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RESUMEN

Introduccién. La pandemia por COVID-19 ha puesto de manifiesto la necesidad de pruebas diagndsticas
rapidas. La prueba de referencia es la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR).
Requiere un equipo y personal capacitado, y su resultado puede llevar un tiempo de espera prolongado.
El sistema BD Veritor® es el método rapido cromatografico utilizado para la deteccién del antigeno del
coronavirus de tipo 2 del sindrome respiratorio agudo grave, en individuos sintomaticos. El objetivo
primario del siguiente trabajo es evaluar sensibilidad y especificidad del test de antigeno (TA) comparadas
con la RT-PCR en poblacion pediatrica.

Poblacion y métodos. Estudio prospectivo, de prueba diagnéstica. Se incluyé a todo menor de 17 afios
en los primeros 5 dias de inicio de sintomas, que consulté desde julio de 2021 hasta febrero de 2022. Se
calculé un minimo de 300 muestras para lograr una precision de £ 8,76 % y de + 3,68 % para sensibilidad
y especificidad respectivamente. Se analizaron en paralelo las muestras por ambas metodologias.

Resultados. De 316 muestras pareadas, 33 fueron positivas por ambos métodos; 6 fueron positivas solo
por RT-PCR. La especificidad del TA fue del 100 %; la sensibilidad, del 84,6 %, con un valor predictivo
positivo y negativo del 100 % y del 98 % respectivamente.

Conclusiones. El TA demostro ser util en el diagndstico de pacientes pediatricos con COVID-19 en los
primeros 5 dias de inicio de sintomas, aunque aquellos con TA negativo y alta sospecha clinica deberian
confirmar su resultado con la RT-PCR.
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INTRODUCCION

En diciembre de 2019 el coronavirus de tipo
2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-
CoV-2) surgié en China y ya en marzo de 2020
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
declard la emergencia sanitaria internacional. La
pandemia ha puesto de manifiesto la necesidad
de pruebas diagnésticas rapidas con el fin de
encontrar los casos positivos para ayudar a
detener la propagacion.

La técnica de referencia sugerida por la
OMS para el diagnéstico del SARS-CoV-2 es la
deteccion del ARN viral por la reaccidon en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Se
recomienda realizarla en material obtenido de via
aérea superior, como nasofaringe, nasal (anterior
o de cornetes medios) o saliva.’?

La RT-PCR presenta limitaciones, ya que
requiere un equipo y personal capacitado; a
su vez, el resultado puede llevar un tiempo de
espera prolongado (hasta 24 horas en nuestra
institucion). La demora en el diagnéstico lleva a un
aumento innecesario de medidas de aislamiento
preventivo con la consiguiente repercusion en el
ausentismo laboral y escolar.

Una alternativa para acelerar el diagndstico
es el método rapido de deteccion de antigeno
(TA), que presenta la capacidad de demostrar
la presencia del virus en pocos minutos.® Este
método resulta adecuado por su sensibilidad,
rapidez y menor costo que los métodos
moleculares para evaluar pacientes que consultan
tempranamente.

El sistema BD Veritor® es un inmunoensayo
digital cromatografico, utilizado para la deteccion
directa y cualitativa del antigeno SARS-CoV-2
en individuos sintomaticos. Este es detectable
en muestras respiratorias de via aérea superior
durante la fase aguda de la infeccién.*

Se han publicado trabajos comparativos de
TA frente a la RT-PCR, pero la mayoria son en
adultos y pocos han puesto su atencién en la
poblacién pediatrica.>® Ademas, los resultados
son heterogéneos, dada la multiplicidad de TA
presentes en el mercado. En un trabajo previo,
realizado en el laboratorio de nuestra institucion,
comparando ambos métodos en adultos
sintomaticos se obtuvo el 89 % de sensibilidad y
el 100 % de especificidad.”

Nuestra hipotesis es que el TA presenta
sensibilidad y especificidad similar a la RT-PCR
en la poblacién pediatrica sintomatica en la etapa
aguda, y resulta un método diagndstico adecuado
para la deteccion del SARS-CoV-2.
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Como objetivo primario, se plante6 evaluar
sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo (VPP) y negativo (VPN) en la poblacién
pediatrica del TA BD Veritor® en comparacion con
la RT-PCR.

Por otro lado, como objetivos secundarios,
se describen la asociaciéon entre el resultado y el
dia de aparicion de los sintomas, edad, estado
de vacunacion y valor del umbral de ciclos de la
RT-PCR (Ct). También se estudiaron otros virus
respiratorios en los pacientes que resultaron
negativos para COVID-19 en los meses de baja
prevalencia.

