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Resumen

El diagnéstico microbiolégico es esencial en el conocimiento y manejo de las enfermedades
infecciosas, tanto en los procesos habituales de la practica clinica como en la aparicién de
nuevos microorganismos, como en los préximos que puedan aparecer con el cambio climatico
y la nueva situacion de los vectores que transmiten enfermedades en nuestro medio.

El 11 de marzo 2020 la Organizacién Mundial de la Salud declar6 la alerta por pandemia
mundial por SARS-CoV-2 que se descubrié y se aislé por primera vez en Wuhan, China, en un
brote de neumonia de etiologia desconocida vinculada a un mercado. Es una infeccién que
tiene un origen zoonético, se transmitié de un huésped animal a uno humano. Actualmente no
se conoce de forma clara de dénde proviene el SARS-CoV-2.

A principios de enero de 2020, cientificos chinos anunciaron que habian aislado y secuenciado
completamente el virus y lo publicaron; esto permiti6 disponer de técnicas de PCR para realizar el
diagnéstico de la infecciéon por SARS Cov2 en todo el mundo. El objetivo de este trabajo es revisar
el papel llevado a cabo desde el Servicio de Microbiologia Clinica del Hospital Universitario de
Navarra en la pandemia de COVID-19 y, en concreto, en nuestra comunidad, Navarra.

Mas de dos anos después y, sin dejar de lado el profundo impacto sanitario, familiar y social
que ha tenido, debemos quedarnos con lo positivo del aprendizaje profesional y personal
adquirido para aplicarlo en nuestro dia a dia, asi como para las futuras pandemias que vengan.

Palabras clave. SARS-CoV-2. Pandemia. Diagnéstico microbiolégico. Secuenciacién masiva.
COVID-19.

INTRODUCCION

El diagnéstico microbiol6gico es esencial en el conocimiento y co-
rrecto manejo de las enfermedades infecciosas tanto en la rutina diaria
(sepsis, bacteriemias, infecciones respiratorias, infecciones de trasmi-
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sién sexual o infecciones congénitas) como ante la aparicién de nuevos
microorganismos como el virus de viruela del mono o los préximos que
puedan surgir en nuestro medio a consecuencia del cambio climético y la
situacién de los vectores que transmiten virus causantes de enfermeda-
des (dengue, West Nile, fiebre hemorréagica de Crimea Congo), que pueden
presentarse en nuestro medio. También tiene un importante valor a nivel
epidemiolégico, para conocer los patégenos circulantes, la gravedad aso-
ciada, y el posible desarrollo de antivirales o vacunas. Un bien dotado
Servicio de Microbiologia Clinica es fundamental para conseguir ambos
objetivos.

La pandemia mundial por SARS-CoV-2 ha supuesto todo un reto a dife-
rentes niveles: sanitario, microbiolégico, social y econémico!. La enferme-
dad X es el nombre que adopt6 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
en febrero de 2018 en su lista de enfermedades prioritarias para definir un
patégeno hipotético y desconocido que podria causar una epidemia futura.

El objetivo de este trabajo es revisar el papel llevado a cabo desde el
Servicio de Microbiologia Clinica del Hospital Universitario de Navarra
(HUN) en la pandemia de COVID-19 y, en concreto, en la Comunidad Foral
de Navarra.

ANTECEDENTES SARS-COV-2

SARS-CoV-2 es un virus RNA de unos 29.900 nucleé6tidos perteneciente
a la familia Coronovaviridae que esta constituida por cuatro géneros: Al-
phacoronavirus, Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus.
Ademas del virus SARS-CoV-2, se han descrito en humanos otros seis co-
ronavirus: dos Alphacoronavirus (229E y NL63) y cuatro Betacoronavirus
(0C43, HKU-1, SARS-CoV y MERS-CoV). Todos se asocian a infecciones res-
piratorias en general leves, salvo SARS-CoV, SARS-CoV-2 y MERS-CoV, que
han producido infecciones graves y con capacidad para diseminarse en
diferentes paises>.

SARS-CoV-2 se descubri6 y se aislé por primera vez en Wuhan, China,
en un brote de neumonia de etiologia desconocida vinculada a un merca-
do. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié el nombre de
la enfermedad como COVID-19 (coronavirus disease-2019) y se denomin6
provisionalmente 2019-nCoV al agente etiolégico, que posteriormente fue
renombrado SARS-CoV-2.

Tiene un origen zoonético, es decir, que se transmitié de un huésped
animal a uno humano. A dia de hoy se desconoce su procedencia, aunque
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diversas investigaciones descartan casi por completo la posibilidad de que
surgiera en un laboratorio debido a la accién humana. Anélisis genéticos
realizados hasta el momento, tomando como base otros coronavirus cono-
cidos, sugieren que el murciélago o el pangolin pudieron ser los animales
que lo transmitieron a humanos?®. Existen dos teorias sobre este origen: 1)
la primera senala que el virus reunio sus actuales caracteristicas genéticas
por selecciéon natural en el animal que lo transmitié a los humanos, con-
virtiéndose en patégeno para el ser humano antes de propagarse entre las
personas; 2) la segunda sugiere que esta seleccion natural que confiere al
virus sus sefas de identidad se dio ya en humanos, después de producirse
la transferencia zoon6tica; segin esto, un ancestro del SARS-CoV-2 habria
pasado de animales a personas antes de mutar y convertirse en el virus que
ahora conocemos. Ninguna de las dos teorias ha podido confirmarse hasta
el momento*.

