Puerto Rico
Public Health Trust
Las pruebas para el diagnostico de la enfermedad COVID-19

Marcos Lopez-Casillas, Ph.D.
Research Program Manager - IS:UIEE'II'\(IJCIZRII(%
Puerto Rico Public Health Trust

Assistant Professor
Department of Chemistry
University of Puerto Rico - Humacao

; Puerto Rico
mlopez@prsciencetrust.or
g @marco4357 @ REZED g f Public Health Trust

marcos.lopezll@upr.edu

oooooooooo
Science, Technology
cccccccccccccc


http://prsciencetrust.org
http://upr.edu

Estatus de la pandemia en el archipiélago

= COVID-19 es una enfermedad mortal altamente contagiosa Individuo
con un ritmo reproductivo basico (Ry) estimado de ~5.7. contagiado
° [ ] [ )
= Puerto Rico ha sido proactivo en establecer estrategias de 'ﬂ\ o /n\ /H\.

contencion para la pandemia. 'H\ o ,E
#

= No hemos sido eficaces en realizar pruebas moleculares
con la rapidez necesaria para tener una idea clara de como ITERINOS
el SARS-CoV-2 se esta propagando en el archipiélago.

= Al momento, estamos en la capacidad de realizar +1000
pruebas moleculares diarias.

= Para responder efectivamente a la emergencia Noinfectados
dependemos totalmente de nuestra capacidad para
diagnosticar eficazmente los casos y ejecutar programas de
rastreo de contactos.

Sanche S, Lin YT, Xu C, Romero-Severson E, Hengartner N, Ke R. High contagiousness and rapid spread of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2. Emerg Infect Dis. 2020 Jul [date cited].
https://doi.org/10.3201/eid2607.200282




La epidemiologia depende del diagndstico

CASOS ACUMULADOS

SIN INTERVENCION

MEDIDAS DE PROTECCION
Personal: higiene personal y seguridad
Comunidad: Distanciamiento social

Monitoreo: Pruebas moleculares

CAPACIDAD DEL SISTEMA DE SALUD

CON INTERVENCION
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¢ Qué significa diagnosticar COVID-19?

= Diagnostico es el proceso de identificar una enfermedad, condicion o
injuria por sus de sus signos y sintomas.

= E| diagnoéstico de COVID-19, se hace con una prueba que identifica la
presencia del virus SARS-CoV-2.

= Es importante establecer que en el proceso del diagndstico de la
enfermedad de COVID-19, la prueba para identificar el virus SARS-CoV-
2, es la clave para establecer acciones a tono con el historial médico
que tiene una persona.



s,Con que pruebas contamos?

= | a Unica forma confiable de detectar SARS-CoV-2 es mediante una
prueba diagnostica molecular que establece la presencia del virus en
muestras del sistema respiratorio.

= La prueba molecular se hace mediante una técnica que se llama
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa o RT-
PCR por sus siglas en inglés.



Diagndstico de SARS-CoV-2 por RT-PCR

@ Hisopo nasofaringeo

Se inserta un hisopo por la nariz
para absorber secreciones.

@ RT-gPCR

El ARN purificado se somete a un proceso
en donde se busca la presencia de uno o
mas genes del virus SARS-CoV-2. Si estan
PCR.

presentes se amplifican por

Retro transcripcion
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@ Coleccion de la muestra

La muestra se guarda en un liquido
que la preserva hasta el momento del
analisis

Virus
desactivado

¢,Como se hace esta prueba?

Extraccion del material genético del virus -
ARN viral

Se extrae y purifica RNA viral de la muestra.

ARN viral
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5't oEE SRETE {3 Pacientes positivos para SARS-CoV-2,
a
.| | muestran un aumento en la curva de
| R‘I'RPI T la reaccion PCR. Los negativos no
E N tiene este aumento en la curva.
I 0TI
Primers y sondas para rastreo Positivo
E_Forward: ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT E gene S
E_Probe1: FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ First-line =
E_Reverse: ATATTGCAGCAGTACGCACACA screening tool 8
Q
RdRp_Forward: GTGARATGGTCATGTGTGGCGG 5
mbral
RdRp_Probe1: FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-BBq | RARP gene 2. ______J_____ Lf _b_a_
RdRp_Probe2: FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ Confirmatory - )
RdRp_Reverse: CARATGTTAAASACACTATTAGCATA testing Negativo

* N gene testing is not further used because it is slightly less sensitive.

"
Copias por reaccion (Ct)




Utilidad de la prueba molecular (RT-PCR)

PUEDE VARIAR
DE PACIENTE

Comienzo de R . EN PACIENTE
) . ecuperacion
Infeccion sintomas

Ventana diagnodstica del

CARGA VIRAL (>4 copias/uL)

Umbral del RT-PCR
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DIAS DESDE EL INICIO DE SINTOMAS

Lippi G, Plebani M. Clin Chem Lab Med. 2020 Mar 19. pii: /j/cclm.ahead-of-print/ccim-2020-0240/ccim-2020-0240.xml. doi: 10.1515/cclm-2020-0240.



Pruebas serologicas v}r oﬁb

= NO SON PRUEBAS DIAGNOSTICAS
= Las pruebas seroldogicas NO detectan la presencia del virus SARS-CoV-2.