POBLACION Y METODOS

Estudio prospectivo, de prueba diagndstica
llevada a cabo en el Hospital Universitario del
CEMIC entre julio de 2021 y febrero de 2022.

Se incluyeron pacientes pediatricos entre
0 y 16 afos inclusive, dentro de los primeros
5 dias de inicio de sintomas, con criterios
de sospecha de infeccion por COVID-19 de
acuerdo a la definicion del Ministerio de Salud
del Gobierno de la Ciudad Auténoma de Buenos
Aires,® que consultaron por guardia del Hospital
Universitario del CEMIC, sede Saavedra, en el
horario en que se desarrollaba el estudio. Se
excluyo todo paciente y/o responsable que no
dio su consentimiento para participar del estudio,
pacientes asintomaticos o que presentaban
sintomas de mas de 5 dias de evolucion.

El estudio fue aprobado por el Comité de
Etica en Investigacién en CEMIC. Se recibi6 el
consentimiento de todos los adultos responsables
de los pacientes menores de 7 anos previo a la
participacion en el estudio, el asentimiento de los
nifos entre 7 y 13 anos junto al consentimiento
del adulto responsable, y el consentimiento de los
nifos entre 14 y 17 afnos con el asentimiento del
adulto responsable.

Se obtuvieron 2 muestras por cada paciente
a cargo de pediatras entrenados: una muestra
nasal para TA obtenida con hisopo flexible,
colocado en tubo seco y procesada dentro de
la hora de la toma de muestra; otra muestra
nasofaringea para RT-PCR tomada con hisopo
flexible colocada en medio de transporte para
virus. Ambas se procesaron de acuerdo al
proceso institucional vigente. El analisis y la
interpretacion de los resultados fueron realizados
por personal de laboratorio especializado en
virologia. Las RT-PCR utilizadas fueron RealStar®
Altona Diagnostics, que detecta los genes E'y
S, y el reactivo Discovery Detection Kit®, que



amplifica los genes ORF1aby N.

El tamafio muestral fue calculado
considerando una sensibilidad y especificidad
esperada del 90 % para una prevalencia estimada
de enfermedad del 15 %, usando la RT-PCR
como prueba de referencia. Se estimé un minimo
de 300 muestras para lograr una precision del
+ 8,76 % y del + 3,68 % para la sensibilidad y
especificidad respectivamente.

A su vez, se realizd un estudio retrospectivo
de muestras negativas para SARS-Cov-2
guardadas a -70 °C durante los meses de baja
prevalencia (julio, agosto y septiembre de 2021).
Se estudiaron los siguientes virus respiratorios
por RT-PCR (RealStar® altona DIAGNOSTICS):
virus sincicial respiratorio (VSR), de la
influenza A, de la influenza B, adenovirus (hADV),
de parainfluenza 1-4 (PIV), rinovirus (hRV) y
metapneumovirus. La extraccién de acidos
nucleicos se realizé por método automatizado
(BIOER).

Las variables cuantitativas continuas se
expresaron como media (desviacion estandar
[DE]) y mediana (rango intercuartilico), y las
variables categdéricas se expresaron como
porcentajes. Los valores de p se calcularon
utilizando la prueba de chi-cuadrado o prueba
de Wilcoxon segun corresponde. Se considero
estadisticamente significativo un valor de
p < 0,05. El analisis de los datos se realizo
utilizando el paquete de software estadistico
Stata 13.

RESULTADOS

Se invitoé a participar a 676 pacientes de
los cuales 320 aceptaron. De ellos, 4 fueron
excluidos del analisis (2 por errores en la fecha
de inicio de sintomas, 2 por no cumplir con los
criterios diagnosticos).

Se incluyeron en el analisis 316 muestras
pareadas; 33 fueron positivas por ambos
métodos; 6 fueron positivas solo por RT-PCR.
Se observo una tasa de positividad de SARS-
CoV-2 del 12,3 % durante el periodo del estudio.

La especificidad del TA fue del 100 % (IC95%
98,6-100) con una sensibilidad del 84,6 % (1IC95%
70,3-92,7), VPP 100 % (IC95% 89,6-100) y VPN
98 % (1C95% 95,5-99).