ESTRUCTURA DEL VIRUS

La estructura del coronavirus, que recibe este nombre por la apariencia
caracteristica de las proteinas de su cubierta, es un virus esférico de 100-
160 nm de didmetro, con envuelta lipidica y que contiene ARN. El genoma
del virus SARS-CoV-2 codifica cuatro proteinas estructurales: proteina S (es-
picula), proteina E (envoltura), proteina M (membrana) y proteina N (nu-
cleocapside) y proteinas no estructurales (Nsp1-16) codificadas por ORFla
y ORFlab.

La proteina S se encuentra en la superficie de la envoltura del virus
y tiene un papel relevante en la infeccién porque contiene el dominio
de unién al receptor (RBD) de las células que infecta y, por lo tanto, es
la proteina determinante del tropismo del virus. Ademas, es la proteina
que tiene la actividad de fusién de la membrana viral con la celular que
permite liberar el genoma viral en el interior de la célula que va a infectar.
Se trata del principal antigeno viral al que van dirigidos la mayoria de
anticuerpos.

El primer paso de la infeccion por coronavirus es la entrada del virus
en las células. El coronavirus SARS-CoV-2 entra en las células a través de
la unién de una proteina de su superficie, la proteina S, con el receptor
ACE-2 (enzima convertidora de angiotensina de las células huésped). ACE-
2 forma parte de una ruta bioquimica que interviene en la regulacién de
procesos como la inflamacién o la presién sanguinea, y su funcién habi-
tual es modular la actividad de la angiotensina 2 para contrarrestar sus
efectos daninos®.
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DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE SARS-CoV-2
RT-PCR

A principios de enero de 2020, un grupo de cientificos chinos envié los
datos de secuenciacion del SARS-CoV-2 para publicarlos en Virological.org,
un centro de datos previos a la publicacion, disefiado para ayudar con las
actividades de salud publica y la investigacién. Anunciaron que habian ais-
lado y secuenciado completamente el virus, lo que provoc6 una demanda
para la publicaciéon completa de los detalles. La secuencia fue depositada
en GenBank el 5 de enero de 2020 (nimero de acceso MN908947 y su ver-
sién actual como MN908947). La publicacién fue comunicada por Edward
Holmes (PhD, Universidad de Sydney), en nombre del grupo dirigido por
Yong-Zhen Zhang (PhD, Universidad de Fudan, Shanghai)®.

Desde el lanzamiento de las secuencias de genes, los expertos en co-
ronavirus han estado investigando en busca de pistas sobre el origen de
SARS-CoV-2 de Wuhan, cémo podrian probarlo y como podria comportarse.

Vineet Menachery (PhD, Universidad de Texas UTMB) dijo que el SARS-
CoV-2 parece ser un coronavirus del grupo 2B, lo que lo coloca en la misma
familia que el virus del SARS causante del sindrome respiratorio agudo se-
vero. Ambos se encuentran dentro del grupo sarbecovirus, bastante estu-
diado por ser en el que se encuentran coronavirus similares de murciélago.

Con la publicacién de la secuencia genética ya pudieron disenar sondas
y primers, lo que supuso disponer en poco tiempo de una herramienta diag-
noéstica en los servicios de Microbiologia Clinica de todo el mundo, aunque
al principio solo era posible el diagndstico de unos pocos pacientes y no se
podia realizar un diagnostico masivo de la poblacion.

En el caso de Espafa, y concretamente de Navarra, fue Roche Diagnos-
tics la compaiiia que en enero de 2020 nos permitié disponer de reactivos
para realizar la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) de identificacion
de SARS-CoV-2. El resto de casas comerciales tardaron meses en obtener el
reactivo.

Inicialmente se siguieron los protocolos validados por diferentes orga-
nismos internacionales como el Centre for Disease Control (CDC) de EEUU,
el German Consililiary Laboratory for Coronavirus del Hospital Charité de
Berlin, que recomendaban diferentes métodos de cribado; CDC indicaba
detectar dos dianas genéticas del gen de la nucleocapside (N1 y N2) y
el Hospital Charité de Berlin recomendaba la deteccién del gen E de la
envoltura como cribado y una posterior confirmaciéon con el gen RdRp
(ARN polimerasa dependiente de ARN). Posteriormente fueron adaptados
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por las casas comerciales y fueron evolucionando con la deteccién de
diferentes dianas.

En Microbiologia Clinica del HUN a finales de enero 2020 adquirimos el
reactivo TIOBIOMOL (ROCHE Diagnostics) que detectaba el gen E, comun
a los sabercovirus, y el gen N especifico de SARS-CoV-2 con el objetivo de
ofrecer un resultado rapido y agil a nuestros pacientes en vez de remitir la
muestra al Centro Nacional de Microbiologia (Majadahonda). Para su uso
empleamos el termociclador z480 situado en el servicio de Anatomia Pato-
l6gica del HUN, que nos lo cedi6 durante la pandemia

El primer caso de diagnostico de SARS-CoV-2 se realiz6 un sdbado 29 de
febrero de 2020 a una paciente de 39 afios de origen nigeriano que volvia de
Bélgica de una reunién religiosa que presentaba una coinfecciéon con virus
de la gripe B. Un acompanante también fue diagnosticado de infeccién por
SARS-CoV-2. Este proceso cost6 muchas horas de trabajo, hasta 12 horas, y
de confirmacién ante el primer caso diagnosticado. Sorprendentemente el
bebé de cinco meses de la paciente que viajo con ella no tuvo una infeccion
por SARS-CoV2, pero si tenia la infeccion por virus de Gripe B. Gracias al Ser-
vicio de Anatomia patolégica que nos prest6 el equipo de Roche se pudieron
realizar los primeros diagndsticos en Navarra, estuvimos varios meses reali-
zando el diagnostico en su laboratorio y después en el servicio de Microbio-
logia Clinica con el mismo equipo que amablemente nos prestaron.

