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Resumen

Introduccioén: la enfermedad COVID-19 surgi6 a finales de
2019 y se empezd a considerar pandemia a principios de
2020. La metodologia de referencia para su diagndstico es
la prueba RT-gPCR.

Objetivo: se evallo la sensibilidad y la especificidad de kits
de pruebas moleculares que se encuentran en la lista de
pruebas del Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemio-
légicos (InDRE).

Material y métodos: a partir del uso de las plataformas
PubMed y Google Scholar se realizé una busqueda de
articulos, de los cuales se seleccionaron 14 y se recupero
el numero de muestras analizadas y su estado (positivo o
negativo) segun el método molecular de referencia, el nom-
bre del kit de prueba utilizado, asi como las caracteristicas
y los resultados obtenidos, expresados como verdaderos
positivos, falsos negativos, verdaderos negativos y falsos
positivos. Se calculd la sensibilidad y la especificidad de
ocho kits con la compilacion de calculadoras estadisticas
OpenEpi versién 3.01, mediante el método de puntos de
Wilson con un intervalo de confianza de 95%.

Resultados: los kits evaluados tuvieron una sensibilidad y
una especificidad superior al 90%.

Conclusiones: las pruebas permiten detectar la presencia
o ausencia del virus, pero pueden verse afectadas por con-
diciones durante las etapas del método.

Abstract

Background: COVID-19 disease emerged at the end of
2019 and it started to be considered a pandemic at the
beginning of 2020. The reference methodology for the
COVID-19 diagnosis is the RT-qgPCR.

Objective: It was assessed the sensitivity and specificity of
molecular test kits found on the list of tests of the Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (InDRE, Institute
for Epidemiologic Diagnosis and Reference).

Material and methods: By using the PubMed and the Goo-
gle Scholar platforms, a search was carried out for articles,
out of which 14 were selected, retrieving the number of sam-
ples analyzed and their status (positive or negative), accor-
ding to the molecular reference method, the name of the test
kit used, as well as the characteristics and results obtained,
expressed as true positives, false negatives, true negatives
and false positives. Sensitivity and specificity of 8 kits were
calculated, with compilations of the OpenEpi, version 3.01,
statistical calculators, by using the Wilson score with a 95%
confidence interval.

Results: The sensitivity and specificity results for the kits
were greater than 90%.

Conclusions: Tests evaluated allow the detection of pre-
sence or absence of virus, but they can be affected by con-
ditions during the stages of the method.
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Introduccion

La enfermedad denominada COVID-19 surgié a finales
del afio 2019 en Wuhan, capital de la provincia de Hubei, en
China. Inicié con el reporte de un brote de neumonia de ori-
gen desconocido en ese momento. Posteriormente se rea-
liz6 la secuenciacion genémica del agente causal y se pudo
identificar la relacién entre este virus y los miembros de una
especie denominada coronavirus (CoV), causantes del sin-
drome respiratorio agudo severo (SARS, por sus siglas en
inglés), por lo que el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus lo nombré SARS-CoV-2."

El 11 de marzo de 2020, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) determiné que la COVID-19 puede caracteri-
zarse como una pandemia.2 En México, el primer caso de
COVID-19 se registré el dia 27 de febrero de 2020 y el 18
de marzo la primera muerte.?

El mecanismo de transmisién de la COVID-19 es de per-
sona a persona; la principal forma de diseminacién del virus
es por contacto con gotitas de saliva o mucosidad provenien-
tes de personas infectadas, asi como mediante aerosoles.*

Estudios muestran que el SARS-CoV-2 tiene lugares
optimizados para su unién a los receptores de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) humana, asi como
espigas virales modificadas en el sector S, donde tiene un
sitio de escision polibasico funcional (furina), especifica-
mente entre las subunidades S1y S2, por medio de la inser-
cion de 12 nucledtidos que podria aumentar asi el potencial
infectivo del virus.®

Actualmente se cuenta con pruebas de diagndstico, que
detectan al virus causante de COVID-19, y pruebas de anti-
cuerpos contra SARS-CoV-2, que demuestran la respuesta
inmunolégica después de la infeccion. En México, el Insti-
tuto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE)
“Dr. Manuel Martinez B&ez” ha evaluado y aprobado 152
kits de pruebas de diagnoéstico molecular.®