Se realizaron 2 subanalisis: el primero, con
las muestras obtenidas en el periodo diciembre
de 2021 a febrero de 2022, en el que la tasa
de positividad fue del 58,2 % (55 muestras,
32 positivos por RT-PCR, 5 falsos negativos).
Se obtuvo una sensibilidad del 84,4 % (IC95%
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68,2-93,1), una especificidad del 100 % (1C95%
85,7-100), VPP 100 % (IC95% 87,5-100) y VPN
82,1 % (IC95% 64,4-92,1). El segundo, con las
muestras obtenidas entre julio y noviembre de
2021, con una tasa de positividad del 2,7 %
(261 muestras, 7 positivas por PCR, 1 falso
negativo). La sensibilidad fue del 85,7 % (1C95%
48,7-97,4); la especificidad, del 100 % (IC95%
98,5-100), VPP 100 % (1C95% 61-100), VPN
99,6 % (1C95% 97,8-99,9).

De las 277 muestras negativas, se estudiaron
205 para otros virus respiratorios y resultaron
positivas 138 (67,3 %). Se detectd principalmente
hRV en 84 (60,9 %), VSR en 53 (38,4 %) y
PIV en 1 (0,7 %). En 6 casos se detectaron en
simultaneo 2 virus en un mismo paciente: en
4, RSV-hRV; en 1, RSV-hADV, y en otro, hRV-
hADV.

Los datos demograficos y clinicos de los
pacientes se muestran en la Tabla 1.

El 7,3 % (n = 23) de los nifios presentaba
algun factor de riesgo para COVID-19 grave:
9 asma/bronquitis obstructiva recurrente,
4 cardiopatia congénita, 3 enfermedad oncoldgica
activa, 2 encefalopatia, y 1 de cada uno de los
siguientes: obesidad, fibrosis quistica, sindrome
de Down, hepatopatia cronica.

La Tabla 2 muestra los valores medios de Ct
para ambas pruebas de RT-PCR. Los Ct de las
muestras con resultados discordantes fueron
significativamente mas altos que en las muestras
no discordantes cuando se utilizé la marca
Discovery. De los 39 positivos, 4 presentaron
Ct de 30 o mayor, de los cuales 3 pertenecen al
grupo con resultados falsos negativos para el TA.
El cuarto paciente presentaba inmunocompromiso
por enfermedad oncoldgica.

El 10 % de los pacientes se tested el mismo
dia de inicio de sintomas (dia 0); el 30 %, el dia 1;
el 32 %, el dia 2; el 21 %, el dia 3; el 5 %, el dia 4,
y el 2 %, dia 5. En los pacientes con resultado
positivo, el 31 % se tested el mismo dia de inicio
de sintomas (dia 0); el 26 %, el dia 1; el 28 %,
el dia 2, y el 10 %, el dia 3. No hubo pacientes
positivos hisopados en dias 4 ni 5 desde el inicio
de sintomas. De los 6 falsos negativos, la mitad
de ellos se habia testeado el mismo dia de inicio
de sintomas.

El 90 % (n = 284) de los pacientes no habia
recibido vacuna contra COVID-19 al momento de
la pesquisa; el 5 % (n = 16) habia recibido 2 dosis
de vacuna de ARN mensajero (Pfizer o Moderna);
el 2,5 % (n = 8), 2 dosis de vacuna inactivada
(Sinopharm); 1 paciente habia recibido 1 dosis
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TaBLA 1. Datos demograficos y clinicos de los pacientes

Total RT-PCR negativa RT-PCR positiva P
Pacientes (%) 316 (100) 277 (87,7) 39 (12,3) -
Datos demograficos
Edad (rango intercuartilico) 8 (3-12) 8 (3-12) 11 (2-14) 0,17