En Microbiologia del HUN, al principio y durante meses, contamos solo
con la técnica diagnoéstica de la casa comercial Roche. Posteriormente, en
cuanto estuvieron disponibles los reactivos de otras casas comerciales,
apostamos por trabajar con cuatro o cinco casas comerciales diferentes
con sus diferentes plataformas. Esto fue un gran acierto. Esta estrategia
de diversificaciéon hizo que en ningin momento Navarra se viera desabas-
tecida de reactivos a pesar de que nos costdé6 mucho trabajo conseguirlos.
Hay que recordar que, en marzo 2020, no solo habia escasez de masca-
rillas, guantes, o respiradores, sino de todo tipo de material sanitario, y
una falta de material derivado del plastico a nivel mundial. Para realizar el
diagnéstico microbiolégico es necesario disponer del reactivo de ampli-
ficacién, pero también son imprescindibles puntas de pipeteo, placas de
extraccion, tubos de amplificacién y una gran cantidad de material: si falta
uno de ellos ya no puede llevarse a cabo la prueba. Ademas de las solu-
ciones comerciales, pusimos a punto una real time RT-PCR (PCR in-house)
y una extraccion de material genético por calor, sin necesidad de utilizar
reactivos como alternativa en caso de que rotura de stock por parte de las
casas comerciales.

Tiempo después, en el diagnostico microbiol6gico por PCR ha habido
una amplia gama de opciones, que van desde sistemas para hacer de for-
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ma individualizada PCR Point-of Care-POC hasta sistemas robotizados que
pueden trabajar hasta 96 muestras o mas o sistemas tipo auto analizadores.
Ademas, meses después se afiadi6 la opciéon de RT-PCR multiplex comercial
para detectar en una misma PCR SARS-CoV-2 y otros virus respiratorios
como el virus de la gripe y el virus respiratorio sincitial.

La muestra recomendable para realizar el diagnoéstico es del tracto res-
piratorio (principalmente del tracto respiratorio superior), exudado nasofa-
ringeo, exudado orofaringeo y, en caso de alta sospecha clinica y resultado
negativo en 24h, tracto respiratorio inferior. Los aspirados, lavados nasales
y esputos inducidos plantean la dificultad de su obtencion en condiciones
de bioseguridad adecuadas, debido a los aerosoles que se pueden generar’.

Para facilitar la auto-toma, o en situaciones en las que no es posible
tomar muestra del tracto respiratorio superior, la saliva también se ha con-
siderado una buena alternativa. En nuestro centro decidimos no instaurar
su uso debido al menor rendimiento respecto a muestra nasofaringea®.

La automatizacion, con el empleo de robots extractores y dispensado-
res para la realizacion de mezclas para la PCR (master mix) y la adquisicion
de nuevos equipos, estuvo disponible a partir de finales de marzo de 2020.
A lo largo de la pandemia dispusimos de cuatro robots Starlet (Seegene)
y, desde julio de 2020, de dos sistemas totalmente automatizados desde
que se introduce la muestra hasta que se obtiene el resultado (Cobas 6800
de Roche y Alinity-M de Abbott). Esto permitié asumir la alta demanda ge-
nerada en el ambito hospitalario, asi como la generada cuando empez6 a
realizarse diagnostico microbiolégico en pacientes de Atencién Primaria y
de cribados.

SARS-CoV-2 es un agente clasificado como de grupo de riesgo 3. En este
contexto, las muestras para deteccién de acidos nucleicos, se pueden pro-
cesar utilizando, al menos, normas de nivel 2 de bioseguridad. Las mues-
tras deben llegar al area de recepcion del laboratorio en embalajes que
respeten las medidas de bioseguridad y, para realizar las PCR, las muestras
que no vengan en medios de transporte con sustancias inactivantes deben
someterse a un proceso de lisis externa con un buffer adecuado durante
aproximadamente 15 minutos. Toda manipulacién de las muestras antes
de la inactivaciéon se realizard en cabina de seguridad bioldgica tipo IIA
utilizando el equipo de proteccién individual adecuado, a fin de evitar el
contagio por salpicaduras y/o aerosoles. Posteriormente, las muestras se
trabajaran en cada caso siguiendo las instrucciones de los fabricantes de
los equipos que se vayan a utilizar.

La bioseguridad y proteccién del personal siempre es un aspecto pre-
sente en todo servicio de Microbiologia pero mas si cabe en esta pandemia
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o ante la aparicién y manejo de nuevos microorganismos. Desde finales de
enero de 2020 afiadimos a nuestra infraestructura un laboratorio nivel 3, lo
que ampli6 nuestra capacidad de trabajo.

Los protocolos de cribado han ido cambiando a lo largo de estos dos
anos y medio. Se realizaron cribados masivos en distintos pueblos y colec-
tivos, empresas, residencias de ancianos y dependientes, lo que hizo que,
independientemente de las olas epidemiolégicas, nuestro servicio tuviera
una elevada carga de trabajo de manera constante. Los mayores picos ocu-
rrieron en octubre y noviembre de 2020, con >4.500 muestras/dia y mante-
niendo tiempos de respuesta inferiores a 24horas.

