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PRESENTACION

El Ministerio de Salud enmarcado en la Situacién Sanitaria que atraviesa el pais, ha trazado sus lineamientos

estratégicos para poder garantizar acciones de preparacion, contencién y mitigacion del COVID-19.

Uno de los grandes ejes estratégicos esta constituido por el fortalecimiento de la red de laboratorio, el cual

tiene la finalidad de garantizar la capacidad de diagndstico del SARS-CoV-2 en todo el territorio nacional,

Cabe senalar que hoy en dia existen muchos tipos de pruebas de laboratorio; sin embargo, la recomendada
es la técnica de Biologia Molecular (PCR-TR), por su capacidad diagnéstica, niveles de especificidad y

sensibilidad.

Tomando en cuenta que hoy el pais se encuentra cursando fase de transmisién comunitaria, las estrategias
para diagnostico y clasificacion de poblacion estan siendo actualizadas, implementando las pruebas rapidas
serologicas, para la realizacion de screening. Estas pruebas, si bien no son concluyentes, permitirian una

estimacion de la situacién inmunoldgica del paciente.

A razon de todo lo anteriormente mencionado, s que se elaboré el “PROTOCOLO PARA EL
DIAGNOSTICO POR LABORATORIO, EN EL MARCO DE LA EMERGENCIA SANITARIA

iy POR COVID-19",

Dra. Maria Eidy Roca de Sangueza
MINISTRA DE SALUD
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VISTOS Y CONSIDERANDO:

Que, ¢l Partggral'o I del Articulo 35 de la Constitucién Politica del Estado, establece que el Estado en
todos sus niveles, debe proteger el derecho a Ia salud, promoviendo politicas pblicas oricntadas a
mtlu(;rar I calidad de vida, el bienestar colectivo y el acceso gratuito de la poblacién a los servicios de
salud,

_Que. ¢k Artlculo 37 de la Constitucidn Politica del Estado, establece que el Estado tiene la obligacién
indeclinable de garantizar y sostener el derecho a la salud, que se constituye en una funcién suprema y
pnperadredspmsab:lidad financiera, Se priorizard la promocién de la salud y la prevencién de las
enfermedades,

Que, ¢l Articulo 3 del Codigo de Salud, establece que corresponde al Poder Ejecutivo, actual Organo
Ejecutivo, a través del Ministerio de Previsién Social y Salud Piblica, actual Ministerio de Salud, al que
este Cédigo denominard Autoridad de Salud, la definicién de la polltica nacional de salud, la normacién,
planificacién, control y coordinacién de todas las actividades en todo el lerritorio nacional, en
instituciones piblicas y privadas sin excepeién alguna.

Que, el Articulo 18 de ta Ley N°® 602, de 14 de noviembre de 2014, de Gestién de Riesgos, establece que
el Ministerio de Salud debera establecer directrices, gulas y protocolos para la evaluacién de riesgos en
materia de salud y la atencidn médica frente n desastres y/o emergencias, en coordinacién con
instituciones especializadas en salud de los niveles nacional, departamental y municipal.

Que, ln Ley N° 1293, de | de abril de 2020, para la Prevencién, Contencion y Tratamiento de la infeccidn
por ¢l Coronavirus (COVID-19), declara de interés y prioridad nacional, las actividades, acciones y
medidas nccesarias para la prevencién, contencién y (ratamicnto de la infeccidn del Coronavirus
(COVID-19),

Que, el numeral 22 del Pan?gmfn [ del Artlculo 14 del Decreto Supremo N° 29894, de 07 de febrero del
2009, cstablece como alribucién de las Ministras y los Ministros del Organo Ejecutivo, emitir
resoluciones ministeriales.

Que, los incisos d) y e) del Articulo 90 del Decreto Supremo N° 29894, seftalan como atribucidn del
Ministro de Salud garantizar la salud de la poblacién a través de su promocién, prevencién de las
enfermedades, curacidn y rehabilitacion; y ejercer Ia rectorfa, regulacién y conduccién sanitaria sobre
todo el sistema de salud.

Que, mediante el Decreta Supremo N° 4196, de |7 de marzo de 2020, se declard emergencia sanitaria
nacional y cuarentena en todo el ferritorlo del Estado Plurinacional de Bolivia, conlra el brote del
Coronavirus (COVID-19).

Que, el Informe Técnico MS/VMSyP/DGSS/IT/A1/2020, de 19 de mayo de 2020, emitido por el Dr.
Américo Maldonado Alanoca, Profesional Técnico [l Laboratorios, manifiesta en sus conclusiones que
por tratarse el COVID-19 de una enfermedad altamente contagiosa y ante la existencia de casos positivos
en nuestro territorio, s necesario realizar Ias gesliones correspondientes para responder a los
requerimientos necesarios de Diagnostico para evitar la propagacion y garantizar la atencién de casos
sospechosos y posilivos, considerando que por las caracteristicas de la pandemia ésla no serd contenida
en ¢l corto o mediano plazo, lo que conllevard mantener las medidas de diagnéstico, durante el resto de
Ia presente gestian. En cste sentido para poder dar una respuesta efectiva en el diagnostico laboratorial
ante un escenario epidemiologico muy critico, se considera importante contar con ¢l Protacolo de
Diagnostico Laboratorial la cual sea implemeatado a nivel nacional para poder coadyuvar al diagndstico
de pacicntes sospechosos con el Coronavirus (COVID-19); en fal sentido recomienda Ia aprobacién del
Protocolo para el diagndstico en Laboralorio en el Marco de la Emergencia Sanitarin para Covid-19 y
Fortalecer de Diagndstico Molecular de COVID-19 de casos sospechosos y la idenlificacidn de los casos
positivos de COVID-19,

Que, ¢l Informe Legal MS/DGAJ/UAJ/IL/568/2020, de 25 de mayo de 2020, concluye que s procedente
la emisién de la Resolucién Ministerial que apruebe el documento denominado “PROTOCOLOQ PARA
EL DIAGNOSTICO POR LABORATORIO DE COVID-19, EN EL MARCO DE LA
EMERGENCIA SANITARIA", conforme a las atribuciones de la Sefiora Ministra de Salud, loda vez
que no contraviene la normativa en actual vigencla,
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POR TANTO:

LA MINISTRA DE SALUD, en uso de las atribuciones que le confiere el Decreto Supremo N° 29894
de 07 de febrero de 2009, Estructura Organizativa del Organo Ejecutivo del Estado.

RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO.- Aprobar ¢/ “PROTOCOLO PARA EL DIAGNOSTICO POR
LABORATORIO DE COVID-19, EN EL MARCO DE LA EMERGENCIA SANITARIA",
documento que forma parte indivisible de la presente Resolucién,

ARTICULOQ SEGUNDO.- El Viceministerio de Salud y Promocién, a través de la Direccién General
de Servicios de Salud, queda encargada de la difusién e implementacién ea el Sistema Nacional de
Salud del “PROTOCOLO PARA EL DIAGNOSTICO POR LABORATORIO DE COVID-19, EN

EL MARCO DE LA EMERGENCIA SANITARIA®.

Registrese, comuniquese y archivese.




INTRODUCGION

Los coronavirus constituyen un grupo de virus tipo ARN altamente diverso de la familia Coronaviridae, que
incluye los géneros alfa, beta, gamma y delta. Estos virus pueden causar enfermedades con diferente grado
de severidad en humanos y animales. Entre los coronavirus que afectan a humanos se describen los
alfacoronavirus 229E y NL63, ademis de los betacoronavirus OC43 y HKUI, que causan enfermedades
tipo influenza o neumonia. En las Ultimas dos décadas, han emergido dos coronavirus zoonéticos que
provocan enfermedades graves en humanos, el Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo
(SARS-CoV), can brotes en los anos 2002-2003 y el Coronavirus del Sindrome Respiratorio Severo de

Oriente Medio (MERS-CoV), el que aparecié por primera vez en el afic 2012.

El 31 de diciembre de 2019 en Wuhan - China, se reporté un brote de casos de neumonia grave en su
poblacion; dias después, se determina que estin causados por un nuevo agente etioldgico, un nuevo
betacoronavirus distinto del SARS-CoV y MERS-CoV denominindose incialmente como nCoV-19 (nuevo
Coronavirus 2019), publicindose ademds su secuencia genética. El |1 de febrero de 2020, el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (por su sigla en inglés ICTV) anuncié la denominacion del nuevo virus
como Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2) con base al 70% de analogia
genetica con el coronavirus SARS-CoV, mientras que, el mismo dia, la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) nombré a la enfermedad como Enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-19).

En el mes de marzo de 2020, la OMS actualizd su guia provisional sobre las pruebas de laboratorio para la
enfermedad por coronavirus COVID-19 en casos humanos sospechosos que incluye informacién sobre Ia

toma y envio de muestras, pruebas de laboratorio, ¢ informes de casos y resultados.

En ese mismo mes, se detectan los primeros casos de COVID-19 en nuestro pais, por lo que la deteccion y

diagnostico de COVID-19 son fundamentales para el manejo de la enfermedad.
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1.  ANTECEDENTES

El Ministerio de Salud ha venido realizando el seguimiento del nuevo coronavirus (COVID-19)
desde su primer reporte el 31 de diciembre de 2019, cuando la Organizacién Mundial de la Salud,
inform¢ del brote de casos de neumania de causa desconocida en China. Basados en esta, y toda
la informacion disponible se trabajo en la Planificacion Estratégica Nacional de Preparacidn,
Contencién y Mitigacion del COVID-19, implementando todas las medidas necesarias para
enfrentar la inminente llegada del virus a Sudamérica y al pais. El pasado 10 de marzo del 2020,
el virus del COVID-19 fue delectado en nuestro pafs activandose la estrategia de contencién con
la identificacion de casos y contactos. En este proceso de respuesta a la pandemia se tiene el

fortalecimiento gradual de los procesos asociados a la prevencion, diagnéstico y control del virus.

2. DEFINICIONES

« COVID-19: La enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2 fue denominada como
"COVID-19" por la Organizacién Mundial de la Salud el 11 de febrero de 2020.

e SARS-CoV-2: Version abreviada del nombre del nuevo coronavirus “Coronavirus 2 del
Sindrome Respiratorio Agudo Grave’ asignado por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus.

* Prueba Diagndstica por laboratorio: Es el conjunto de procedimientos que se realizan
en un laboratorio, de acuerdo a requerimientos especificos de metodologia,
equipamiento, reactivo y personal idéneo para la realizacién de la prueba.

* Prueba confirmatoria por laboratorio para COVID-19: Es la prueba de referencia
estandar para confirmar por evidencia de laboratorio los casos de COVID-19. Se basa
en la deleccidén de secuencias genéticas especificas del acido ribonucleico (ARN) del
SARS-CoV-2 mediante ensayos genético-moleculares como el ensayo de amplificacion
en cadena de la polimerasa mediada por transcripcion reversa en tiempo real (PCR-
RT). Este lipo de pruebas tienen alta sensibilidad y especificidad y son las indicadas por
la OPS/OMS para realizar la confirmacion diagndstica de COVID-19.