Rango de edad 0-16 0-16 0-16 -

Sexo masculino (%) 185 (58,5) 167 (60) 18 (46) 0,0934
Datos clinicos

Dias desde inicio de sintomas (desviacion estandar) 1,9 (1,13) 2(1,11) 1,2 (1) 0,0002
Rango en dias desde inicio de sintomas 0-5 0-5 0-3 -
Tos (%) 215 (68) 195 (70,4) 20 (51,3) 0,02
Congestién nasal (%) 205 (64,9) 193 (69,7) 12 (30,8) 0
Fiebre (%) 177 (56) 148 (53,4) 29 (74,4) 0,01
Odinofagia (%) 115 (36,4) 101 (36,5) 14 (35,9) 0,9453
Cefalea (%) 71 (22,5) 60 (21,7) 11 (28,2) 0,3592
Vomitos (%) 34 (10,8) 31(11,2) 3(7,7) 0,5091
Diarrea (%) 28 (8,9) 23 (8,3) 5(12,8) 0,3527
Mialgias (%) 24 (7,6) 21 (7,6) 3(7,7) 0,9804
Dificultad respiratoria (%) 21 (6,6) 19 (6,9) 2(5,1) 0,6845
Anosmia/disgeusia (%) 6(1,9) 6(2,2) 0(0) 0,3534
Media en cantidad de sintomas (rango intercuartilico) 3 (2-3) 3 (2-3) 3 (2-3) 0,16
Rango en cantidad de sintomas 1-6 1-6 1-6 -

de Sinopharm; 1 paciente, 1 dosis de Pfizer, y
en 6 pacientes (2 %) no se pudieron obtener sus
antecedentes de vacunacion.

La Tabla 3 muestra las caracteristicas de los
pacientes con resultados falsos negativos por TA.

DISCUSION

En este trabajo se evalud la precision
diagnostica del TA BD Veritor® comparativamente
con la RT-PCR para el diagnéstico de infeccién
por COVID-19 en pediatria, y se obtuvo una
sensibilidad del 84,6 % y una especificidad
del 100 %, lo que coincide con otros estudios
publicados.® Los datos obtenidos respetan
los lineamientos de la OMS en los que se
recomienda como requisitos minimos para el TA
una sensibilidad > al 80 % y una especificidad > al
97 %, considerando los resultados mas confiables

en un contexto de prevalencia > al 5 %.°

Al inicio del enrolamiento, las variantes
de SARS-CoV-2 en circulacion en Argentina
en pacientes sin antecedente de viaje eran
predominantemente gamma, lambda y alfa.
Hacia fines de julio de 2021, aparece la variante
delta, con un importante aumento a principios
de septiembre. A mediados de octubre de 2021,
mas del 80 % de los casos eran por la variante
delta. Omicron aparece la primera semana de
diciembre de 2021y, en enero de 2022, los casos
de 6micron ascienden a mas del 85 %; desplaz6
a delta y mantuvo el predominio con casi el 100 %
de los casos hasta finales de febrero de 2022.1°

Se analizaron las caracteristicas de los
6 pacientes con resultados falsos negativos
por TA.

Respecto a la asociacion entre el resultado

TaBLA 2. Analisis de los umbrales de ciclos de amplificacion (Ct)

Discovery Altona
Concordantes Discordantes Concordantes Discordantes
(n=28) (n=5) (n=5) (n=1)
GEN ORF1AB Media (DE) 21,4 (4,79) 31,36 (4,30) Gen E Media (DE) 23,34 (2, 46) 22
GEN N Media (DE) 19,5 (4,9) 30,7 (4,82) Gen S Media (DE) 21,98 (2,97) 21

DE: desviacién estandar
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TaBLA 3. Caracteristicas de los pacientes con resultados falsos negativos por test de antigeno (TA)

Edad Sexo DIS Ct Vacunacion Comorbilidades Sintomas
12 afos F 3  27,8/26,1 NO NO Tos, odinofagia, congestién nasal
16 afos F 2 22/21 2 dosis de Pfizer NO Odinofagia, vomitos, diarrea,
congestion nasal
2 afos M 0 35/32,5 NO Cardiopatia congénita Tos, congestion nasal
compleja corregida.
Tratamiento anticoagulante
9 afios M 0 25,8/25 NO Atresia de vias biliares en Fiebre, cefalea,

lista de trasplante congestion nasal

12 diasdevida F 0 352/352 NO

Cardiopatia congénita
no corregida

Dificultad respiratoria,
taquipnealdisnea, tiraje

10 afios F 1

33/34,7 2 dosis de Sinopharm

NO Fiebre

M: masculino; F: femenino; DIS: dias desde el inicio de los sintomas.

y el dia de aparicion de los sintomas, sabemos
por estudios publicados que la curva de carga
viral deberia ser superior al umbral de deteccién
por TA desde el dia del inicio de sintomas hasta
el dia +7 aproximadamente, con un pico en el
dia 1-2 desde el inicio de sintomas.'" Nuestra
hipétesis era que encontrariamos falsos negativos
en los pacientes que se hisopaban con mas dias
transcurridos desde el inicio de sintomas, pero
esto no se pudo objetivar, ya que ninguno de los
pacientes positivos se hisopd mas alla del tercer
dia. Podria existir algun sesgo de observacion y/o
memoria, ya que el dia de inicio de sintomas era
referido por los adultos acompafiantes y, a veces,
les resultaba dificil precisar el momento de inicio
de algunos sintomas sutiles.

