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EVALUACION DEL DESEMPENO ANALITICO DE DOS ENSAYOS
INMUNOLOGICOS DE DIFERENTE CONFIGURACION PARA LA DETECCION
DE ANTICUERPOS ANTI SARS-CoV-2
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RESUMEN

Introduccidn: La pandemia por el nuevo coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-
2) demandod el rapido desarrollo de pruebas seroldgicas. Su evaluacién analitica es de suma importancia
para que estos ensayos puedan utilizarse como herramienta complementaria a los ensayos moleculares en
el diagndstico de la infeccién, en la contencién de los brotes epidémicos y en estudios poblacionales.
Materiales y métodos: En este estudio se analizé un total de 1588 muestras mediante dos ensayos de
deteccion de anticuerpos anti SARS-CoV-2 de diferente configuracion (quimioluminiscencia y ELISA),
correspondientes a pacientes con diagndstico confirmado de enfermedad por coronavirus (COVID-19), y se
calculd la sensibilidad (global y estratificada segun el periodo evolutivo de la enfermedad), la especificidad
y los valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) de los mismos. Adicionalmente, se evalud la
concordancia de resultados entre los métodos. Resultados: la sensibilidad global fue de 85.2% (IC95%:
83.3-86.9) y 93.7% (IC95%: 88.7-96.9) para quimioluminiscencia (CMIA) y ELISA, respectivamente. En
ambos casos, la sensibilidad se incrementd conforme avanzaba la infeccion. Tanto CMIA como ELISA
demostraron tener una especificidad del 100% (1C95%: 92.9-100.0). Los VPP fueron 100% (IC95%: 99.7-
100.0) para CMIA y ELISA, en tanto que los VPN resultaron 18.1% (1C95%:13,7-23,1) y 83.3% (IC95%:
71,5-91,7), respectivamente. Los dos métodos evaluados demostraron tener una alta concordancia
(x=0.92). Conclusiones: El conocimiento de las caracteristicas analiticas de los kits disponibles en el
mercado es fundamental para adaptar el diagnéstico de laboratorio a las necesidades clinico-
epidemiolégicas de una crisis sanitaria de esta magnitud.
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lavado broncoalveolar, inicialmente denominado
2019-nCoV vy luego SARS-CoV-224, El virus se
propag6 rapidamente y como consecuencia de
ello el dia 11 de marzo, con mas de 118.000 casos
en 114 paises y méas de 4.000 muertes en todo el
mundo, la OMS decidi6 declarar la pandemia por
SARS-CoV-25.

La rapida expansion del SARS-CoV-2 produjo una
crisis sin precedentes, desnudando la fragilidad
de los sistemas de salud. Ante la falta de
tratamientos especificos y de disponibilidad de
vacunas, las politicas puablicas orientadas a
contener los brotes se centraron en la
identificacién de los infectados y en medidas
como la cuarentena y/o el aislamiento. En este
contexto, surgid la necesidad de detectar
rdpidamente a las personas infectadas para
rastrear sus contactos, aislarlos y de esta forma
contener los brotes epidémicos. Dada la baja
especificidad de las manifestaciones clinicas y de
los estudios por imagenes, el diagndstico recayé
en la identificacién del agente etiol6gico®.

La prueba diagnéstica de eleccibn es la
retrotranscripcion seguida por reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) en
muestra de hisopado de fauces’, que detecta
secuencias especificas del Acido Ribonucleico
(ARN) del SARS-CoV-2 y que pudo desarrollarse
rdpidamente gracias a que muy tempranamente
fue posible conocer y acceder a la secuencia
genética del virus. Si bien la deteccién de ARN
viral por RT-PCR es el ensayo con mayor
sensibilidad y exactitud para confirmar el
diagndstico de SARS-CoV-2, en la practica clinica
se han reportado casos en los que puede arrojar
resultados falsos negativos®. El diagnéstico por
RT-PCR puede verse afectado, por ejemplo, por
el momento de toma de la muestra, el tiempo de
evolucién de la enfermedad, la calidad de la
muestra, la carga viral y/o las variantes
(mutaciones) del virus®. La identificacion de
individuos  infectados  mediante  ensayos
serolégicos es una herramienta que posibilitaria
cubrir algunas de las limitaciones diagnosticas de
las pruebas moleculares. Su desarrollo demoré
mas tiempo que el de las técnicas moleculares, en
parte debido a la falta de controles positivos y a la
necesidad de estandarizar la sensibilidad y
especificidad de estos ensayos en el contexto de
inmunidad pre-existente a coronavirus
estacionales?®. La detecciébn de anticuerpos
mediante pruebas serolégicas es una herramienta
de gran importancia en diversos escenarios como,
por ejemplo, en el estudio de pacientes con alta

