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RESUMEN

Desde el inicio de la pandemia de COVID-19, el Laboratorio de
Virologia del Hospital Garrahan, implement6 el diagnostico mo-
lecular de SARS-CoV-2 mediante RT-PCR para dar respuesta
rapida y de calidad a la creciente demanda. Al diagnostico pe-
diatrico se sumé el diagnéstico de los padres / acompafantes y
personal de salud con criterio de caso sospechoso. Al inicio del
2021 se incorporo el test rapido de deteccion de antigeno para
pacientes sintomaticos. Hasta junio de 2021 se proces6 un total
de 58 000 muestras para estudios moleculares.

Palabras clave: COVID-19, diagnoéstico molecular, pediatria.

Medicina Infantil 2021; XXVIII: 105 - 109.

INTRODUCCION

Desde la notificacion de los primeros casos de
COVID-19 producidos por el SARS-CoV-2 en Wuhan
(China) a fines de diciembre de 2019, el Laboratorio
de Virologia Clinica comenz6 a prepararse para po-
der realizar los estudios moleculares de diagnostico
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ABSTRACT

Since the beginning of the COVID-19 pandemic, the Virology
Laboratory of Garrahan Hospital has implemented molecular di-
agnosis of SARS-CoV-2 using RT-PCR in order to provide a rap-
id and high-quality response to the growing demand. In addition
to the pediatric diagnosis, the diagnosis of parents/companions
and healthcare personnel meeting the criteria of a suspected
case was also added. At the beginning of 2021, the rapid antigen
detection test for symptomatic patients was incorporated. Until
June 2021, a total of 58,000 samples were analyzed by molecu-
lar studies.
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previendo la posible llegada del virus a nuestro pais.
El 3 de marzo se confirmé el primer caso de CO-
VID-19 en la Ciudad Autbnoma de Buenos Aires. El
9 de marzo se realiz6 en el hospital el primer testeo
molecular en un caso sospechoso con antecedente
de viaje a Espafa y con sindrome gripal de dos
dias de evolucién. El resultado fue “no detectable”
y se descart6 la infeccién. Luego de recibir la ca-
pacitacion nacional por el INEI-ANLIS Dr. Carlos G.
Malbran y de la Organizaciéon Panamericana de la
Salud, como integrantes de la Red Nacional de Vi-
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rus Respiratorios, el laboratorio quedé oficialmente
habilitado para el diagnéstico molecular de SARS-
CoV-2 segln el método de referencia Charité (genes
virales £, RdRp y gen celular RNAsa P).

A diferencia del diagnéstico de virus respiratorios
en pediatria que se realiza habitualmente en nuestro
laboratorio, la emergencia de este nuevo corona-
virus requirié la incorporacion del diagnostico del
padre, madre o acompanante del nifio y del agente
de salud con criterio de caso sospechoso. Para dar
respuesta a esta nueva demanda hospitalaria, el
laboratorio se adapté ampliando el diagnéstico de
COVID-19 a distintos grupos etarios. Ademas, ante
la alta demanda y la necesidad de identificar casos
positivos para cohortizar y aislar a los pacientes
adecuadamente, se reorganizd el diagnéstico mo-
lecular de SARS-CoV-2 con entregas de resultados
cada 8 horas incorporando la guardia del laboratorio
de Virologia.

Por otra parte, durante marzo de 2021, se im-
plementé la deteccion rapida de antigeno de SARS-
CoV-2 habilitando un laboratorio periférico cerca
del sector de Emergencia y adyacente a los trailers
de toma de muestra para agilizar el egreso de los
pacientes con seguimiento ambulatorio.

El objetivo de este trabajo fue realizar una breve
descripcion del abordaje del diagnostico de labora-
torio de SARS-CoV-2 en el Hospital Garrahan.