En julio de 2020 se inici6 el trabajo en sistema pool para las muestras
procedentes de cribados masivos y de Atencién Primaria, que consiste en
mezclar hasta 10 muestras diferentes y realizarles la PCR; si el resultado del
pool es negativo, todas las muestras que contiene se consideran negativas;
por el contrario, si el pool es positivo hay que realizar PCR por separado
a cada una de las muestras para saber cudles son positivas. Esto supuso
un gran avance para la realizacion de cribados, asi como un reto de orga-
nizacién que ademas conllevé una optimizaciéon de recursos. A partir de
febrero de 2021 se dispuso de un robot pooleador (mezclador de muestras)
automatizado.

Las muestras de pacientes de ambito hospitalario siempre se trabaja-
ron de forma individual y, segln criterio, de forma urgente o no. Los pools
se realizaban de mas o menos muestras en funcion de la tasa de positividad
de cada area de salud.

Se cont6 con el desarrollo propio de un software desarrollado por TRA-
CASA para la gestién, creacion y emision de resultados que fue implantado
en octubre 2020 y que supuso una disminucién de la carga de trabajo para
el Servicio de Microbiologia Clinica.

Deteccion de antigenos

Esta técnica se basa en la deteccion de la nucleoproteina (N) y requiere
un pretratamiento de la muestra con un buffer de extraccién que consigue
liberar la proteina N, permitiendo la reaccién con los anticuerpos especifi-
cos del ensayo.

Existen dos grupos de técnicas para la deteccion de antigenos (Ag):
la inmunocromatografia, o inmunoensayo de flujo lateral (IEFL) es la mas
usada; y la que se realiza de forma automatizada por inmunoensayo por
quimioluminiscencia (CLIA) o por enzimunoensayo (EIA). Para su realiza-
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cion se dispuso de test de Ag comerciales en agosto de 2020 (cuya venta
fue autorizada posteriormente en oficinas de farmacia para su realizacién
por parte del paciente). Son técnicas que presentan una excelente especifi-
cidad, y una sensibilidad menor que la PCR pero condicionada por la carga
viral: a mayor Ct (umbral de ciclo, cycle threshold), menor probabilidad de
deteccion por Ag.

El Servicio de Microbiologia Clinica del HUN probé y evalué una técni-
ca de deteccion de Ag de la casa CERTEST? y una técnica automatizada de
deteccién y cuantificaciéon de antigeno de SARS-CoV-por CLIA. El CLIA de
antigeno mostré una sensibilidad del 70,5% y una especificidad del 78,9%,
por lo que decidimos no apostar por esta técnica.

Existe una gran variedad de test de deteccién de Ag en el mercado que
presentan diferentes valores de sensibilidad. Dicha sensibilidad no se ha vis-
to en principio comprometida con el discurrir de las nuevas variantes sur-
gidas, debido a que la regién N esta sometida a menos mutaciones que la S.

Cultivo celular

El cultivo celular es la técnica que mejor indica la viabilidad del virus
SARS-CoV-2 y durante cuanto tiempo puede transmitirlo una persona in-
fectada, asi como para estudio de nuevos antivirales. Es una técnica muy
laboriosa y, en la actualidad, son muy pocos los laboratorios de Microbio-
logia que la realizan. En el caso de SARS-CoV-2 el cultivo celular ha queda-
do practicamente relegado al plano de la investigacion. Todas las lineas
celulares de rin6én de dos especies de mono (cercopiteco verde y macaco
Rhesus) son susceptibles a la infeccion por SARS-CoV-2, observandose un
efecto citopatico temprano (48 h).

Como ocurre con otros virus respiratorios, los trabajos publicados han
demostrado que el virus se mantiene viable un periodo de tiempo muy infe-
rior al de la positividad de la deteccién por PCRY, con resultados discrepantes
respecto a su viabilidad que pueden ser debidas al tipo de linea celular em-
pleada, a la gravedad del cuadro clinico, al tiempo transcurrido hasta la toma
de la muestra o al estado de inmunocompetencia del paciente, entre otras.
Por lo general, se ha demostrado que, en pacientes inmunocompetentes con
COVID leve, el virus permanece viable menos de una semana, mientras que
en pacientes con neumonia grave o inmunodeprimidos el virus puede perma-
necer viable mas de 20 dias. Respecto a la correlacion entre la viabilidad del
virus y el Ct, se ha descrito que la viabilidad es >90% en muestras con Ct<25,
tanto en pacientes leves como graves, mientras que la viabilidad es tan solo
del 5% en pacientes leves y del 15% en graves en muestras con Ct>35.
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Serologia

El genoma del SARS-CoV-2 codifica cuatro proteinas estructurales prin-
cipales: la espicula (S), la nucleocapside (N), la envoltura (E) y la mem-
brana (M). De estas, las proteinas S y N presentan inmunogenicidad y los
anticuerpos IgM e IgG frente a estos antigenos son la diana de las pruebas
serolégicas de la infeccion por SARS-CoV-2 disponibles en la actualidad.

En la mayoria de los pacientes, la seroconversiéon ocurre durante las
dos primeras semanas tras el inicio de los sintomas. Se ha descrito que los
anticuerpos frente a la proteina N aparecen antes que los generados frente
a la proteina S y que tienen tendencia a disminuir e incluso desaparecer
antes que los anticuerpos frente a la proteina S'215.