* Pruebas rapidas: Se trata de pruebas que pueden realizarse por diversa metodologla y
de acuerdo al tipo tienen diferente capacidad diagndstica. Estas pruebas tienen ciertas

caracteristicas en comun: corto tiempo de ejecucion (20 a 30 minutos o menos (por eso
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su denominacion de rapidas), no requieren equipamiento, pueden realizarse fuera de un
laboratorio y tienen incorporados sistemas de control de calidad interno. Se aplican
controles positivo y negativo. Su sensibilidad y especificidad, dependen del bioanalito
evaluado.

* Sensibilidad y Especificidad: Indicadores estadisticos de performance de las
pruebas/ensayos para evala el grado de eficacia inherente a una prueba diagnéstica.

¢ Sensibilidad clinica: Indica la capacidad de la prueba para detectar a un sujeto
enfermo, es decir expresa cuan “sensible” es la prueba a la presencia de la enfermedad.

* Especificidad clinica: Indica la capacidad que tiene la prueba de identificar como
sanos (no enfermos) a los que efectivamente lo son.

* Valor predictivo positivo de una prueba: Es la probabilidad condicional de que los
individuos con una prueba positiva tengan realmente la enfermedad.

* Valor predictivo negativo de una prueba: Es la probabilidad condicional de que los
individuos con una prueba negativa NO tengan realmente la enfermedad

* Validacion de pruebas de laboratorio: Es el proceso que establece mediante estudios
de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio de la prueba, cumplen con los
requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.

* Caracteristicas de desempefio de una prueba: Se refiere a los pardametros y medidas
que tiene una prueba con el fin de evaluar su desemperfio, entre los cuales estan:
sensibilidad, especificidad, exactitud, precisién, Iimite de deteccidn entre otros.

* Tamizaje: Se refiere a los estudios realizados de forma estandarizada a un determinado
grupo poblacional con el fin de conocer el estado en el que se encuentra, en torno a una

situacion médica, a una enfermedad o a un estado de inmunidad.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
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¢ Definir los lineamientos para el diagnéstico de laboratario del COVID-19 en el Sistema
Nacional de Salud.

4.2. Objetivos Especificos

*  Definir los establecimientos que forman parte de la red de laboratorios autorizados para
el diagnastico del COVID-19.

* Determinar la secuencia de procesos para el diagnéstico del COVID-19, implementados
en el territorio nacional.

* Establecer los métodos diagnosticos para el COVID-19.

* Establecer las diferentes conductas a seguir acorde con los resultados obtenidos.

5. RED DE LABORATORIOS AUTORIZADOS PARA DIAGNOSTICO DEL COVID-19
(PCRITR)

Dentro de la Estrategia Nacional de Salud, Bolivia cuenta con los siguientes laboratorios

autorizados para diagnéstico del COVID-19.

Cuadro N®1. Distribucion y estado de laboratorios PUblicos a nivel nacional, por el método

(PCR-TR) para diagndstico de COVID-19.

N° [DEPARTAMENTO LABORATORIO/HOSPITAL ESTADO ACTUAL
1 |Chuguisaca SEDES/Hospital Pedro Claver Implementado.
i Laboratorio de Referencia Departamental — Implementado.
arija
: (SEDES)
Laboratorio de Referencia Departamental — Implementado.
Cochabamba
(SEDES)
La Paz Laboratorio de Referencia Nacional - INLASA | Implementado.
Patosi HOSPITAL BRACAMONTE En Implementacion.
Orura HOSPITAL SAN JUAN DE DIOS En Implementacién.
LRN - CENETROP Implementado
Santa Cruz
C.S. DM-5 "REMANZQO” En Implementacién.
8 |Beni Laboratorio de Referencia Departamental — Implementado
eni
(SEDES)

Fuente; Coordinacion Nacianal de Labaratorio — URSSyC — Minislerio de Salud.
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Es preciso sefialar que mediante Resolucion Ministerial N°0168/2020, se autoriza de manera
excepcional a los Laboratorios de los Subsistemas Publico, Seguridad Social a corto Plazo y
Privado de Salud, Universidades y Policla Boliviana para realizar el diagndéstico molecular para

casos sospechosos de COVID-19 identificados en el pais.

6. METODOS DIAGNOSTICO

En la actualidad existen diferentes tecnologias aplicadas al diagndstico de Laboratorio. Para el
COVID-19 en particular, la Organizacién Mundial de la Salud recomienda el uso de ensayos
moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), como método de rutina
para el diagndstico. Sin embargo, debido a que los protocolos de PCR son complejos y
relativamente largos que limitan la velacidad de procesamiento de muestras, varias compafiias
han desarrollado “pruebas répidas” en la perspectiva de diagnosticar a pacientes sospechosos en
tiempo corto. La eficacia y confiabilidad de estas pruebas esta atn siendo evaluada por diferentes
agencias de salud en el mundo, sin embargo, ante la necesidad de efectivizar el diagndstico,
diversos arganismos internacionales como la Food and Drugs Administration (FDA) de Estados
Unidos, la Unién Europea (CE) y la Administracién Nacional de Productos Médicos de China han

autarizado el uso de algunas de éstas pruebas rapidas.

6.1. Métodos moleculares

6.1.1. Reaccién de la cadena polimerasa en tiempo real (PCR/TR)

RECR en tiempo real es el método mas sensible para detectar y cuantificar los acidos nucleicos.

| Aun teniendo una cantidad muy pequefia de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad,
especificidad y eficiencia. Una de sus aplicaciones mas usadas es para cuantificar cambios muy
pequefios en la expresion génica mediante la deteccion de los niveles del ARNm procedente de
células o tejidos. Este método tiene como grandes ventajas la rapidez con la que se pueden
disefiar protocolos de diagnéstico a partir de la identificacion del agente infeccioso y su alta
precision en la deteccién de patégenos. El protocolo para SARS-CoV-2 se basa en la deteccidn
de dos marcadores en el genoma del virus: el gen E, utilizado como tamizaje, seguido de la
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confirmacion de los positives al gen E a través de la deteccion del gen RARP.