sospecha clinica que requieren de atencion
médica varios dias después del inicio de los
sintomas; en el manejo estratégico del recurso
humano de las instituciones sanitarias, para
reducir la exposicion al virus de los trabajadores
de la salud susceptibles; para determinacion de
inmunidad, control de vacunacion y riesgo de
infeccion en poblacién general; para la estimacion
de variables epidemiolégicas y la comprension del
alcance de la propagacion del virus; y para la
identificacién de posibles donantes de plasma
inmune.

En la actualidad se cuenta con un repertorio
variado y diverso de ensayos para la deteccion de
anticuerpos contra el SARS-CoV-2
(enzimoinmunoensayos, guimioluminiscencia,
inmunocromatografia, entre otros) desarrollados
con antigenos recombinantes que representan
proteinas virales, como la de la nucleocépside (N)
o la proteina de la espicula (S). En nuestro pais,
los ensayos disponibles comercialmente han
recibido autorizaciéon de emergencia para su uso
por la Administracién Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT). Esto
ultimo, sumado al hecho de que muchos reactivos
de diferentes compafiias carecen de la validacién
oficial de desempefio respecto a la sensibilidad y
especificidad, hace que su utlidad sea
cuestionable®.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN, como
parametros del desempefio analitico de dos
técnicas de deteccion de anticuerpos anti SARS-
CoV-2 de diferente configuracion utilizadas en el
laboratorio de referencia provincial para el
diagndstico de SARS-CoV-2, el Laboratorio
Central de la Provincia de Cérdoba, desde el mes
de mayo del 2020 hasta diciembre del mismo afio.
Se espera que la informacion aqui proporcionada
sea de utilidad al momento de la eleccion de los
ensayos serolégicos a emplear en los diferentes
puntos de atenciéon sanitaria de acuerdo al
escenario clinico y/o epidemiolégico.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio retrospectivo, descriptivo,
observacional y anénimo no vinculante que
incluyé un total de 1588 muestras de suero
derivadas al Laboratorio Central para el estudio
de anticuerpos anti SARS-CoV-2, tomadas a
individuos con infeccién confirmada, ambulatorios
e internados, de instituciones cerradas
(geriatricos, establecimientos penitenciarios y
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neuropsiquiatricos), servicios de salud incluyendo
al personal trabajador, y en testeos en la
comunidad. Se consideraron pacientes con
diagndstico confirmado a todos aquellos con
resultado positivo por RT-PCR en muestra de
hisopado nasofaringeo y/o deteccién de
anticuerpos neutralizantes en muestras de suero
0 plasma por la Técnica de Neutralizacion por
Reduccion de Placas (PRNT).

Los ensayos serolégicos evaluados fueron: i)
SARS-CoV-2 IgG de Abbott Laboratories en
plataforma Architect i System, un inmunoensayo
quimioluminiscente de microparticulas (CMIA)
para la deteccion cualitativa de anticuerpos IgG
frente al virus del SARS-CoV-2; y ii) COVIDAR
Test de ELISA IgG, enzimoinmunoensayo para la
deteccion de anticuerpos IgG especificos contra
el nuevo coronavirus. En todos los casos se
siguieron estrictamente las indicaciones de los
fabricantes y las caracteristicas técnicas de cada
uno se resumen en la Tabla 1. Cabe sefnalar que
algunas muestras fueron analizadas por mas de
un método.

Los datos se analizaron utilizando el programa
Statal5 (StataCorp) para comparar el rendimiento
de las pruebas mediante el médulo diagt!?,
tomando la PRNT y la RT-PCR como patrones de
referencia. Para cada ensayo se calculd, con un
intervalo de confianza del 95% (IC95%), la
sensibilidad global de la prueba y la sensibilidad
estratificada segun los dias de evolucion desde el
inicio de los sintomas (de 0 a 14 dias post inicio
de los sintomas, de 15 a 21 dias y mas de 21 dias)
como el porcentaje de pruebas positivas entre los
casos de infeccion confirmada por SARS-CoV-2.
Se utilizé la prueba Chi-cuadrado de Pearson
para identificar diferencias entre ellas, utilizando
un nivel de significancia de p<0.05'2. La
especificidad se calculé como el porcentaje de
pruebas negativas en un panel de 50 muestras de
suero tomadas en circunstancias previas a la
pandemia, almacenadas en serotecas de nuestro
laboratorio, y que corresponden a pacientes a los
cuales se les habian detectado anticuerpos contra
otras infecciones virales (VIH, hepatitis A,
hepatitis B, Citomegalovirus, Virus Epstein Barr,
Influenza A, Influenza B y dengue) y bacterianas
(sifilis, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia
pneumoniae). Las caracteristicas de estas
muestras se detallan en la Tabla 2. El VPP se
calculd6 como la proporcion de casos
verdaderamente positivos (es decir, aquellos
positivos en las pruebas serolégicas con
diagnéstico confirmado de infeccién por SARS-