Las pruebas moleculares son altamente sensibles y
especificas, rapidas y ampliamente utilizadas para la detec-
cidon de patégenos.” La reaccién en cadena de la polime-
rasa con transcriptasa inversa en tiempo real (RT-gPCR,
por sus siglas en inglés) es la metodologia de referencia
para confirmar la presencia del virus SARS-CoV-2.
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El tipo de muestra recomendado por la Secretaria de
Salud de México es un exudado faringeo y nasofaringeo,
recolectados en un mismo tubo con el propésito de aumen-
tar la carga viral. En pacientes con enfermedad grave, la
muestra puede ser lavado o aspirado nasofaringeo, bron-
quioalveolar o broncoaspirado, aspirado traqueal, nasofa-
ringeo o biopsia de pulmon.8

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) reco-
mienda exudados nasofaringeos y orofaringeos combina-
dos; aclara que si los hisopos son un factor limitante debe
priorizarse la muestra nasofaringea.®

Un tipo de estudio de deteccion de antigenos son las
pruebas rapidas, que son cualitativas y son capaces de
emitir un resultado en menos de 30 minutos. Existen kits
comerciales, los cuales estan disponibles para efectuar
este tipo de pruebas; sin embargo, no estan recomenda-
das para diagndstico clinico debido a que su sensibilidad es
facilmente afectada por factores como el tipo de muestra, la
recoleccion y el transporte.’°

Son pruebas que evallian la respuesta inmunologica
humoral de los pacientes y permiten dar seguimiento a la
enfermedad y realizar estudios de seroprevalencia. Pue-
den detectar anticuerpos en sangre venosa y sangre capi-
lar mediante inmunocromatografia, inmunofluorescencia
indirecta (IFl) o ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzi-
mas (ELISA). Estas pruebas de anticuerpos se basan en
la deteccion de inmunoglobulinas IgG e IgM contra SARS-
CoV-2."

Material y métodos

Se utilizaron las plataformas PubMed y Google Scholar
para buscar articulos con las palabras False positive/nega-
tive PCR SARS-CoV-2 COVID-19 y Commercial RT-qPCR
diagnostic test for COVID-19 y de esa manera acceder a
trabajos que evaluaran kits de pruebas moleculares en
muestras clinicas. Todos los resultados obtenidos fueron
del afio 2020.
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Los articulos recuperados fueron seleccionados y se
descartaron los que se repetian, aquellos que no esta-
ban disponibles en texto completo, los que describian otra
prueba diagnéstica o de anticuerpos, asi como aquellos
cuya metodologia no era descrita, que tuvieran una mues-
tra utilizada que no fuera hisopado nasofarigeo o aquellos
cuyas pruebas no estuvieran en la lista de pruebas molecu-
lares del INDRE (figura 1).

Figura 1 Diagrama del procedimiento de seleccién de estudios

Articulos identificados
en la busqueda en
PubMed
(n =454)

Articulos completos
evaluados para su
eleccion
(n=52)

Articulos identificados mediante busqueda
manual de referencias relevantes
(n=14)

Resultados

Se evaluaron los valores de sensibilidad y especificidad
de ocho pruebas moleculares descritas en 14 articulos cien-
tificos. Las caracteristicas de las pruebas analizadas, asi
como el numero de muestras analizadas se encuentran en
el cuadro |, mientras que los resultados del analisis de sen-
sibilidad y especificidad de cada prueba se muestran en el
cuadro Il.

Articulos identificados
en la busqueda en
Google Scholar
(n=237)

Articulos completos
evaluados para su
eleccion
(n=27)

Articulos excluidos (n = 79)

Con datos insuficientes: 33

Articulos repetidos: 5

Metodologia RT-PCR no aprobada

por el INDRE: 14

La infeccién se confirmo con serologia

o TAC u otro medio distinto de la PCR: 10
La muestra utilizada no fue hisopado
nasofingeo: 17

Articulos seleccionados
(n=14)

De cada estudio se recuperaron los datos de los ensayos
clinicos realizados con las pruebas moleculares utilizadas.
Estos datos son el nUmero de muestras analizadas y su
estado (positivo o negativo) segun un método molecular de
referencia, el nombre del kit de prueba utilizado, asi como
sus caracteristicas y resultados obtenidos, expresados
como verdaderos positivos (VP), falsos negativos (FN), ver-
daderos negativos (VN) y falsos positivos (FP).

Se analizaron los datos reportados en los 14 estudios
con la compilacion de calculadoras estadisticas OpenEpi,
version 3.01. Para cada prueba diagnéstica se calculd, con
base en los resultados de VP, FN, VN y FP, sensibili-
dad y especificidad, con un intervalo de confianza del
95%, mediante el método de puntos de Wilson.

http://revistamedica.imss.gob.mx/

Los resultados falsos negativos o falsos positivos encon-
trados en cada ensayo pueden atribuirse a errores durante
la metodologia, los cuales ocasionan pérdida del material
genético del virus o contaminacién de las muestras analiza-
das, con lo que se afecta asi la sensibilidad y la especifici-
dad de las pruebas.