Aungue la recomendacién para la confirmacién de casos en el laboratorio es detectar dos
marcadores genéticos diferentes (gen E seguido por gen RARP, como se describe anteriormente
para el protocolo Charité), una vez que se establece y se extiende la circulacién del virus COVID-
19 en un area / pals dado, ya no es necesario ejecutar la PCR para ambos genes. Por lo tanto, se
puede implementar la confirmacion mediante la deteccidén de un solo marcador genético, por lo
que se pueden usar los genes E o RdRP para el diagnéstico; sin embargo, la PCR-RT del gen E
ha demostrado una sensibilidad ligeramente mayor, por lo que se recomienda priorizar el gen E

cemo el marcador seleccionado.

6.1.2. Toma de Muestras RT-PCR

La toma de muestras debe ser realizada por personal capacitado, el gue debe cumplir con los
protocolos de bioseguridad y cuidados bésicos para este procedimiento, asi como con la

conservacion necesaria de las muestras.

6.1.3. Pasos paratoma de muestra

Antes de proceder con la toma de muestras, el profesional debe tener preparado y disponible a

mano todo el material necesario y vestir adecuadamente.

j-_:f) Equipo de Proteccion Personal

Bata de laboratorio desechable.

Protector respiratorio (N95).

Guantes de nitrilo (en caso de no tener los de nitrilo, puede usar doble guante de

latex).

Gafas protectoras con cubierta lateral superior e inferior (antes y después de uso, estas
deben ser desinfectadas con alcohol al 70%).

El laboratorio debe contar la siguiente informacion:

b) Datos del paciente

* Nombre el paciente.
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*  Sexo.

« Direccion.

* Nombre del establecimiento de salud que remitio la muestra.
*  Numero de habitacion.

* Nombre del médico tratante.

* Datos de contacto.

c) Informacién de la toma de muestra
* Fechay hora de recoleccion de muestras.
¢ Sitio anatdmico y ubicacion de la coleccién de muestras.
* Pruebas solicitadas.
= Sintomas clinicos y antecedentes relevantes del paciente. (Incluyendo vacunacion,

* lratamientos anteriores, informacion epidemioldgica, y factores de riesgo).

d) Muestra de hisopado orofaringeo y nasofaringeo
Las muestras requeridas para el diagndstico de SARS-CoV-2 son:
* Muestras recolectadas del tracto respiratorio inferior, incluidas el esputo, el lavado bronco
alveolar.
* Aspirado traqueal (cuando sea posible segun los criterios médicos).

* Sin embargo, cuando la toma de una muestra del tracto respiratorio inferior no es posible,

las muestras del tracto respiratorio superior también son Utiles.

(:.,, ‘Dl.ﬂDBI’N L‘;‘,S
z SMousoffo
Z 5% es| Lavado broncoalveolar y aspirado tragueal: Recoja 2-3ml., en un recipiente estéril.

* Esputo: Haga que el paciente se enjuague la boca con agua y luego expectore
directamente en un recipiente estéril. Refrigere la muestra a 2-8°C hasta enviar al

laboratorio.

El profesional que realice la toma de muestras debe portar todos los elementos de proteccion
personal descritos. Verificar de tener a mano todos los insumos necesarios para la recoleccion de
las muestras (hisopos de dacron, es importante no utilizar hisopos con mango de madera o

cabeza de algoddn ya que pueden interferir en las pruebas de PCR) medio de transporte viral,
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material para identificar las muestras).

6.1.4. Procedimiento para toma de muestra.

* Registre el tubo o los tubos con el nombre del paciente.

* Lavese las manos antes de colocar los elementos de proteccion personal.

* Realice la pruebe de ajuste al protector respiratorio.

+ Solicite al paciente que abra la boca.

* Sujete la lengua del paciente con depresor de lengua.

¢ Introduzca el hisopo con firmeza hasta la pared posterior de la garganta (orofaringe)
frote con movimientos circulares para obtener células infectadas, evite tocar la Gvula
para no provocar vomito al paciente.

* Una vez recolectada la muestra Introduzca el hisopo en el tubo que contiene el medio
de transporte viral.

* Cerrar el tubo perfectamente y mantenerlo de 2 a 8°C hasta su recepcién en el
laboratorio.

* Lavese las manos antes de retirarse del 4rea donde se tomo la muestra

* Lavese las manos antes de relirar todos los elementos utilizados en la toma de
muestras.

Figura N°1. Toma de muestra de exudado faringeo

Fuente: Guia para ¢l manejo del COVID-19 — Ministerio de Salud Bolivia.

Exudado nasofaringeo

La forma adecuada para tomarlo y obtener una buena muestra es la siguiente:
* Registre el tubo a los tubos con el nombre del paciente.
* Higienizar las manos antes de colocar los elementos de proteccion personal.

* Realice la prueba de ajuste al protector respiratario.
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* Recostar al paciente y elevar un paco su cabeza.

* Introducir por una fosa nasal, suavemente el hisopo, paralelo al paladar, casi en su
tolalidad hasta llegar a la nasofaringe (aproximadamente 2.5 cm en adultos y un poco
menos en ninos).

* Rotar el hisopo suavemente para frotar la pared de la nasofaringe (al frotar se obtienen
células infectadas por el virus).

* Retirar cuidadosamente sin dejar de rotar.

¢ Introducir el hisopo en el tubo que contiene el medio de transporte viral.

* Cerrar el tubo perfectamente y mantenerio de 2 a 8°C.

