specific sequences in the DNA, we can anneal our primers to target points, allowing us to amplify a specific
gene.

Chain Reaction, copies from copies produced

Se generan millones de copias de los segmentos del
genoma seleccionados



Deteccion de SARS-CoV 2:
¢ Qué genes seleccionar?

- -

China CDC (x2) : ORF lab + N
USA CDC (x2): N (Pan betacoronavirus + especifico)
Charite, Alemania (x3): RdRP, E, N

Instituto Nacional de Tailandia (x1): N



¢ Cual es la sensibilidad de las técnicas moleculares?

Sensibilidad analitica.

Sensibilidad clinica.



Sensibilidad clinica.

Dificil de establecer porgue no existe un patron de referencia.

Sensibilidad inicialmente: 60-70%

Posteriormente, se vio que la sensibilidad depende de muchos factores:
Tipo de muestra.

Calidad de la muestra.

Momento de la infeccion: wrrss (<7d) wvrrii (>7d).

Test diagnostico (p.ej. plataforma comercial).

Biologia del propio virus (mutaciones en genes diana).




Sensibilidad clinica segun tipo de muestra.

Lavado broncoalveolar

Esputo

VWRRSS



éQué tipo de muestra debo enviar ?

» Muestra de vvrrss;:

No esta claro cual es la mejor muestra.

Algunos estudios han demostrado una mayor tasa de (+) y >CV en FN/FNF vs FOF

« Otras muestras respiratorias:
En caso de sospecha de infeccion de wvrrii + PCR(-) de vvrrss.
Esputo, aspirado traqueal, LBA.

No recomendado esputo inducido.



¢ Saliva como tipo de muestra para el diagnotico?

Mejor tolerancia por el paciente.
Mayor seguridad para el personal sanitario.
Menor consumo en los EPIs.

Muy buenos resultados:
En algunos estudios S=85% vs FNF.

En otros incluso > S que FNF o FN.



Aparte de muestras respiratorias,
éien qué tipo de muestras se ha detectado RNA viral?

En pacientes con infeccion por SARS-CoV 2, se ha detectado PCR (+) en :

e Sangre completa.
e Suero.

 Heces.

* QOrina.

e Otfras.
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PCR suele negativizar tras
aparicion de Acs, pero no
sincronicamente.

Los niveles de
RNA fluctuan.

Wolfel R et al., Nature 2020



Clinical and virological data of the first cases of COVID-19

in Europe: a case series
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Figure 3: Overall dynamics of the nasopharyngeal viral load and virus detection in other body fluids in the

five COVID-19 cases in France

COVID-19=coronavirus disease 2019. / indicates not done, + indicates a positive result, and - indicates a negative
result. *COVID-19 symptom onset.

1. >CV.
2. > Persistencia viral.

3. Deteccion en
multiples localizaciones.

4. Disociacion CV-sintomas
(pac. 1y 2).

Lescure FX, Lancet Infect Dis 2020



¢Y qué pasa con las infecciones asintomaticas?

Clinical and immunological assessment of
asymptomatic SARS-CoV-2 infections
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Long QX, Nat Med. 2020



¢Es infeccioso / contagioso mi paciente?

1.Salud Publica: control de la pandemia.
2. Reincorporacion bajas laborales.
3. Reincorporacion centros escolares.

Etc, etc, etc.



Criterios de ausencia de contagiosidad/transmisibilidad del paciente

1. Clinicos.

2. Analiticos:
Cultivos celulares.
SgRNA.

EN LA PRACTICA: X1 PCR (-).; x2 PCR (-);




GOBIERNO MINISTERIO
DE ESPARNA DE SANIDAD
Instituto de Salud Carlos Il

ESTRATEGIA DE DETECCION PRECOZ, VIGILANCIA Y
CONTROL DE COVID-19

Actualizado 25 de septiembre de 2020

Ambito laboral

Personal sanitario y sociosanitario

El personal sanitario y socio-sanitario que resulten casos confirmados y no requieran ingreso
hospitalario seran manejados de la misma forma que la poblacion general en cuanto al aislamiento.
Estas personas trabajadoras se podran reincorporar a su puesto de trabajo tras 10 dias del inicio de

sintomas siempre que permanezcan asintomaticas al menos 3 dias y tras la realizacion de una prueba

de diaﬁnéstico que indigue ausencia de transmisibilidad, bien sea por una determinacion positiva de Ig

G por una técnica de alto rendimiento o por una PCR negativa o que, aun siendo positiva, lo sea a un

umbral de ciclos (Ct) elevado’.

” Por consenso se admite que un Ct>30-35 equivaldria a una carga viral sin capacidad infectiva. Sin embargo, este criterio

debe ser validado por el laboratorio responsable en cada caso.



Fluorescence (dR)

Ct = Cycle treshol = Ciclo umbral.
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Chain Reaction, copies from copies produced



¢ Utilizar Ct como marcador de (No) contagiosidad?

El valor de Ct depende de:

Tipo de muestra.