En cuanto a la edad de los pacientes, un
estudio realizado por Euser et al., hallé que los
menores de 12 afios presentaban cargas virales
mas bajas y esto podria influir en la capacidad de
deteccioén por el TA."? En nuestro estudio, 4 de
los 6 pacientes con resultados falsos negativos
tenian menos de 12 afos; sin embargo, con
la escasa muestra, no se puede establecer un
patrén respecto a que la edad influyera sobre el
falso negativo.

Si bien el estudio se inicidé y se llevd a cabo
mayormente en el periodo previo a la introduccion
de las vacunas contra COVID-19 en la poblacion
pediatrica Argentina, el 90 % de los pacientes
enrolados no se encontraban vacunados y solo
el 7,5 % presentaba esquema completo de
vacunacion. Seria interesante realizar estudios
para comparar la precision diagndstica en
vacunados y no vacunados.

De los 6 pacientes con resultados falsos
negativos por TA, 3 presentaban Ct mayor a 30
y 5, Ct mayor a 24. El Ct es el primer aumento
significativo en la cantidad de producto de RT-
PCR y es un determinante de la carga viral
presente al inicio de la reaccion de amplificacion;
es inversa su relacion: valores de Ct altos (>30)
representarian bajas cargas virales y baja o
nula infectividad, segun trabajos en los que
compararon cultivo viral con RT-PCR. En uno
de estos estudios, a partir de un Ct > a 24 la
infectividad disminuia significativamente o era
nula."” Por lo que, si los falsos negativos del
TA se presentan en pacientes con baja o nula
infectividad, el riesgo de no haber diagnosticado
a ese paciente es muy bajo para la sociedad, y
resaltaria la utilidad del TA como pesquisa rapida
y sencilla. Seria importante realizar estudios con
mayor numero de pacientes.

Otra caracteristica de los falsos negativos
fue que 5 de ellos ocurrieron durante enero de
2022 cuando mas del 85 % de los aislamientos
eran de la cepa 6micron. Se ha descrito en
estudios que los TA tienen menor sensibilidad
para diagnosticar esta variante, especialmente
cuando el Ct es mayor o igual a 25."

El estudio presenta algunas limitaciones. La
principal fue la de obtener 2 muestras diferentes,
lo cual consideramos que afecté la decision de
participar de algunos pacientes y sus cuidadores.
Cuando se plante¢ el estudio, la prevalencia
de positividad en nuestra institucion rondaba el
30 %, pero, cuando comenzo el enrolamiento,
coincidié con el periodo de menor prevalencia
de infeccion en la Ciudad de Buenos Aires, por



lo que, a pesar de haber enrolado 316 pacientes,
la cantidad de muestras positivas fue baja. No
obstante, la sensibilidad fue muy similar en
los subanalisis de los periodos de alta y baja
prevalencia. A su vez, como otras limitantes, se
utilizaron dos reactivos distintos para RT-PCR y
no se realizo cultivo viral para evaluar infectividad
de las muestras discordantes.

Sin embargo, consideramos una fortaleza que,
a pesar de la baja prevalencia durante el periodo
de estudio, no se detectaron falsos positivos. El
escenario en el que se probo fue un escenario
clinico de vida real, con criterios de inclusion
mas homogéneos que los observados en algunos
estudios de validacion, y unicamente en nifos,
en los que pocas veces se realizan este tipo de
estudios.

El haber realizado la busqueda de otros
virus respiratorios durante los meses de menor
prevalencia de COVID-19 corrobora que los
pacientes se encontraban sintomaticos y aporta
al conocimiento epidemiolégico de la circulacion
de virus respiratorios en nifios desde la aparicion
del COVID-19.

CONCLUSION

El TA BD Veritor® demostrd ser de utilidad
en el diagndstico sencillo, rapido y especifico
de pacientes pediatricos con COVID-19 en los
primeros 5 dias desde el inicio de sintomas.
La sensibilidad y especificidad observadas se
encuentran dentro de los parametros aceptados
por la OMS. Sin embargo, los pacientes con
TA negativo y alta sospecha clinica deberian
confirmar su resultado con una RT-PCR,
especialmente si la variante predominante es
Omicron. ®
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