Figura N° 2. Toma de muestra de exudado nasofaringeo

S - ! .: ane
% ¢ @' &/Fuente: Clinical Microbiology Department, Ramon y Cajal Hospital. Madrid.
("/{ 6.1.5.

Las muestras deben mantenerse refrigeradas (4-8°C) y enviarse al laboratorio donde se

Conservacion, embalaje y transporte

' procesaran dentro de las 24-72 horas de la toma. Si no se pueden enviar muestras dentro de este
periodo, se recomienda congelarlas a -70°C (o menos) hasta que se envien (asegurando que se
mantenga la cadena de frio).

El transporte de las muestras debe realizarse con geles o pilas congeladas, temperaturas
superiores a 8°C degradan la particula viral, obteniéndose falsos negativos. Muestras que lleguen

al laboratorio con temperaturas superiores a 8°C, no seran procesadas.
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Para el transporte de muestras debe usarse el sistema basico de Triple Empaque. De acuerdo a

las normativas vigentes para el transporte seguro de sustancias infecciosas.

El embalaje debe constar de tres componentes:
a. Recipiente principal o primario hermético: es el que contiene la muestra
b. Embalaje secundario/contenedor secundario hermético: debe ser resistente y anti fugas.

c. Embalaje exlerior rigido adecuado: cuenta con una superficie de una dimensién de al

menos 10 cm x 10 cm.

Figura N° 3. Alternativas de triple empaque
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Fuente: Recomendaciones para el embalaje y envio apropiado por via terrestre, de muestras potencialmente inlecciosas con

agente altamente patégenos. OPS /OMS

| envio de la muestra debe coordinarse con la Unidad de Epidemiologfa de los SEDES.

Todas las muestras deben enviarse con una copia de la Ficha Epidemiolégica.

6.1.6. Ventajas de la Técnica PCR

* Técnica bien establecida, comercializada por multitud de compafifas.
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6.1.7.

* Adaptable a secuencias diana como sea necesario en un tiempo relativamente corto,
una vez se conoce la secuencia gendmica a detectar.

¢ Produccion escalable de reaclivos (cécteles de reactivos conteniendo las sondas de
reconacimiento).

* Elevada especificidad, debido a la eleccion precisa de zonas del genoma exclusivas
de la diana a detectar.

* Elevada sensibilidad debido al proceso inherente de amplificacién exponencial.

Limitaciones de la Técnica PCR

El disefio de secuencias y estandarizacién de procedimientos requiere de personal
altamente especializado

La ejecucion de procedimientos, requiere de personal altamente especializado y entrenado
para minimizar uno de sus principales problemas: la contaminacion inherente. Una
purificacion y aislamiento no adecuado del material genémico puede conducir a la
destruccion de material y a resultados erréneos (tanto falso positivos como negativas)
debido a amplificaciones de secuencias ajenas que alteran la interpretacién de resultados.
Requiere de equipamiento especial y de uso exclusivo, lo que hace costosa su
implementacion

Requiere de instrumentacion especializada por lo que limita su uso a laboratorios
especializados.

Requiere de instalaciones especiales y de uso exclusivo para controlar posibilidades de
contaminacién de subprocesos

La técnica conlleva problemas de reproducibilidad y fiabilidad, lo que dificulta su
estandarizacion para llevar a cabo por persaonal no especializado.

Tiempo de procesamiento relativamente largo (requiere de 2 a 6 h para la obtencion de
resultados). Esto se convierte en un factor limitante cuando hay que procesar y analizar un
gran numero de muestras como en la situacién actual.

Técnica costosa, sin considerar la instrumentacidn necesaria.

Es importante sefalar que esta prueba de laboratorio es la mas recomendada para el
diagndstico del COVID-19.
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6.2. Pruebas rapidas moleculares

Son pruebas basadas en PCR, con modificaciones para mejorar su tiempo de procesamiento,
seguridad de manipulacion y facilidad de uso de modo automatico. Estas pruebas con sistema
cerrado (solo pueden ser ulilizados con software y equipo de su fabricacion), tienen altos niveles
de especificidad y confiabilidad. En las tltimas semanas, la FDA de Estados Unidos ha aprobado
dos pruebas rapidas por métodos moleculares para su “uso por emergencia” (EUA por sus siglas
en inglés), una modalidad de aprobacion acelerada sustentada por los resultados mostrados al
momento y por la urgencia de su distribucion y la amplificacion del testeo de la poblacién. Estas
dos pruebas son la “XpertXpress SARS-CoV-2 test” de la compafifa Cepheid y la "Abbott ID NOW
COVID-19 test” de la compania Abbott, ambas de Estados Unidos (FDA 2020). La prueba
XpertXpress genera resultados en 45 minutos, considerando el tiempo desde el momento de la

introduccién de su dispositivo en el equipo; mientras que la ID NOW Io hace en 13 minutos.

Las ventajas de ambos sistemas es que pueden realizarse en los 'Puntos de Cuidado’, anulando
asi los tiempos extensos de procesamiento, gastos y logistica de transporte de muestras clinicas
hasta laboratorios centralizados (INLASA o CENETROP), principalmente en situaciones de
emergencia. Ademas, su operaciébn no requiere personal con entrenamiento altamente
especializado, tampoco de instalaciones especiales y son capaces de funcionar de forma

continua durante 24 horas diarias, aunque para esto ultimo requieren de personal para el

Spodria procesar 80 muestras. Ambos test, XpertXpert y ID NOW se procesan Unicamente en

equipos especificos (sistemas cerrados) vendidos por las mismas compaiiias, por lo que son
altamente dependientes de la disponibilidad de una fabrica para la obtencion de reactivos.
/=% Entre sus ventajas y desventajas de esta técnica estan:

6.2.1. Ventajas de la técnica GeneXpert
* Pruebas diarias o a demanda
* Tiempo de manipulacion de menos de 1 minuto
* Compatible con cualquier volumen de laboratorio
* No requiere de salas especificas para PCR-RT
* Incluye software que interpreta los resultados
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6.2.2,

* Sin mantenimiento diarios ni gestién de residuos liquidos

* Permite realizar varias pruebas diferentes en la misma plataforma en
cualquier momento.