Diagnéstico de SARS-CoV-2

La enfermedad por COVID-19 tiene un periodo
de incubacién de alrededor de 2 a 7 dias, y se es-
tima que la infectividad comienza 2 a 3 dias antes
del inicio de los sintomas y decae alrededor del
dia 7. El pico de carga viral en el tracto respiratorio
superior coincide con el inicio de los sintomas y la
excrecion de virus infectivo es alrededor de los 2
0 3 dias del mismo™. Tanto en pacientes sintoma-
ticos como asintomaticos el pico de carga viral es
similar. Sin embargo, en los individuos sintométicos
la excrecion de ARN viral se produciria en mayo-
res cantidades y por periodos mas prolongados. El
genoma viral puede detectarse hasta 6 semanas
desde el inicio de los sintomas’. La mayoria de los
pacientes resuelven la enfermedad de COVID-19
en una a dos semanas, cuyo tiempo coincide con
la seroconversion de anticuerpos de tipo IgG.

Dado que la COVID-19 es una enfermedad de
denuncia obligatoria ante sospecha; toda muestra
que ingresa al laboratorio debe estar acompanada
de la correspondiente ficha epidemioldgica y debe
ser denunciada de inmediato en el Sistema Inte-
grado de Informacion Sanitaria Argentina (SISA).

Toma, conservacion y transporte
de la muestra para diagnéstico molecular

El diagno6stico de SARS-CoV-2 se realiza en
muestras respiratorias altas (hisopado nasofa-
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ringeo, hisopado nasal + faringeo, hisopado nasal,
saliva) en el periodo agudo de la infecciéon, y en
muestras respiratorias bajas (aspirado traqueal,
lavado broncoalveolar, esputo no inducido) pueden
ser Gtiles en un periodo posterior o en pacientes
ventilados. La muestra de eleccion es el hisopado
nasofaringeo por tener mayor rendimiento en el
diagnostico. El objetivo del procedimiento es ob-
tener células superficiales del epitelio respiratorio
que presenten el virus. Si el proceso fue realizado
correctamente, no es necesario realizar el procedi-
miento en ambas narinas. Las muestras de hisopa-
dos deben ser tomadas con un hisopo de dacron,
poliéster, rayon o nylon con mango plastico o de
aluminio. Los hisopos flexibles y de cabeza pequena
son ideales para la toma de este tipo de muestra
en general y en especial en pediatria. No pueden
utilizarse hisopos de algodén con mango de madera
dado que inhiben la reaccion de PCR. La adecuada
toma de muestra resulta fundamental para minimizar
la posibilidad de falsos negativos.

En situaciones clinicas especiales donde no sea
posible la toma del hisopado nasofaringeo (ej. pa-
cientes con plaquetopenia, quemados, anomalias
de tabique, etc.) o en pediatria para disminuir las
molestias producidas por el procedimiento, pueden
obtenerse muestras menos invasivas como el hi-
sopado nasal, hisopado de fauces o muestra de
saliva®. Cabe mencionar que estas muestras pueden
presentar menor rendimiento virologico.

Los operadores deben contar con el equipo de
proteccion personal adecuado, el cual incluye res-
pirador N95, proteccién ocular y camisolin hidro-
rrepelente.

La toma de muestra para diagnéstico debe rea-
lizarse preferentemente dentro de las primeras 72
hs desde el inicio de los sintomas y en caso de
realizarse en forma muy temprana sin rescate viral
y existir una elevada sospecha diagnéstica deberia
solicitarse una nueva muestra a las 48 hs®™.

Las muestras deben ser transportadas en triple
envase para asegurar las condiciones de biose-
guridad requeridas por este tipo de agente viral y
enviadas de forma inmediata al laboratorio. De lo
contrario, se podra conservar a 4 °C por no mas
de 24 hs.

Diagnéstico molecular de SARS-CoV-2
mediante RT - PCR en tiempo real

Las muestras deberan ser procesadas en labo-
ratorios de seguridad biologica tipo 2 (BSL2) en
cabinas validadas. Los operadores deberan utilizar
equipos de proteccion personal que incluya respi-
rador N95, proteccién ocular y camisolin hidrorre-
pelente®.

El procesamiento de la muestra contempla diver-
sas etapas: homogeneizacion y preparacion de la
muestra, extraccion de los acidos nucleicos virales

Julio — Diciembre 2021



https://www.medicinainfantil.org.ar

(ARN), (métodos manuales, semiautomatizados y
totalmente automatizados), equipo de RT-PCR en
tiempo real y analisis de los resultados e informe
de los mismos al sistema hospitalario y al SISA.