En la actualidad las técnicas serolégicas mas frecuentes son las ya men-
cionadas para la deteccion de Ag: IEFL y las plataformas automatizadas de
gran capacidad basadas en EIA o en CLIA. Los IEFL, inmunoensayos de flu-
jo lateral también llamados inmunocromatografias, son técnicas que solo
requieren una gota de sangre obtenida por puncién en el dedo, la cual se
deposita en una tira reactiva y cuya lectura de resultados se realiza tras
15-30 minutos. Su principal ventaja es la facilidad de uso, lo que resulta de
gran utilidad para realizar pruebas en zonas con dificil acceso a material y
técnicas mas sofisticadas. Sin embargo, presentan desventajas como una
sensibilidad limitada, falta de cuantificacién y la subjetividad de su lectura.
Las plataformas automatizadas basadas en enzimoinmunoensayo (EIA) o
en inmunoensayos de quimioluminiscencia (CLIA) poseen gran capacidad,
alto rendimiento y sensibilidad, por lo que son consideradas de elecciéon
para realizar la serologia de SARS-COV-2. La muestra requerida es suero o
plasma.

En el Servicio de Microbiologia Clinica del HUN contamos desde mayo
de 2020 con un inmunoensayo CLIA para la deteccién cualitativa de anti-
cuerpos totales anti proteina N del SARS-COV-2: Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
(Roche Diagnostics International Ltd, Rotkreuz, Switzerland). Hasta agosto
de 2022 hemos realizado 65.933 determinaciones de anticuerpos totales
anti N con este reactivo en la plataforma Cobas e801. Para esta misma pla-
taforma también contamos con otro inmunoensayo CLIA para la cuantifica-
cion de anticuerpos totales anti proteina S (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S);
ello permite cuantificar los anticuerpos producidos tras la vacunacién en
aquellas personas que no se han infectado por el virus, ya que la vacuna
induce la produccién de anticuerpos anti S, no anti N. La cuantificacion es
expresada en Ul/mL, siendo 250 Ul/mL la cantidad maxima de anticuerpos
anti S que es capaz de detectar este reactivo. Hasta agosto de 2022 hemos
realizado 6.808 determinaciones de anticuerpos totales anti S.
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Para la deteccién cuantitativa diferenciada de anticuerpos IgM e IgG
anti S contamos con dos inmunoensayos CLIA: LIAISON® SARS-CoV-2 IgM
y LIAISON® SARS-CoV-2 S51/S2 1gG (DiaSorin, Saluggia, Italia). Estos dos re-
activos se utilizan en la plataforma LIAISON XL y el resultado es expresado
en unidades arbitrarias (AU/mL), considerandose positivos los valores >15.
Hasta agosto de 2022 hemos realizado 18.121 determinaciones de anticuer-
pos IgGy 18.004 de IgM.

Las pruebas serologicas tienen una utilidad limitada en el diagnéstico
de la infeccion aguda por SARS-COV-2 debido a su baja sensibilidad en las
primeras dos semanas de infeccién; por ello se recomiendan como pruebas
diagnosticas de eleccién la PCR o la deteccién de antigenos’. Solamente se
recomienda la serologia como prueba de primera linea en el sindrome infla-
matorio multisistémico pediatrico, trastorno que se ha relacionado con la
infecciéon por SARS-CoV-2 y que puede tener lugar semanas después de la
infeccién aguda.

El principal y mas importante uso de la serologia son los estudios de
seroprevalencia. A través de estos estudios se puede conocer el porcentaje
de poblacién que ha pasado la infeccién porque presentan anticuerpos anti
N. También permiten conocer, en aquellas personas que no han pasado la
infeccién pero estan vacunadas, si han producido anticuerpos anti S y en
qué cantidad. Estos estudios de seroprevalencia son una herramienta de
gran utilidad para salud publica.

En el ambito sanitario, la serologia también se ha utilizado en ocasiones
como criterio de apoyo para la reincorporacion de trabajadores sanitarios
con PCR positiva y Ct elevado.

Una aplicaciéon ain muy poco extendida de la serologia es el estudio
de la respuesta inmune celular especifica frente a SARS-COV-2 desarrolla-
da tras la infeccién o la vacunacién. Se han desarrollado algunos ensayos
comerciales de tipo quantiferon basados en la estimulacién celular de los
linfocitos T plasmaticos con un pool de antigenos de SARS-COV-2. La pro-
duccién de interferén y por parte de estos linfocitos T es detectada por lo
general mediante un ELISA. Su principal utilidad es el estudio de la respues-
ta vacunal en pacientes que tienen su inmunidad humoral comprometida.

A lo largo de estos anos de pandemia hemos participado en diferentes
estudios de seroprevalencia.

Hemos realizado la serologia del estudio nacional de sero-epidemiolo-
gia de la infeccion por SARS-CoV-2 en Espaia (Estudio ENE-COVID) finan-
ciado por el Ministerio de Sanidad y coordinado por el Instituto de Salud
Carlos III 2020. Se trat6 de un amplio estudio longitudinal cuyo objetivo
era estimar la prevalencia de la infeccién por SARS-CoV-2 en la poblacién
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espafola mediante la determinacién de anticuerpos y evaluar su evolucion
temporal. Para ello, se realizaron tres rondas de ENE-COVID en 2020 (27/04-
11/05, 18/05-01/06 y 08/06-22/06), incluyendo a un total de 68.296 partici-
pantes de toda Espafa. Los participantes completaron un cuestionario so-
bre caracteristicas demogréaficas, factores de riesgo, si habian sido caso
confirmado de COVID-19 y si presentaban sintomas!®. Para la deteccién de
anticuerpos IgG, a todos ellos se les realiz6é un test rapido inmunocromato-
grafico con una gota de sangre del dedo y también se les tom6 muestra de
sangre por venopuncioén, para ser analizado el suero mediante un ensayo
de quimioluminiscencia (SARS-CoV-2 IgG Architect, Abbott Laboratories)
en 29 laboratorios de Microbiologia de Espaia. Los resultados del estudio
mostraron que la seroprevalencia de anticuerpos IgG en Espaiia fue de un
4,6%. Respecto a la Comunidad Foral de Navarra, participaron 1.744 perso-
nas y la seroprevalencia fue de un 5,7 (primera ronda), 6,3 (segunda ronda)
y 6,6 (tercera ronda)*.