* Tiempo de reaccion de 45 minutos.

s Sistema cerrado

Limitaciones de la técnica GeneXpert

* Menor numero de muestras procesadas.

Cuadro N°2. Distribucion de laboratorios Publicos para diagndstico de COVID-19 a nivel

nacional por el métoda GeneXpert.

Remanso

N°| DEPARTAMENTO MUNICIPIO LABORATORIO/HOSPITAL ESTADO ACTUAL
! i Sclo a la espera de
Trinidad Eaebc;rret‘;?:gnf; I:{ngelrjeé'nscm cartuchos (Finales de
P mayo)
Solo a la espera de
1 | Beni Riberalta Hospital de 2do. Nivel Riberalta cartuchos (Finales de
mayo)
Solo a la espera de
Rurrenabaque |Hospital Rurrenabaque cartuchos (Finales de
mayo)
Solo a la espera de
2 | Cochabamba Cercado Hospital del Sur cartuchos (Finales de
mayo)
. : Solo a la espera de
Laboratoric de Referencia . :
i El Alto Departamental - CRA carluchos (Finales de
A mayo)
ol La Paz Solo a la espera de
! L& Pas Laboratorio de Referencia cartuchos (Finales de
% Nacional - INLASA mayo)
Ore Lot 2
a4 Solo a la espera de
4 | Pando Cobija Hospital de 3er. Nivel cartuchos (Finales de
maya)
Solo a la espera de
Potosi Potosi Hospital Bracamonte cartuchos (Finales de
mayao)
Solo a |la espera de
6 |Oruro Oruro Hospital San Juan de Dios cartuchos (Finales de
mayo)
Solo a la espera de
7 | santa Cruz SEHEGHE Centro de Salud Integral DM-5 cartuchos (Finales de

mayo)

Fuente: Coordinacién Naclonal de Laboratorio — URSSyC — Ministerio de Salud.
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6.3. Métodos Inmunolégicos

La tecnologia inmunoldgica aplicada al diagndstico de virosis ha sido una herramienta de mucha
utilidad, tanto para caracterizar la fase de la infeccion en la que se encuentra un individuo, a
través de la identificacién de proteinas virales o anticuerpos antivirales; o para determinar
estado de seraconversidn e inmunidad a una infeccién. La medicién de anticuerpos es el referente
estandar para determinar la eficiencia protectora de vacunas y su determinacién puede praoveer

evidencia diagndstica sobre la exposicion viral de una persona o una poblacion.

Los inmunoensayos incluyen una variedad de sistemas basados en la reaccion antigeno-
anticuerpo, y en el ultimo tiempo ensayos de diagndstico rapido, que determinan antigenos de
SARS-CoV-2 o anticuerpos anti-SARS-CaV-2, han recihido aprabacidan EUA de la FDA. Asi
mismo, varios ensayos rapidos, ELISA’s e inmunofluorescencias para antigenos o anticuerpos
CE, estan siendo evaluados comparativamente en su capacidad de deteccién de infeccion acliva
o de serostatus, por la OMS. Toda vez que para la evaluacidon de poblacion potencialmente
expuesta a SARS-CoV-2 son de mucha utilidad los sistemas de diagnéstico 'rapidos', es éste

protocolo se incluye en detalle este tipo de ensayos.

Los inmunoensayos rapidos generalmente tienen formato de presentacion de un “cassette” con

- una membrana de nitrocelulosa que contiene los reactivos de captura inmovilizados, asi coma un

'.j'_!etector del mismo virus o de los anticuerpos contra el virus producido por un individuo. Estas
=l
uebas se basan en el reconocimiento anticuerpo-antigeno, mediante uno de dos mecanismos

contra el virus. En ambos casos, si el test resulta positivo, se observara una linea de color visible,
generado por la unidén mAb de captura - muestra - mAb del detector. Bastan muestras de saliva o

o " 3 ' .
dos gatas de sangre para revelar la presencia o ausencia del virus, respectivamente.

Para el caso del SARS-CoV-2, las pruebas rapidas inmunoldgicas (seroldgicas) son anti IgG y anti
IgM para detectar anticuerpos policlonales (pAbs) contra el virus. Este tipo de pruebas son mas
rapidas de fabricar que las pruebas de deteccion del virus, ya que sdlo incorporan el antigeno viral
recombinante inmovilizado (que es mucho mas facil de generar que los mAbs contra el virus).
Ofrecen niveles de precision similares a las pruebas basadas en mAbs. Para que el kit sea el

adecuado para las diferentes etapas de la infeccion por COVID-19, fue perfeccionada una prueba
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de anlicuerpos combinados lgG/IgM, cuya sensibilidad de deteccidn es mayor que la de la prueba
individual con anticuerpos IgG o IgM separados. Por lo que, es recomendable el uso de kils de
prueba de anticuerpos combinados IgG-IgM en lugar de kits de prueba de anticuerpos lgG o IgM

por separado.