El método de diagnoéstico de referencia para la
deteccion de la fase aguda de la enfermedad es la
retrotranscripcion seguida por la reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Esta téc-
nica permite identificar el ARN gendmico del virus.
Esta metodologia presenta alta especificidad (100%)
y sensibilidad (>95%).

Actualmente, en el mercado local, se dispone
de una gran variedad de tests diagnosticos apro-
bados por la ANMAT con diferentes genes blanco
y diversos formatos comerciales. Algunos de ellos
detectan un Unico gen viral (singleplex) mientras
que otros tienen la capacidad de detectar dos o
mas genes del virus (en formato singleplex o mul-
tiplex). La mayoria de los ensayos utiliza alguno de
los siguientes genes virales: gen £ de la envoltura
(propio del género Sarbecovirus), los genes de la
RdRp de la ARN polimerasa viral, el gen N de la
nucleocapside y el gen S de la proteina “spike”.
Todos los ensayos incluyen la deteccion de un gen
que permite controlar el proceso y la presencia de
inhibidores. Algunos formatos utilizan un control in-
terno sintético, y otros buscan la presencia de un
gen celular constitutivo, el cual a su vez permite
controlar la calidad de la muestra. Este dltimo es
de gran importancia dado que disminuye la posibi-
lidad de falsos negativos causados por una toma
de muestra inadecuada.
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Figura 1: Demanda mensual de diagnéstico molecular de
SARS-CoV-2 de pacientes y acompanantes desde el 9 de mar-
zo hasta el 31 de diciembre de 2020 y resultados obtenidos.

Para el andlisis de los resultados deberan tener-
se en cuenta las especificaciones técnicas recomen-
dadas por cada fabricante, dado que los puntos de
corte para cada gen varian segun el kit utilizado.

El informe de los ensayos moleculares de SARS-
CoV-2 es de tipo cualitativo y permite categorizar
a la muestra como ‘DETECTABLE’ o ‘NO DETEC-
TABLE’, sin brindar informacién acerca de la carga
viral de la misma. Ante la presencia de casos con
alta sospecha clinica y resultado NO DETECTABLE
es importante realizar la toma de una nueva muestra
a las 48 h y repetir el ensayo®".

Otro punto para tener en cuenta es que un resul-
tado DETECTABLE de PCR refleja la deteccidn del
ARN viral y no indica la severidad ni la presencia
de virus viables, es decir, con capacidad infectiva.

Ademas del diagnostico molecular de SARS-
CoV-2 mediante RT-PCR en tiempo real, se dispone
de otros ensayos moleculares como la amplificacion
isotérmica en varios formatos: con o sin extraccion
previa de acidos nucleicos, muestra individual o
multiples muestras en forma simultanea y obser-
vacion de los resultados en forma visual o por medio
de instrumentos. Si bien la sensibilidad puede ser
menor que la de la RT-PCR, su especificidad es
comparable y son metodologias aceptadas y usadas
en distintos escenarios de testeo. Las principales
ventajas de estos ensayos consisten en que per-
miten reducir el tiempo de respuesta y, en algunos
casos, se pueden realizar en laboratorios de menor
complejidad, incluso sin necesidad de disponer de
cabinas de seguridad biol6gica de tipo 2, porque
la muestra se inactiva al inicio del proceso. Estas
caracteristicas son de gran utilidad para su empleo
en las estrategias de testeo masivo con el objetivo
de realizar una pesquisa temprana para la identifi-
cacién de casos positivos y una intervencion rapida
de las medidas epidemioldgicas necesarias para
evitar la transmision viral.

Es importante destacar que los resultados de
los estudios moleculares, deben ser siempre inter-
pretados teniendo en cuenta el contexto clinico y
epidemiolégico.