= Miden la presencia de anticuerpos contra el virus en muestras de
sangre .

= E| desarrollo de inmunidad contra el virus no esta establecido aun.

= Sirven solo para contestar interrogantes como:
= Establecer la prevalencia de infecciones de COVID-19 en las comunidades.

= Establecer si la presencia de anticuerpos confiere inmunidad y por cuanto
tiempo.

= Establecer la concentracion de anticuerpos contra SARS-CoV-2 en pacientes que
pueden donar plasma convaleciente



Utilidad de las pruebas seroldgicas ...
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Clin Infect Dis. 2020 Mar 21. pii: ciaa310. doi: 10.1093/cid/ciaa310. [Epub ahead of print]



Tipos de pruebas serolbgicas Y ‘,ﬁ,,

= Tres tipos de ensayos para detectar la
presencia de anticuerpos tipo IgM o0 IgG en 7 bontre!

= lgM POSITIVO
la sangre. ’ - IgG — = =
= Los rapid tests o pruebas rapidas (Detectan la C C C
presencia, no cuantifican) '(\3/' 3 3
= Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) —) < &
(Detectan la presencia y pueden cuantificar) IgM IgG  IgG&IgM
* |Jnmunoensayos de microparticulas quimio
luminiscentes (Detectan la presencia y pueden NEGATIVO
cuantificar)
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La FDA siempre estuvo clara

= Pruebas seroldgicas NO SON DIAGNOSTICAS

= Su uso podia ayudar a contestar preguntas sobre la prevalencia de
infecciones de COVID-19 en diferentes comunidades

= ... Si la presencia de anticuerpos confiere inmunidad y si es asi por
cuanto tiempo.



La FDA siempre estuvo clara

= Sus guias siempre exigian que los reportes de laboratorio con
pruebas seroldgicas, que debian hacerse con el solo proposito de
identificar anticuerpos contra el virus, debian incluir la siguiente
informacion:

e This test has not been reviewed by the FDA.

e Negative results do not preclude acute SARS-CoV-2 imnfection. If acute infection 1s
suspected, direct testing for SARS-CoV-2 1s necessary.

e Results from antibody testing should not be used to diagnose or exclude acute SARS-
CoV-2 infection.

e Positive results may be due to past or present infection with non-SARS-CoV-2
coronavirus strains, such as coronavirus HKU1, NL63, OC43, or 229E.



Problemas con las pruebas rapidas

= La nueva guia de la FDA acaba de fortalecer el proceso para la
autorizacion de uso de pruebas serologicas.

= ; Porqué la FDA cambi0 el proceso para las pruebas serologicas si
estaba claro desde el principio el rol de estas pruebas?

Since that policy was 1ssued. FDA has authorized several serology tests under individual EUAs
and has 1ssued an umbrella EUA providing a streamlined approach for EUA authorization of
serology tests that are evaluated by the National Institutes of Health’s National Cancer Institute
(NIH/NCI).” The umbrella EUA for NIH-evaluated tests has provided a streamlined pathway for
EUA authorization of commercial serology tests. Also since that time. FDA has become aware
that a concerning number of commercial serology tests are being promoted nappropriately.
including for diagnostic use. or are performing poorly based on an independent evaluation by the
NIH.® indicating that greater FDA oversight of commercial serology tests is important to protect
the public health.



Preguntas importantes TIPO DE PRUEBA A USAR
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SITUACION o ENTORNO MO

Llega un paciente al hospital con sintomas

Quiero pescar nuevos casos posibles en el
aeropuerto

Quiero verificar quienes de la poblacion de
confinados HOY estan infectados

Quiero verificar si alguno de los empleados
de mi empresa esta infectado porque voy a
reabrir mi negocio

Quiero donar plasma porque ya no tengo
COVID-19, me recuperé y quiero ayudar.
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Preguntas importantes

SITUACION o ENTORNO

Tenemos un paciente en la UCI con COVID-
19, se recuperd y le queremos dar de alta

Un companero policia en el cuartel dio
positivo a COVID-19 y queremos ver si
alguien esta infectado

Quiero verificar si de las empleadas del
comedor escolar hay alguna infectada

El hospital X quiere establecer un programa
para determinar si el personal de salud esta
infectado

Quiero establecer un estudio de cohorte para
ver la prevalencia de COVID-19 en Villalba

TIPO DE PRUEBA A USAR
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Tenemos que aprender a vivir con el virus
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» Para volver a la “normalidad” con sabiduria, debemos aumentar las
pruebas moleculares para hacer proyecciones y generar conocimiento.

=" E| reabrir sin el conocimiento requerido para tomar decisiones sabias
puede ser una sentencia de muerte.



El mensaje que debemos llevar

= La Unica prueba que diagnostica SARS-CoV-2 MOLECULAR

=|la Unica prueba que me permite determinar si tengo v}r \ﬁt/

anticuerpos y posible inmunidad al virus.
SEROLOGICA

» Todavia la pandemia NO se ha acabado. Hasta que no
tengamos una vacuna disponible, es importante que se
proteja usted y su familia con medidas de distanciamiento
social e higiene.
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