Sin embargo, es importante mencionar que este método tiene importante limitacion, debido a que
es dependiente de la produccion de anticuerpos antivirales, por lo que es importante el momento
de su aplicacion (figura No 4). En el estudio de Zhengtu y colaboradores (2020), se reportd que
los kits de prueba de anticuerpos combinados IgG-IgM resultaban en una alta tasa de falsos
negatives y se observé que la principal razén de falsos negativos es la baja concentracion de
anticuerpos. Cuando niveles de IgM e IgG estan por debajo del limite de deteccién (ain no
determinado) de esla prueba rapida, los resullados de la prueba seran negativos. Ademas, la
diferencia en la produccion de anticuerpos de respuesta inmune de cada perscna podria también
resultar en falsos negativos en pacientes infectados. Finalmente, ya que el anticuerpo IgM
disminuye y desaparece después de 2 a 4 semanas, las pruebas que se realicen después de este
periodo de tiempo, que evaluen Unicamente este anticuerpo, podrian repertar falsos negativos. En
general, en infeccianes respiratarias es dificil saber exactamente cuando estuva infectado un

individuo o cuanto tiempo estuvo infectado.

---\_\__\A pesar de sus limitaciones, este tipo de pruebas resulta de gran utilidad a la hora de
['ealizar un cribado poblacional bajo las condiciones en las que actualmente estan los

@ ';f%ﬁentes paises.

o

Figura N°4. Praduccion de anticuerpos en la linea del tiempao.
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6.3.1. Ventajas de los ensayos de diagnéstico rapido en tira reactiva

* Rapidez (entre 5-15 min entre obtencién de muestras y resultados)(figura N° 5).

* Se utiliza una muestra de sangre capilar, lo que implica extraccién sencilla minimamente
invasiva. Muestras con baja o nula carga viral y por tanto no infecciosas (no se espera
presencia del virus en estas muestras) (figura N° 6).

¢ Es una tecnica bien establecida y adaptable a diferentes formatos de diagnostico una vez
se dispone de los antigenos mas adecuados para preparar los test.

*  Produccién masiva y bajo costo.

* Puede ser utilizada directamente en el sitio de toma de muestra, no requiere de
instrumentacién compleja externa, y no requiere de personal especializado para su anélisis
ni para la lectura de los resultados. Aunque al tratarse del diagnostico de una infeccion

respiratoria, el personal debera estar adecuadamente protegido.

6.3.2. Limitaciones de los ensayos de diagnéstico rapido en tira reactiva

e Limitada sensibilidad. Posibilidad elevada de falsos negativos.

e Problemas de reproducibilidad (de lote a lote). Problemas de falsos positivos y/o negativos.
» Respuesta cualitativa (tipo SI/NO).

El sistema inmunoclégico requiere un tiempo para activarse y generar los anticuerpos
_ detectables (entre 7 a 10 dias, o incluso mas dependiendo del estado de salud de cada

persana y la capacidad bioldgica de respuesta inmunitaria).

Variabilidad inherente la respuesta inmune de cada individuo.

<oy

A

“21_Figura N°5, Procedimiento para la obtencion de sangre, para una prueba de diagnéstico rapido.
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Fuenle: Elaboracion Propia.
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6.3.3.

o

Figura N°6. Uso de la Prueba Rapida.

]
LA

Tan
Veriiqusla focka do venchmients, H”l""" dats ,,-."m
2i s fecha de vencimisnte hs sapiedo wiilive oo KL CODIFIGUE EL CASETE endl !ﬂ veduedo gegin
Reviss of desscanto. 3 be color of verds ulilics olro kit COLDUUE BORA INICIO-EORA FRNAL Wdhmmui

"‘ Exeals do Intensidad ds linea

I é ND REAGTIVO ammo

HEALICE LA LEUIURA ENTRE 10 MINUTOS [segin

Afsds lss gotss de diluyanle de ensayo, du Inserto de prueba)
acverdo 2l inserio de la prueba realizada 2 phjs} HOTA: DESPUES DE |:t|:m:sa PUEDE DAR FALSOS mémm
' L ANTES B LOS 16 MINUTOS PLEDE AR PALSOY HEGATOS

Fuente: Elaboracion Propia.

Pautas a seguir ante un resultado positivo

Demuestra que la persona tiene anticuerpas que probablemente surgieron de una
infeccion por SARS-CoV-2 o pasiblemente por un coronavirus relacionado.

Nao se sabe con certeza si los anticuerpos farmados puedan brindar proteccian (inmunidad)
y evitar que la persona vuelva a infectarse. Esto quiere decir que no se garantiza que los
anticuerpos formados vuelvan inmune al organismo frente al virus.

Si no tiene sintomas, probablemente na tenga una infeccién activa y podria ser necesario
hacer un seguimiento adicional para confirmar estatus seropositivo y potencial duracion de
inmunidad.

Si la persona presenta sintomas, se debe complementar con una prueba de Bioclogia
Molecular (PCR-TR).

Una prueba de anticuerpos per se nc puede determinar con certeza si actualmente una
persona tiene COVID-19, por lo gue recomienda hacer seguimiento.

Es posible que obtenga un resultado positivo para la prueba de anticuerpos y no tenga
sintomas del COVID-19 ni los haya tenido jamas. Esto es conocido como infeccion

asintomatica o infeccién sin sintomas.
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6.3.4. Pautas a seguir ante un resultado negativo

« Es muy probable que la persona no haya estado infectado anteriormente. No obstante,
podria tener una infeccion activa. Es posible que aun pudiera enfermarse si ha estado
expuesto al virus recientemente, ya que los anticuerpos no aparecen por hasta 1 a 3
semanas posteriores a la infeccion. Esto significaria que es susceptible a la infeccion y que
si esta cursando igual podria propagar el virus.

¢ Algunas personas demoran mas en crear anticuerpos e incluso algunas podrian no crean
anticuerpos ante COVID-19.

¢ Sj tiene sintomas, necesitaria la realizacion de prueba PCR/TR, para confirmacion del
diagndstico.

¢ Una prueba serologica per se no puede determinar si actualmente no tiene COVID-19.