Test de antigeno para SARS-CoV-2

Las pruebas de detecciéon de antigenos del
SARS-CoV-2, que determinan la presencia de los
dominios S1y S2 de la de la proteina S, constituyen
una alternativa diagnostica de gran utilidad, sobre
todo en lugares que no cuentan con el equipamiento
adecuado para el diagnostico molecular'. Permi-
ten realizar un diagnéstico confirmatorio rapido (30
min) en casos sospechosos que presenten sintomas
leves 0 moderados durante los primeros 7 dias des-
de el inicio de los mismos®. Si bien estos métodos
presentan una adecuada especificidad, su sensibi-
lidad es menor a la de los métodos moleculares,
por lo que su uso se recomienda en escenarios de
transmisibn comunitaria con mediana o alta preva-
lencia de casos. Ante una alta sospecha diagnéstica
y un test rapido negativo se aconseja la confirma-
cion mediante métodos moleculares.
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Experiencia del laboratorio de virologia en el
diagnéstico de SARS-CoV-2 durante la pandemia

Desde el 9 de marzo al 31 de diciembre de 2020
se realizaron 33 890 determinaciones moleculares
totales. De ellas, el 69,4% correspondian a mues-
tras del Hospital de Pediatria Juan P. Garrahan.
Ademas, durante los meses de abril y mayo este
laboratorio colaboré con el Ministerio de Salud de la
Ciudad Autbnoma de Buenos Aires realizando 997
(2,9%) determinaciones de pasajeros alojados en
hoteles destinados a aislamientos en la Ciudad de
Buenos Aires y de julio a noviembre, se realizaron
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Figura 2: Casos de COVID-19 por semana epidemioldgica

9383 (27,7%) determinaciones de casos sospecho-
sos del programa Detectar del Ministerio de Salud
de la Nacion procedentes de La Matanza.

De las 23 510 muestras del Hospital Garrahan
estudiadas durante 2020, el 6,8% fueron positivas.
Este porcentaje incluye muestras de pacientes pe-
diatricos y sus acompanantes.

En la Figura 1 se muestra la distribucion de la
demanda mensual indicando el nimero de pacien-
tes positivos y negativos para SARS-CoV-2. En el
mismo se observa el incremento de la demanda du-
rante los primeros meses de pandemia que alcanz6
en promedio las 3000 determinaciones mensuales
desde septiembre hasta diciembre.

En la Figura 2 se observa el porcentaje de casos
confirmados en las diferentes semanas epidemio-
l6gicas (SE) del afo 2020. Entre las SE 27 y 35
se observan dos picos que alcanzan porcentajes
de positividad del 11,9% en la SE 28 y 11,4% en
la SE 31.

De las 14 284 determinaciones moleculares de
pacientes pediatricos el 45% correspondieron a
casos sospechosos y el 55% a pacientes asinto-
maticos que fueron evaluados por otros motivos
(ej. prequirargico, contacto estrecho, internacion,
etc.). El total de casos confirmados fue 616, con
un porcentaje de positividad de 7,3% (n=464) en el
grupo de sintomaticos y 1,9% (n=152) en el grupo
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Figura 3: Numero de casos confirmados y porcentaje de positividad durante los afios 2020 y 2021.
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Hasta la SE 27 del afio 2021, se realizaron
15998 determinaciones moleculares y 899 tests
rapidos y se obtuvo un total de 1004 casos con-
firmados de COVID-19 lo que representd un 6%
del total de pacientes testeados. El porcentaje de
pacientes testeados con y sin sintomas fue similar
al del afo 2020 (sintomaticos 49% y asintomaticos
51%). Sin embargo, se observé un pequeno incre-
mento en el porcentaje de positividad en ambos
grupos, 9% en pacientes sintométicos (n=720) y
3% en asintomaticos (n=284).

En la Figura 3 puede observarse el numero de
casos confirmados y el porcentaje de positividad a
lo largo de las SE durante el afio 2020 y hasta la
SE 27 del afio 2021. Si bien el numero de casos
confirmados por semana epidemioldgica durante
algunas semanas del ano 2021 ha superado am-
pliamente los valores del afio 2020, el porcentaje
de positividad semanal ha sido estable y mostro el
aumento en la capacidad de testeo.
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