CoV-2) en relacién al total de pruebas positivas, y
el VPN se calculé como la proporcién de casos
verdaderamente negativos entre el total de
pruebas negativas. Adicionalmente, se calculé el
area bajo la curva ROC para evaluar la precision
diagnéstica o capacidad discriminatoria de las
pruebas. En general, un area de <0,60 sugiere
que no hay discriminacién (es decir, falla la
capacidad de diagnosticar entre pacientes con y
sin la enfermedad), de 0,60 a 0,69 se considera
regular, de 0,70 a 0,79 aceptable, de 0,80 a 0,90
excelente, y por encima de 0,90 sobresalientels,
Por Gltimo, la concordancia entre las pruebas se
analizé mediante la concordancia porcentual y el
calculo del coeficiente Kappa de Cohen (k). Los
valores K se interpretaron siguiendo los puntos de
corte tradicionales: leve (0,00 a 0,20), regular
(0,212 a 0,40), moderada (0,41 a 0,60),
considerable (0,61 a 0,80), excelente (0,81 a
1,00),

RESULTADOS

SARS-CoV-2 1aG (Abbott Laboratories,
plataforma Architect i System, CMIA)

Se analizaron 1530 muestras de pacientes con
infeccion por SARS-CoV-2, de las cuales 1303
fueron positivas, obteniéndose una sensibilidad
global de 85,2% (IC95%: 83,3-86,9). Del total de
pacientes analizados, el 23.5% (359/1530)
reporté tener uno 0 mas sintomas de COVID-19
(fiebre, tos, mialgias, cefalea, diarrea o vomitos,
pérdida de gusto y/u olfato) y el 76,5%
(1171/1530) restante correspondio a
asintomaticos y a personas con registro clinico
deficiente. Se calcul6 la sensibilidad de acuerdo a
los dias de evolucibn de la enfermedad,
resultando 67,7% (IC95%: 59,8-74,9) para las
muestras tomadas de 0 a 14 dias después del
inicio de los sintomas, 90,4% (IC95%: 81,9-95,7)
para las tomadas a los 15-21 dias y 94,0%
(IC95%: 88,2-97,6) para aquellas que fueron
tomadas con mas de 21 dias de evolucién. La
especificidad global del ensayo resultd ser del
100% (IC95%: 92,9-100,0), el VPP del 100%
(IC95%: 99,7-100,0), el VPN del 18.1% (IC95%:
13,7-23,1), y el area ROC de 0.93 (1C95%: 0,92-
0,93).

COVIDAR Test de ELISA IgG

Fueron analizadas un total de 159 muestras de
pacientes con infeccién por SARS-CoV-2 de las
cuales, 149 fueron reactivas, resultando una
sensibilidad global de 93,7% (1C95%: 88,7-96,9).
Cuarenta y tres pacientes (27,0%) reportaron
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sintomas al momento de la toma de la muestra,
mientras que los 116 (73,0%) restantes
correspondieron a asintomaticos y a personas con
registro clinico deficiente. Se calculé la
sensibilidad del ensayo de acuerdo a los dias de
evolucién, resultando 84,6% (IC95%: 65,1-95,6)
para las muestras tomadas de 0 a 14 dias
posteriores al inicio de los sintomas, 100.0%
(IC95%: 66,4-100,0) para las tomadas de 15 a 21
dias y 100.0% (IC95%: 63,1-100,0) para aquellas
que fueron tomadas con mas de 21 dias de
evolucidn. La especificidad result6 ser del 100.0%
(IC95%: 92,9-100,0), el VPP del 100.0% (IC95%:
97,6-100,0), el VPN del 83.3% (IC95%: 71,5-
91,7), y el area ROC de 0.97.

Concordancia entre las pruebas

Se compararon los resultados obtenidos por
CMIA con los hallados mediante ELISA y se
obtuvo una concordancia porcentual del 96.03%
con k=0.916, revelando una alta concordancia
entre ellas).