También hemos realizado el Estudio de seroprevalencia realizado a los
profesionales sanitarios-sociosanitarios de Navarra (SEPROSANA), coordi-
nado y financiado por el Departamento de Salud del Gobierno de Navarra
y el Servicio Navarro de Salud-Osasunbidea (SNS-O) en 2020. Su objetivo
fue conocer el nivel de seroprevalencia en los profesionales sanitarios y
sociosanitarios de Navarra, proporcionando informacién para evaluar los
cambios de la prevalencia a lo largo del tiempo en estos profesionales. Se
realiz6 en dos etapas: junio-julio y noviembre. Participaron 14.636 profesio-
nales en la primera ronda y 14.562 en la segunda, lo que supuso aproxima-
damente un 75% del total de profesionales. Para la deteccién de anticuer-
pos frente a SARS-Cov-2 se tom6 una muestra de sangre por venopuncion
a los participantes que se analiz6 mediante quimioluminiscencia, primero
midiendo anticuerpos totales (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2, Roche) y, si es-
tos eran positivos, se realizaba la diferenciacion IgM/IgG (LIAISON® SARS-
CoV-2 IgM/IgG, DiaSorin). Los resultados de este estudio reflejaron que la
seroprevalencia de IgG en los profesionales del Sistema Navarro de Salud
en la primera ronda fue de un 7,2% y aumenté a un 9,4% en la segunda. Res-
pecto a la IgM, fue positiva en el 3,9% de profesionales en la primera ronda
y en el 3,8% en la segunda.

Otro estudio realizado fue la Encuesta de seroprevalencia de anticuer-
pos frente al SARS-CoV-2 en pacientes de Atencién Primaria de Navarra,
coordinado y financiado por el Departamento de Salud del Gobierno de Na-
varra y el Servicio Navarro de Salud-Osasunbidea en 2022. Su objetivo fue
estimar la prevalencia de anticuerpos anti N y anti S del SARS-CoV-2 en la
poblacién de Navarra mayor de 5 aifos'. Se llevd a cabo entre el 26/04/22 y
el 03/06/2022 y se incluyeron un total de 1.461 participantes, a los que se les
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tomo muestra de sangre por venopuncion que se analiz6 con dos ensayos
de quimioluminiscencia, uno para la deteccién de anticuerpos totales anti
N (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2, Roche) y otro para la deteccion de anticuer-
pos totales anti S (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S, Roche). Los resultados han
mostrado que el 97,4% de las personas analizadas presentaba algin tipo de
anticuerpo frente a SARS-CoV-2: el 61,9% presentaban anticuerpos anti N,
lo que indica que han pasado la infeccién, el 92,3% presentaba anticuerpos
anti S por encima de 250 U/mL, y un 56,9% presentaba ambos tipos de an-
ticuerpos'.

VARIANTES DE SARS-CoV-2

Los virus como el SARS-CoV-2 evolucionan constantemente a medida
que se producen cambios en el cédigo genético provocados por mutacio-
nes genéticas o por la recombinacién viral durante la replicaciéon del ge-
noma.

Una variante comprende diferentes linajes y sublinajes con caracteris-
ticas antigénicas comunes y determinadas mutaciones consideradas como
definitorias. La clasificacion de linajes y sublinajes correspondientes a una
variante se asignan atendiendo a la prevalencia de las secuencias virales
con mutaciones definitorias, la localizacién geografica y la fecha de apari-
cion. Las variantes son asignadas por la OMS cuando un determinado linaje
alcanza un umbral de circulacién suficiente para ser monitorizado.

En estos casos, un linaje o grupo de linajes puede ser designado por
las organizaciones de salud publica como variante bajo monitorizacion
(VUM), variante de preocupacién (VOC) o variante de interés (VOI) debi-
do a atributos y caracteristicas compartidas que pueden requerir medi-
das de salud publica. A lo largo de la pandemia han ido evolucionando las
variantes a medida que el virus ha mutado. Las variantes se han produci-
do en cualquier lugar del mundo y desde alli algunas se han diseminado
a nivel global y otras han permanecido en un lugar concreto donde se
originaron'é. Tanto las variantes Alpha como Beta fueron designadas por
la OMS en la misma fecha, sin embargo, el impacto de Alpha fue mayor
antes que el de Beta por lo que fue la primera en ser una variante de preo-
cupacion (VOC). La OMS asigna el nombre siguiendo el orden del alfabeto
griego, no solo en funcién de la fecha de aparicién sino también atendien-
do al nivel de preocupacién que alcanza. La OMS subraya que las nuevas
variantes emergentes deberian ser objeto de seguimiento por las autori-
dades de salud publica, y deberian realizarse evaluaciones comparativas
de sus caracteristicas virales, asi como evaluar la inmunidad conferida
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por las vacunas frente a ellas. A dia de hoy, verano 2022, la variante pre-
dominante es Omicron.