Discusion

Desde el inicio de la infeccién por SARS-CoV-2, a fina-
les de 2019, se han realizado innumerables esfuerzos
por desarrollar métodos de diagndstico de la enfermedad
COVID-19, y el método de referencia ha sido la deteccion
de particulas virales mediante RT-qPCR. Las pruebas con-
firmatorias deben tener validez, fiabilidad y seguridad.

En la préactica clinica, se espera que la sensibilidad y
especificidad de las pruebas sean del 100%. Esto no siem-
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Cuadro | Caracteristicas de las pruebas analizadas

Numero de

Autor principal Prueba molecular
muestra

Detection kit for 2019-nCoV
Beltran-Pavez'2 80 (+ ) )
elran-ravez (*) RNA (Sun Yat Sen University) ORF1ab, N “ 6

15 (+) Cobas® SARS-CoV-2
RF1
35 (-) (Roche Diagnostics) ORF1, E s 39 0 0
Dust'3

20 (+) Xpert® Xpress SARS-CoV-2
18 (-) (Cepheid®) N2, E. 20 18 0 0
R +

95 (*) 94 79 2 1

81()
Cobas® SARS-CoV-2
© 14
- (Roche Diagnostics) ORF1, E

s’égf()_gﬂ 39 163 5 6
Lieberman'5 ;8 EJ')) ?;::f;éii’sig'z ORF1, E 19 20 0 1
Moran'6 gf EJ')) f;::hstSi:;i'siZ;/)'z ORF1, E 42 61 0 0
Visseaux'” ‘313 EJ')) E?Taﬁ)a(r./i ti'::;:;\)/a RT-PCR ES 45 36 1 1
s TSNS gy w0
comae  ome  w w0

Wirden'® :1330(-(;)
asasoroz T Lo w w0
Procop?® ;?7(_(;) ig’:;hzg)ess SARS-Cov-2 N2, E 163 66 5 4
Degli-Angeli?" 28 EJ')) :Xfr?:t ;i?i?:r ?@TS'COVQ RdRp, N 28 30 0 2
Matzkies?? g? EJ')) E/C'/;STL;;EB?O/?;S;;’V'Z ORF1ab, N 47 27 0 21
Wolters?3 28 EJ')) z(cp:;th)efi;;r)ess SARS-Cov=2 N2, E 30 30 0 0
Creager?* ig EJ')) (BE;?OFFi:fDF?:;F)’"atOW Panel 2.1 22 PR 48 49 0 1
Cradic? ?g 1(:_)) (C;:::SDS:;?;EZ)'Z ORF1, E 3 151 0 0

(+): positivo; (-): negativo; VP: verdadero positivo; VN: verdadero negativo; FP: falso positivo; FN: falso negativo; PR: patégenos respiratorios
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Cuadro Il Resultados de sensibilidad y especificidad de las pruebas moleculares

Sensibili- Especifici-
Autor principal Prueba molecular dad IC 95% dad IC 95%
%
Beltran-Pavez'?  Detection kit for 2019-nCoV RNA (Sun Yat-Sen University) 93 85.6-96.8 - --
Cobas® SARS-CoV-2 (Roche Diag.) 100 71.6-100 100 90.1-100
Dust'3
Xpert® Xpress SARS CoV-2 (Cepheid®) 100 83.9- 100 100 82.4-100
) 99 94.3-99.8 97.6 91.4-99.3
Craney'* Cobas® SARS-CoV-2 (Roche Diag.)
88.7 73.8-93.7 97 93.2-98.7
Lieberman's Cobas® SARS-CoV-2 (Roche Diag.) 95.2 77.3-99.2 100 83.9-100
Morén’6 Cobas® SARS-CoV-2 (Roche Diag.) 100 91.6-100 100 94.1-100
oran
Xpert® Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid®) 100 91.6-100 98.4 91.4-99.7
Visseaux'” RealStar® SARS-COV-2 RT-PCR KIT 1.0 (Altona Diagnostic) 97.8 88.7-99.6 97.4 86.5-99.5
Chik Yan-Yip'®  LightMix® Modular SARS-CoV (COVID19) (TIB MOLBIOL) 98.6 92.5-99.8 100 96.7-100
Wirden'® Cobas® SARS-CoV-2 (Roche Diagnostics) 100 97.3-100 100 88.7-100
irden
RealStar® SARS-COV-2 RT-PCR KIT 1.0 (Altona Diagnostic) 100 97.3-100 100 88.7-100
Procop?® Xpert Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid) 97.6 94-99.1 92.96 84.6-97
Degli-Angeli?! Abbott RealTime SARS-CoV-2 (Abbott Molecular Inc) 93.3 78.7-98.2 100 88.7-100
Matzkies?2 VIASURE SARS-CoV-2 (CerTest Biotec SL) 69.1 57.4-78.8 100 87.5-100
Wolters23 Xpert Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid) 100 88.7-100 100 88.7-100
Creager®* BioFire® Respiratory Panel 2.1 (BioFire Diagnostics) 98 89.3-99.6 100 92.7-100
Cradic®® Cobas® SARS-CoV-2 (Roche Diagnostics) 100 89.6-100 100 97.5-100