DISCUSION

Este estudio, en el que se evaluaron los
resultados de mas de 1500 muestras, demostrod
que estos ensayos disponibles en el mercado
local tienen un desempefio aceptable en términos
de sensibilidad y especificidad para la correcta
identificacién de individuos infectados con SARS-
CoV-2. Asimismo, la alta concordancia analitica
entre ellos evidencia la posibilidad de seleccionar
el que mejor se adapte a las condiciones de cada
laboratorio en lo que concierne a tecnologias
disponibles, personal capacitado, posibilidades
econdmicas, cantidad de muestras y tiempos de
respuesta. No obstante, se hall6 que la
sensibilidad de los ensayos varia dependiendo del
momento de toma de la muestra respecto a la
fecha de inicio de los sintomas. Si bien este
célculo esta basado en una baja proporcién de las
muestras de individuos infectados que reportan
tener sintomas, correspondiendo al 23.5% de las
muestras analizadas por CMIA y al 27.0% de las
analizadas por ELISA, estos hallazgos coinciden
con los informados por otros autores!®>17. Zhao et
al., estudi6 535 muestras de plasma
correspondientes a 173 pacientes internados con
infeccion confirmada por SARS-CoV-2,
recolectadas durante el periodo de
hospitalizacion. Reporté que un porcentaje menor
al 40% presenté anticuerpos en los primeros 7

dias desde el inicio de los sintomas y que, luego
de 15 dias de evolucion de la enfermedad, el
100% presentaba anticuerpos totales, el 94,3%
presentaba anticuerpos del tipo IgM, y el 79,8%
del tipo IgG. Wajnberg et al., reporté que los
anticuerpos 1gG se desarrollan en un periodo de
7 a 50 dias desde el inicio de los sintomas, con
una mediana de 24 dias desde el comienzo de los
sintomas hasta alcanzar el nivel maximo de
anticuerpos, y una mediana de 15 dias desde la
resolucién de los sintomas hasta alcanzar el nivel
maximo, sugiriendo que la franja de tiempo éptima
para la obtencion de la muestra para detectar
anticuerpos es de 3 a 4 semanas desde el
comienzo de los sintomas hasta 2 semanas
después de la resolucién de los mismos. Ojeda et
al., informo que la sensibilidad del COVIDAR test
de ELISA IgG era del 35% en muestras tomadas
en fases tempranas de la infeccién, es decir, en
los primeros 7 dias desde el inicio de los
sintomas. Luego de 2-3 semanas, la sensibilidad
se incrementaba a 72-74% hasta alcanzar el
90,4% pasadas las 3 semanas desde el comienzo
de la enfermedad. En coincidencia con lo ultimo,
en este trabajo se detectaron anticuerpos en mas
del 90% de los individuos infectados pasados los
21 dias desde el inicio de sintomas, con los dos
ensayos evaluados (Figura ). Especificamente
con COVIDAR, se observé la misma tendencia: la
sensibilidad del ensayo de ELISA aumentaba
conforme aumentaban los dias de evolucion de la
enfermedad. Cabe sefialar también, que la
percepcion de los sintomas y el tiempo
transcurrido desde su apariciéon depende de cada
individuo y podria introducir variabilidad en el
andlisis.

Respecto a la capacidad de los ensayos de
identificar a los individuos infectados, estudios
previos reportan que la sensibilidad de los kits que
utilizan la proteina de la nucleocapside viral (N)
como antigeno es mayor que los que utilizan la
proteina de la espicula (S), y que esta diferencia
radica en la aparicion mas temprana de
anticuerpos contra N*¥20, En contraste con esto
ultimo, encontramos diferencias significativas en
la sensibilidad global entre los ensayos
evaluados: COVIDAR utiliza antigenos obtenidos
por técnica de ADN recombinante que
representan la proteina S y un dominio de ésta
gue contiene el sitio de unidn al receptor (RBD) y
es mas sensible que CMIA (p=0,0033) que
detecta anticuerpos IgG contra la proteina N
(Figura II).
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En este trabajo no se estudio reactividad cruzada
con otros coronavirus debido a la falta de
disponibilidad de sueros positivos y a que otros
autores reportan una baja proporcion de falsos
positivos como consecuencia de ésta??%, No
obstante, Okba et al. comparo las secuencias de
aminoacidos de otros betacoronavirus (SARS-
CoV, MERS-CoV, hCoV-0OC43 y hCoV-HKU1) y
de alfacoronavirus (hCoV-229E y hCoV-NL63), y
reportd que la proteina N de SARS-CoV-2 tiene
un porcentaje de similitud del 90% con la del
SARS-CoV, del 49% con MERS-CoV, del 34%
con hCoV-0OC43 y hCoV-HKU1, del 28% con
hCoV-229E y del 29% con hCoV-NL63; y que la
subunidad 1 de la proteina S tiene un porcentaje
de similitud del 66% con SARS-CoV, del 24% con
MERS-CoV, del 25% con hCoV-OC43 y hCoV-
HKU1, del 24% con hCoV-229E y del 21% con
hCoV-NL6324, Esto permitiria deducir que hay una
alta probabilidad de tener cruces seroldgicos con
SARS-CoV en aquellos ensayos que utilicen la
proteina N como antigeno, pero ésta disminuye
frente a otros betacoronavirus (mas aun frente a
alfacoronavirus). La probabilidad de reactividad
cruzada en ensayos que utilizan la subunidad 1 de
la proteina S como antigeno, aunque menor,
guardaria la misma relacion.?4