El estudio del virus debe realizarse por secuenciaciéon masiva (NGS)
para obtener todo el genoma con sus diferentes mutaciones y poder asig-
nar tanto el linaje como la variante de la que se trate. También puede ha-
cerse secuenciacion por Sanger del gen S, pero es una aproximaciéon dado
que es una secuenciacion parcial que no permite asignacién de linaje. En
Navarra hemos realizado 23 runs de NGS (384 muestras/run) a lo largo
de la pandemia en colaboracién con la empresa Nasertic, asi como otros
en otras plataformas del HUN. También formamos parte de la red espa-
nola de laboratorios para la secuenciacion de SARS-CoV-2 (RELECOV) y
hemos participado en el proyecto europeo HERA Incubator coordinads
por el Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos III.
En este momento disponemos de 8.978 virus secuenciados y 161 linajes
diferentes que han circulado en Navarra (Tabla 1). Hay que destacar la
variante a la que apodamos coloquialmente como Carriquiri (denominada
oficialmente como linaje B.1.575) de la que secuenciamos 203 virus en Na-
varra; fue un linaje que no se extendi6 por el resto del mundo. Comenz6
en un taller en la comarca de Pamplona y posteriormente se difundi6é en
una mezquita'’.

A nivel mundial, todas las secuencias de SARS-CoV-2 son ttiles para el
disefio de nuevas vacunas, y nuevos antivirales. Algunas mutaciones pue-
den provocar grandes cambios en el comportamiento de los virus: puede
facilitar la transmision entre personas (se extiende rapidamente en una co-
munidad y, por ejemplo, empieza en la India y rdpidamente se propaga a
Europa), agravar la enfermedad (requerir mas ingresos, causar mas mor-
talidad) o disminuir la eficacia de las vacunas (los virus pueden escapar a
las mismas).

La OMS, ha estado vigilando y evaluando la evolucién del SARS-CoV-2.
La aparicion de variantes que suponen un mayor riesgo para la salud puabli-
camundial, a finales de 2020, hizo que se empezaran a utilizar las categorias
VOI y VOC. La OMS y sus redes internacionales de expertos llevan a cabo
un seguimiento de los cambios que experimenta el SARS-CoV-2 para que,
en caso de que se detecten sustituciones significativas en aminoacidos, se
pueda informar a los paises y a la poblacion acerca de las medidas que se
deban adoptar a fin de reaccionar ante la variante y de prevenir su propa-
gacion. Ademas, las autoridades deben reforzar la capacidad de vigilancia
y de secuenciacién, adoptar un enfoque sistematico para proporcionar una
indicacién representativa de la amplitud de la transmisién de las variantes
del virus basada en los contextos locales y detectar cualquier suceso epi-
demiolégico inusual.
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Tabla 1. Relacion de linajes detectados por secuenciacion masiva en Navarra hasta sep-
tiembre de 2022

Linaje Pango = Muestras N Paises mas frecuentes
Reino Unido 67%, Estados Unidos de América 13%,

AYA 120 Dinamarca 3%, Espana 2%, Francia 2%
Alemania 16 %, Francia 10 %, Turquia 10 %, Reino
AY.43 506 Unido 8 %, Dinamarca 8 %
B.1 312 Estados Unidos de América 32 %, Emiratos Arabes
' Unidos 11 %, China 8 %, Alemania 8 %, Australia 4 %
B.LLT 2304 Reino Unido 51%, Estados Unidos de América 13%,
B ’ Alemania 9%, Suecia 4%, Paises Bajos 3%
B.1.177 1.017 Importante linaje mayoritariamente europeo,
o ’ resultado de la apertura de fronteras verano 2020
Sudéfrica 28 %, Bélgica 10 %, Alemania 9 %, Francia
B.1.351 107 6 %, Mayotte 6 %
B.1.575 203 Estados Unidos de América 90%, Espafia 4%,
o Repiiblica Dominicana 2%, Bonaire 1%, Aruba 1%
Reino Unido 65%, India 13%, Estados Unidos de
B.1.617.2 1.206 América 10%, Alemania 3%, Jap6n 1%
BA.1 179 Reino Unido 57 %, Sudéafrica 13 %, Estados Unidos
: de América 5 %, Australia 4 %, Dinamarca 3 %
Reino Unido 39%, Dinamarca 29%, Alemania 7%,
BA.2 1123 India 6%, Suecia 4%
BA.2.9 126 Dinar'naroca 43%, l.Qeir})o Unido 20%, Alemania 13%,
Suecia 7%, Francia 3%
BA5.1 380 Reino Unido 14%, Francia 13%, Alemania 11%,
e Dinamarca 10%, Estados Unidos de América 10%
Otros 1.395
161 diferentes 8.978

En el servicio de Microbiologia Clinica del HUN se realizaron secuencia-
ciones periédicas aproximadamente cada mes. Ademas, desde enero 2021
se realiza a diario un estudio de mutaciones que hemos ido adaptando en
funcién de la prevalencia de variantes y la aparicion de nuevas'®!. Esta es
una recomendacioén emitida por los organismos internacionales con el ob-
jetivo de tener una aproximacién rapida de las variantes circulantes (que
luego es confirmada mediante la secuenciacién NGS) y anticipar la toma de
decisiones que se consideren oportunas. Este screening tiene importancia
epidemiolégica porque nos permite disponer de informacién actualizada al
dia, sin demoras, de nuestra situaciéon epidemiolégica, pero también con-
diciona qué antiviral pautar, dado que no todos los antivirales son 6ptimos
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para todas las variantes. Se realiza generalmente por PCR especifica para
diferentes mutaciones o SNP. También hay reactivos (como TagPath) que
permiten estudiar la delecién 69/70 (caracteristica de variante Alpha) por-
que dicha delecién causa que no se detecte el gen S, lo que se descubri6 de
manera casual en diciembre 2020; también se han observados cambios en
las diferentes dianas de otros reactivos que permitian extrapolar de forma
aproximada la variante.