Cuadro N°3. Interpretacion de anticuerpos IgG e IgM en pruebas rapidas

IgG IgM Interpreféé_ién Comentario
Si la persona tiene cuadro clinico
. . compatible con COVID-19, realizar
Negativo | Negativo A PCR/TR.
Enfermedad.
Considerar el periodo de ventana en el
cual no se desarrollan aun los anticuerpos.
Pasitive | Pasitivo |Presencia de la Enfermedad. | Paciente debe ser aislado.
“Inmunidad. Puede requerir prueba malecular
Negalivo | *Fase final de la infeccion. (PCRITR), para determinar si el paciente
*Infeccion pasada y curada. | aun puede infectar a olra persona.
| Se debe repetir dentro de 5 a 7 dias de la
prueba:
*Si se mantiene la IgG negativa y la IgM
*Inicio temprano de la positiva, entonces es un falsa positivo.
Negativo | Positivo | enfermedad. *Si la 1gG e IgM son positivas indica
*Falso positivo de la IgM. infeccion actual.
Realizar PCR/RT si no hay la posibilidad
de repetir la IgG e IgM.

Fuente: Elaboracion propia.
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6.4. Vigilancia seroldgica

Los CDC estan observando datos de pruebas de anticuerpos para estimar la cantidad total de
personas infectadas por SARS-CoV-2 en los Estados Unidos. Los CDC también utilizan pruebas
de anticuerpos para obtener mas informacion acerca de como el sistema inmunitario responde al
virus y para explorar como el virus se propaga entre las personas que han estado expuestas. La
informacion que los CDC estan estudiando surge de varios grupos, incluidos donantes de sangre
y contactos del hogar de personas que tuvieron sintomas y fueron diagnosticadas con COVID-19.

Paises como Per( y Colombia usan estas pruebas. Pero el Ministerio de Salud de Colombia
especifica que no se le considera como prueba diagnéstica de una infeccion vigente, sino que la

usan para "identificar el contacto previo de una persona con el virus SARS-CoV-2".

Las pruebas rapidas serolégicas podran ser realizadas por personal de salud debidamente
capacitado, cumpliendo con las medidas de bioseguridad y pasos del procedimiento para toma de

muestra.

Tomando en cuenta la necesidad gradual de flexibilizacion de la cuarentena en base a los riesgos
Municipales determinados, en nuestro pais entrard en vigencia la estrategia de vigilancia
serologica, dicho accionar debe estar dirigido inicialmente a personal de Salud, al Sector

Economico productivo, Policia Nacional, Fuerzas Armadas y Funcionarios Publicos con la

(4]
S e

L) SN T e "
s /?” E ‘{\ Identificar a las persanas que ya han estado en contacto con el virus (IgG+ / IgM-), pero no
== T Q-

Tatue " 4 5 y 3 .
_5@-:31;\;5 han sido diagnosticadas anteriormente, tal es el caso de los asintomaticos u otros casos

Zu «™" leves no diagnosticados, las cuales se entiende que ya han pasado la enfermedad y tienen

un determinado grado de inmunidad, situacion que no excluye la posibilidad de reinfeccion
y contagio a ofras personas. Sin embargo, estas personas pueden trabajar con
normalidad, cumpliendo las medidas de proteccion personal, bioseguridad vy
distanciamiento social.

» Determinar al personal que debe realizarse el PCR-RT para confirmar infeccién activa
(1gG+ / IgM+) o (IgG- / IgM+), estas personas lienen altas posibilidades de estar enfermos

por lo que es necesaria la confirmacion del diagndstico mediante las pruebas moleculares.
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Posteriormente de manera paulatina y en base a la disponibilidad de pruebas seroldgicas se

realizaréa un screening al resto de la poblacion.

Lo expresado anteriormente garantizarda un uso racional de las pruebas moleculares
confirmatorias, ademas de la identificacién de poblacién con alta respuesta inmunoldgica frente al
SARS-CoV-2.

6.5. Recomendaciones

Las pruebas seroldgicas tienen sus ventajas solo para estimar la situacion inmunolégica del
paciente. Sin embargo, tienen sus limitaciones para el diagnéstico clinico temprano ya que la
sero-positivizacién varia mucho entre las personas. Existen reportes que muestran que se los
infectados se comienzan a positivizar a partir del dia 5 después de la aparicién de sintomas y el
100% solo se alcanza después de 30 dias, siendo el 50% a los 11 dias. Esto puede interferir con
el diagnostico por la aparicion de falsos negativos. Lo anterior muestra que, para conocer la
situacion de la poblacion, de modo que se incluya a los que ya no tienen el virus, pero si fueron
infectados y ya no tienen el virus, es conveniente contar con las pruebas serolégicas. Asimismo,
estas pruebas deberdn ser validadas localmente, recordando la experiencia de paises que
tuvieron que devolver a los fabricantes lotes de pruebas por no tener los niveles de confianza
deseados.
En resumen, si la politica es realizar las pruebas masivas, para detectar asintomaticos, contactos
T, Y vectores para su aislamiento, es importante realizar las pruebas moleculares. Por el costo, todo

Or. Roefy gy

lindica que las pruebas moleculares répidas, una vez validadas, debieran ser objeto de la

referencia de compra. Las pruebas seroldgicas rapidas (mejor las de ELISA) pueden apoyar el

4',
gnostlco clinico en fase tardia o de seguimiento, pero para el estudio epidemiologico su valor

s limitado.
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ANEXO N°1. Recomendaciones para uso de pruebas de laboratorio.
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ANEXO N°2. Algoritmo de conducta a seguir

Fuente; Elabcracion propia.

l

INMUNIDAD
ACTIVIDAD NORMAL
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ante resultados de pruebas rapidas.
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