Los altos valores predictivos positivos obtenidos
(desde 98.4% hasta 100%) podrian relacionarse
con la alta especificidad de los kits evaluados y
sefialan que, frente a un resultado positivo, la
probabilidad de que un individuo esté o haya
estado infectado es alta. Por esta razén, se podria
evaluar la factibilidad de utilizar estas técnicas
para tomar decisiones a nivel de salud puablica de
manera confiable y mitigar los efectos de la
pandemia. En contraste, el valor predictivo
negativo de CMIA es bajo (18.1%), lo cual
demanda mayor cautela al momento de
interpretar un resultado de este tipo. COVIDAR
es, en este sentido, la técnica con mejor
desempefio evaluada en este estudio. Resulta
fundamental entonces, para la correcta
interpretacion de los resultados, no dejar de lado
el contexto clinico y epidemiolégico de la
investigacion serolégica.

Tal como se menciond anteriormente, los ensayos
de deteccién de anticuerpos no son utilizados
como pruebas diagnésticas de la infeccidon por
SARS-CoV-2, razon por la cual son excluidos de
los algoritmos puestos en marcha para la
deteccion de individuos infectados y, por lo tanto,
la identificacion de los casos estd sujeta a la
sensibilidad de la definicion de caso sospechoso

pese a que la proporcibn de individuos
asintomaticos pero infectados es critica desde el
punto de vista epidemiol6gico. No obstante,
resulta oportuno destacar que al momento del
desarrollo de este articulo no se encontraban
disponibles en el mercado local las pruebas de
deteccion cualitativa del antigeno (Ag) del SARS-
CoV-2 en muestras de hisopado
nasal/nasofaringeo, pruebas de diagndstico
rapidas y costo efectivas que en la actualidad
juegan un rol fundamental en la lucha contra la
COVID-19. En suma y para concluir, en este
trabajo se presenta evidencia de que los ensayos
de deteccion de anticuerpos pueden utilizarse
como complemento de las técnicas moleculares y
gue son una herramienta més a tener en cuenta
en el abordaje de esta pandemia.
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MATERIALES GRAFICOS

Tabla 1. Caracteristicas de los ensayos serologicos evaluados.

BIOQUINFORMA DIGITAL

ANTIGENO INMUNOGLOBULINA INTERPRETACION
ENSAYO FORMATO
SARS-CoV-2 DETECTADA DE RESULTADOS
Inmunoanalisis
SARS-CoV-
3 laG quimioluminis- =1.4 POSITIVO
9= MNucleocapside lgG cente de <1.4 NEGATIVO
Abbott
. microparticulas
Laboratories
(CMIA)
M DO 450nm > CO +
10% REACTIVO
M DO 450 nm < CO -
COVIDAR . 10% NO REACTIVO
Spike y RBD lgG ELISA
Test IgG CO-10 % M DO 450
nm < M DO 450 nm
< CO +10% ZONA
GRIS
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Tabla 2. Caracteristicas de las muestras utilizadas para evaluar especificidad.

CANTIDAD DE MUESTRAS (n)
VIH
CHLAMYDIA
MYCOPLASMA
INFLUENZA A
INFLUENZA B
EBV
ChMV
HBc
SIFILIS
HAV
AgNS1
lgM DEN
PCR DEN
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Figura |. Sensibilidad de los métodos estratificada segun dias de evolucion.
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Figura Il. Sensibilidad de los métodos

Dif = 8,5 p=0,0033

e o oo =
=] =) (=] 8

Sensibilidad (%)

Pt
[

CVILA ELISA