Mas de dos anos después, y sin dejar de lado el profundo impacto sa-
nitario, familiar y social que ha tenido, debemos quedarnos con lo positivo
del aprendizaje realizado a todos los niveles para aplicarlo en nuestro dia a
dia, asi como para las futuras pandemias que vengan. Las vacunas han sido
un elemento clave en la pandemia para disminuir la incidencia de infeccién
por SARS-CoV2, los ingresos y la mortalidad en Navarra?.

LECCIONES APRENDIDAS

Durante esta pandemia hemos aprendido algunas lecciones, unas cosas
las hemos resuelto bien y otras las debemos mejorar para la pr6xima pan-
demia, ya que no dudamos de que habra una nueva.

Entre las cosas que hemos desarrollado bien y que vale la pena recor-
dar esta el reconocer lo antes posible la presencia de la pandemia, aunque
esté todavia muy lejos, por ejemplo en China, y estudiar coémo se van pro-
duciendo los hechos, para asi poder anticiparnos y prepararnos con tiem-
po para cuando llegue a Navarra.

Tiene que haber una persona que lidere el servicio de Microbiologia
Clinica, que esté disponible mafiana, tarde y noche de lunes a domingo.
Esta persona debe convencer a las personas que trabajan en Microbiologia
de que van a poder resolverlo, que lo estan haciendo muy bien, y solucio-
nar todos los problemas que surjan por el camino. Para ello es importante
tener contacto de forma fluida con las casas comerciales mas importantes
a cualquier hora del dia o de la noche para que nos suministren reactivos e
instalen equipos, para no quedarnos nunca desabastecidos.

Es muy necesario mantener una relacién fluida con los gerentes y las
autoridades sanitarias implicadas para informarles en todo momento de
los resultados que obtenemos y las necesidades que tenemos... Su apoyo
es fundamental para la buena marcha del servicio de Microbiologia Clinica
durante la época de la pandemia.

Es también necesario estar en permanente contacto con los microbi6-
logos, en este caso virélogos, de toda Espaia, para saber todos como se
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estd trabajando en los Servicios de Microbiologia en las distintas regiones,
reactivos que utilizan, incidencia y variantes que tienen, etc. Hace falta una
relaciéon fluida que nos permita contactar con ellos de lunes a domingo a
cualquier hora del dia.

También es necesario un buen sistema de informacién que recoja nues-
tros datos y se los reporte con la maxima brevedad posible a las autorida-
des sanitarias. Es fundamental que los resultados de Microbiologia se vuel-
quen automaticamente a Salud Publica y a los médicos responsables de los
pacientes. Esto evitara las infinitas llamadas telef6énicas que se producen al
Servicio de Microbiologia Clinica, que dificultan e interrumpen el trabajo
de las personas que las reciben. También es necesario tener una relacién
telefénica fluida con Salud Puablica y con otros hospitales de nuestra comu-
nidad auténoma.

Todas estos son los puntos que hemos resuelto adecuadamente duran-
te la pandemia. Como temas pendientes de resolver nos quedan algunas
cuestiones muy importantes que sefialamos a continuacién.

La técnica de secuenciacién masiva ha cobrado vital importancia du-
rante esta pandemia. La buena relacion con la empresa publica Nasertic
ha permitido la secuenciacién de miles de genomas virales en Navarra,
cuando hasta hace poco los microbi6logos de toda Espaiia no teniamos ni
dispositivos ni conocimientos para llevarla a cabo. El impulso que ha su-
frido la secuenciaciéon durante la pandemia nos ha llevado en la actualidad
a dotar al Servicio de Microbiologia Clinica del HUN con tres equipos de
secuenciacion. Se trata de una técnica fundamental que debemos dominar
los microbidlogos y residentes no sélo para la pr6xima pandemia, sino para
beneficiarnos de sus multiples aplicaciones en la practica clinica diaria.

Entre los aspectos negativos hay que sefnalar el cambio de personal
técnico en el Servicio de Microbiologia Clinica durante la pandemia. En al-
gunos casos se producia porque las personas estaban agotadas y ya no po-
dian mas, pero en otras ocasiones se debi6 a que la concesién de contratos
tiene que seguir las listas de contratacion sin tener en cuenta la experiencia
de los técnicos en la realizacion de la técnica PCR. Esto supuso la formacion
continua de técnicos. Se deberia repensar el criterio de contratacién ya que
no se puede estar formando personal en plena pandemia cuando ya hay
profesionales conocedores de las técnicas.

Por dltimo, hemos echado en falta, y es algo a mejorar, disponer de
industria propia en Espafia que nos permita ser autosuficientes como pais
para todo tipo de material sanitario critico: fungible, PCR, vacunas, farma-
cos. No es admisible que en un campo tan sensible como la salud dependa-
mos tanto de terceros paises.
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En resumen, disponer de un Servicio de Microbiologia Clinica dotado,

equipado, autosuficiente y con personal técnico especialista en laboratorio
bien formado en laboratorio permite ofrecer un diagnéstico diario de calidad
y afrontar con mejor solvencia las alertas infecciosas que puedan generarse.
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