Numero de genes detectados.
Plataforma comercial.
Reactivos utilizados.

Variabilidad intra e interensayo.
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¢ Cuales son los principales antigenos virales
del virus SARS- CoV 27

Figura 5. Coronavirus con sus Principales Proteinas Indicadas
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¢ Cuales son los principales tipos de Acs detectados en la
infeccion por SARS-Cov2?

1. Segun la clasificaciéon inmunoldgica:
lgG.

IgM.

IgA.

Total: potencialmente todos.

2. Sequn su funcioén:
V' Neutralizantes + No neutralizantes.
v/ Ambos tienen utilidad diagnéstica.

v Sistemas comerciales NO DIFERENCIAN

ambos tipos.




Predictive Value (%)

¢ Cual es la probabilidad a priori de infeccion?
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Positive rate (%)

¢ Cual es la dinamica de anticuerpos?

Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients with
COVID-19

100
90
80
70

60 - Los niveles se estabilizan

a las 3 semanas desde
comienzo de sintomas.

50 -
40 -
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20 <z IgM
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2 4 7 8-10 11-13 14-16 17-19 234

Days after symptoms onset

Long QX, et al. Nat Med. 2020.



log, (antibody level)

¢ Cual es la dinamica de anticuerpos?

Antibody responses to SARS-CoV-2 in patients with

IgM comienza a
descender
a las 3 semanas
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Long QX, et al. Nat Med. 2020.



¢Queé tipo de Ig deben incluir las técnicas diagnosticas?

Antibody Performance
1.0+
a4 )
» La deteccion de IgG 6 Acs
> | totales: a partir de la 32
5 semana.
g . \, /
®
* ¢¢lgM a partir de la 32
o semana??(<S).
o 1 2 3 A 5 6

Week

* NO se recomienda la
determinacion de IgA.

Footnote: This figure summarizes the pooled sensitivity with 95% confidence intervals of
antibody classes per week post-symptom onset. The estimates were derived from the 24
studies and seven package inserts informing recommendations 1 through 5.

Infectious Diseases Society of America Guidelines on the Diagnosis of
COVID-19: Serologic Testing



La SEROLOGIA puede ser UTIL para...

1. Diagnostico de paciente de alta sospecha en caso de
PCR repetidamente negativas en pacs.  sintomaticos
>= 2semanas.

2. Diagndstico de infeccion pasada.

3. Estudios de seroprevalencia.

4. Diagnostico del sindrome inflamatorio multisistémico
en nifios (MIS-C).



La SEROLOGIA NO es util para...

. Determinar la inmunidad frente a SARS CoV-2.
. Riesgo de reinfeccion.

. Modificar el uso de EPIs.

. Modificar medidas de distanciamiento social.

. Retorno al trabajo.

. Eficacia de la vacuna.

. Resolucion de Ila infeccion (¢ infeccion
persistente?).



NO ESTA CLARO si la serologia sirve para...

Poblaciones especiales: inmunodeprimidos, ninos, vy
enfermedades autoinmunes.



Una serologia negativa puede significar...

1. Lapersona no ha sido infectada.

2. La persona ha sido infectada recientemente.

3. La persona ha sido infectada pero eliminado el virus sin
inmunidad humoral.

4. La persona ha sido infectada pero con niveles de Acs por
debajo umbral deteccion.

5. Y ademas, NO SABEMOS SI LA PERSONA ES
SUSCEPTIBLE A LA INFECCION.
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¢ Cual es el papel de los test rapidos de deteccion antigénica?

el m c Sociedad Espanola de Enfermedades
nfecciosas y Microbiologia Clinica

CONSIDERACIONES SEIMC SOBRE LA DETECCION DE ANTIGENOS FRENTE A SARS-CoV-2: ¢{Cudles?
¢C6mo? ¢A quién? ¢Dénde? ¢Quién? ¢Cudndo?
27 de septiembre 2020

» Tests deben tener una S>80% y una E>97% (OMS).
« Toma de muestra en condiciones de bioseguridad.

* Muestra: FN/FNF/FOF.

 Deberia quedar reqistrada en los SIL.

 Indicaciones:
» Pacientes sintomaticos en los primeros 7 dias /
(protocolo Ministerio 5 dias).

 No esta claro su papel en contactos asintomaticos.

* Quien? Si disponible, laboratorio de Microbiologia
Clinica.

 Lainiciativadeberia ser liderada por microbidlogos



Panbio antigen rapid test is reliable to diagnose SARS-CoV-2 infection in
the first 7 days after the onset of symptoms

Table 2. Agreement between antigenic test and PCR.

< 5 days

<7 days

= 7 days

PCR

PCR

Antigen

+

100

Antigen

32

Antigen +

103

29

Estudio Preprint.

Espana: 257 pacientes; sint. + asint.;
origen: UH + AP;

La S en pacs sint.< 7d: 86%
La S en pacs sint.> 7d: 53%

La E total es del 100%.

Linares M, medRxiv. 2020



Una reflexion en voz alta para el facultativo solicitante...
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