IC: intervalo de confianza

pre es constante debido a que se encuentran afectadas por
las condiciones de realizacion, asi como por el estado de la
infeccion en la que se encuentre la persona a la que se le
realiza la prueba.

La toma de muestra es de suma importancia en el
método, ya que ademas de que debe realizarse de manera
que se pueda asegurar la recoleccion de células infectadas
por SARS-CoV-2, debe respetarse el “periodo de ventana”,
en el que es posible que se obtengan resultados falsos
negativos. Se ha demostrado que en el dia 3, después de la
aparicion de los sintomas, la tasa mediana de falsos negati-
vos disminuye al 20% y es el valor méas bajo durante los 21
dias de la infeccion.2®

Existen variantes genéticas del SARS-CoV-2 con diver-
sas eficiencias de replicacion y manifestaciones clinico-
patolégicas durante el curso de la pandemia, lo cual podria
causar variacion en la sensibilidad y especificidad de los
ensayos RT-qPCR disponibles, debido a que pueden surgir
sustituciones de nucleétidos en las regiones de union del
cebador o la sonda y alterar la deteccion de SARS-CoV-2
en los ensayos.2®

http://revistamedica.imss.gob.mx/

En general, las pruebas diagnésticas evaluadas en este
metaanalisis muestran buenos resulados de sensibilidad y
especificidad. Todos los kits de prueba permitieron identifi-
car la presencia o ausencia de SARS-CoV-2; sin embargo,
ninguno de ellos es 100% sensible o especifico. El valor de
sensibilidad mas bajo fue obtenido con la prueba VIASURE
SARS-CoV-2 de CerTest Biotec SL. El numero elevado de
resultados falsos negativos puede atribuirsele, ademas de
a los errores durante el proceso (relacionados con la toma
de muestra), a la extraccion de acidos nucleicos, a la elimi-
nacion de inhibidores, o a problemas de sensibilidad en la
diana del gen S, el cual podria ser menos adecuado para la
deteccidn del virus. El kit proporciona un control interno de
inhibicion de la PCR, pero no cuenta con controles positivos
con el gen diana del SARS-CoV-2, lo que impide asegurar
la deteccion de este.??

Respecto a la especificidad, todos los kits obtuvieron
valores superiores al 90%, los cuales pueden verse afec-
tados debido a una manipulacién incorrecta de muestras,
reactivos o controles, asi como a una amplificacién masiva
de acidos nucleicos (que aunque aumenta la sensibilidad)
vuelve los ensayos muy vulnerables a niveles minimos de

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2021;59(3):182-8



contaminacion, lo que puede ocasionar resultados falsos
positivos.%’

Conclusiones

Los kits de prueba de los fabricantes Abbott, BioFire
Diagnostics, Roche Diagnostics, Sun Yat-Sen University,
TIB MOLBIOL, Altona diagnostics y Cepheid obtuvieron
resultados de sensibilidad y especificidad superiores al 90%
en los estudios incluidos en el metaanalisis, mientras que
la prueba del fabricante CerTest Biotec obtuvo un valor de
sensibilidad de menos del 80%

Ochoa-Diaz D et al. Metaanalisis de pruebas diagndsticas COVID-19

Las pruebas moleculares incluidas en el metaanalisis
permiten el diagnostico de COVID-19, pero es importante
que la toma y el procesamiento de la muestra se realicen
correctamente.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han completado y
enviado la forma traducida al espafiol de la declaracién de conflic-
tos potenciales de interés del Comité Internacional de Editores de
Revistas Médicas, y no fue reportado alguno que tuviera relacion
con este articulo.
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