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RESUMEN

Introduccion: En el presente trabajo se muestran los resultados de la validacién de los
ensayos seroldgicos in vitro para la deteccidén de anticuerpos IgM, IgG y anticuerpos
totales contra el SARS-CoV-2 UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA ANTI-SARS-CoV-2 y
UMELISA SARS-CoV-2 IgG desarrollados por el Centro de Inmunoensayo (CIE).
Métodos: Se utilizaron paneles de muestras de suero de individuos negativos y de casos
confirmados de COVID-19 para determinar el desempefo analitico de cada ensayo.
Resultados: La especificidad clinica de los ensayos UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA
ANTI-SARS-CoV-2 y UMELISA SARS-CoV-2 IgG fue del 100 % en todos los ensayos y la
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especificidad analitica fue de 100 % para los dos primeros ensayos y del 93,1 % para el
ultimo. La sensibilidad clinica fue de 64,3, 80,8 y 97,5 %, respectivamente. El valor
predictivo positivo fue de 100 % en todos los ensayos, en tanto que el negativo oscild
entre 83,3y 95,2 %. La concordancia fluctué entre 92,4y 96,9 % y el indice kappa de todos
los ensayos fue muy bueno. La sensibilidad de los ensayos se increment6 a 82,76,96,5y
100 %, respectivamente, en las muestras de suero colectadas con mas de 14 dias de
iniciado el cuadro clinico.

Conclusiones: Los ensayos demostraron una elevada sensibilidad y especificidad, lo que
permite contar con herramientas basadas en una tecnologia desarrollada en Cuba que
posibilita la realizacion de estudios seroldgicos, vigilancia epidemiolégica y de otro tipo,
incluyendo los relacionados con vacunas en una plataforma con amplia distribucién
nacional.

Palabras clave: SARS-CoV-2; COVID-19; UMELISA; anticuerpos IgM anti-SARS-CoV-2;
anticuerpos 1gG anti-SARS-CoV-2; anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2; respuesta

inmune humoral.

ABSTRACT

Introduction: This paper shows the results obtained in the validation of in vitro serological
assays to detect IgM, IgG antibodies, and total antibodies against SARS-CoV-2 UMELISA
SARS-CoV-2 IgM, UMELISA ANTI-SARS-CoV-2 and UMELISA SARS-CoV-2 IgG developed
by the Immunoassay Center.

Methods: Panels of serum samples from negative and COVID-19 confirmed patients were
used to determine the analytical performance of each assay.

Results: UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA ANTI-SARS-CoV-2 and UMELISA SARS-
CoV-2 IgG assays demonstrated 100% clinical specificity for all assays; and 100%
analytical specificity for the first two assays, and 93.1% for the last one. Clinical sensitivity
was 64.3%, 80.8% and 97.5%, respectively. The positive predictive value was 100% in all
assays, while the negative predictive value ranged from 83.3% to 95.2%. Concordance

varied from 92.4% to 96.9%, and kappa index in every assay was very good. Assays
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sensitivity increased to 82.7%, 96.5% and 100 %, respectively for serum samples collected
more than 14 days after onset of the symptoms.

Conclusions: The assays demonstrated high sensitivity and specificity, which allows us
to have Cuban technology-based tools for serological, epidemiological surveillance, and
other types of studies, including those related to vaccines on a platform with wide
national distribution.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; UMELISA; IgM anti-SARS-CoV-2 antibodies; IgG anti-

SARS-CoV-2 antibodies; anti-SARS-CoV-2 total antibodies; humoral immune response.

Recibido: 21/05/2021
Aceptado: 02/07/2021

Introduccion

A finales de diciembre de 2019 aparecieron en Wuhan, China, casos de neumonia de
etiologia desconocida. La evolucién sin precedentes de esta condujo a que el 11 de
marzo, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) declarara una pandemia mundial. El
agente causal es un virus de la familia Coronaviridae que ha sido denominado SARS-CoV-
2. Desde el inicio de la epidemia hasta la fecha se han detectado mas de 165 millones de
casos en el mundo, con una letalidad del 2,07.012

Los coronavirus son una familia de virus que causan infeccion en los seres humanos y
en una variedad de animales. Los coronavirus que afectan al ser humano pueden
producir cuadros clinicos que van desde el resfriado comun con patron estacional en
invierno hasta otros mas graves como los producidos por los virus del sindrome
respiratorio agudo grave (por sus siglas en inglés, SARS) y del sindrome respiratorio de
Oriente Medio (MERS-CoV).(3456)

El diagndstico viroldgico se realiza mediante la deteccion del ARN viral a través de la

técnica de PCR en tiempo real, la cual se considera el estandar de oro del diagndstico.
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Esta técnica permite detectar el genoma del virus en las etapas iniciales de la infeccion,
incluso antes de la aparicion de los sintomas. Los ensayos serologicos para el SARS-
CoV-2, ahora ampliamente disponibles, pueden desempefiar un papel importante en la
comprension de la epidemiologia del virus y en la identificacion de los grupos con mayor
riesgo de infeccion. A diferencia de los métodos de deteccion directa, las pruebas
seroldgicas detectan la infeccion por el virus SARS-CoV-2 en resolucion o pasada
midiendo indirectamente la respuesta inmunitaria humoral del individuo. Actualmente, el
papel de la serologia en la COVID-19 es para realizar estudios epidemioldgicos que
permitan acciones de salud publica, conocer la respuesta inmunitaria al SARS-CoV-2,
realizar el diagndstico retrospectivo de la enfermedad reciente y la evaluacion de
donantes de plasma y candidatos vacunales.(”)

Existe una compresién muy limitada sobre la respuesta inmunitaria al SARS-CoV-2: la
cinética de la respuesta inmunitaria, longevidad de los anticuerpos, proteccion, titulo
protector de los anticuerpos neutralizantes, entre otros, y ademas algunos de estos
ensayos pueden tener reactividad cruzada con otros coronavirus. La mayoria de las
personas inmunocompetentes desarrollaran una respuesta inmunitaria después de la
infeccion por SARS-CoV-2, e incluso algunas personas no desarrollaran anticuerpos IgG
o IgM detectables después de la infeccién.®

La tecnologia SUMA, desarrollada hace mas de 30 afios en Cuba, tiene la caracteristica
que, al emplear pequefios volumenes de muestras y reactivos, resulta econdmicamente
sustentable, caracteristicas de gran utilidad para una circunstancia como la que
enfrentamos hoy en dia: la COVID-19. En el contexto de la pandemia de COVID-19, el
Centro de Inmunoensayo (CIE) desarrollé las técnicas cualitativas UMELISA SARS-CoV-
2 IgM, UMELISA ANTI SARS-CoV-2 y UMELISA SARS-CoV-2 IgG, las cuales utilizan como
fase sélida, placas revestidas con proteinas de la espiga (S), la nucleocapside (N) y la
membrana (M) del SARS-CoV-2. En el presente trabajo se muestran los resultados de la
evaluaciéon de dichos ensayos segun los criterios expresados en la Regulacion No.
47/2007 del Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos
Médicos (CECMED), del Ministerio de Salud Publica de Cuba.®
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Métodos

Para medir el desempefo analitico de las técnicas UMELISA desarrolladas, se utilizaron
paneles de muestras de suero de individuos negativos y de casos confirmados de COVID-
19, que se describen a continuacion.

Muestras clinicas:

— Panel de muestras de suero negativas al SARS-CoV-2: Se utilizaron 100 muestras
de suero colectadas en 2018, para estudio de especificidad clinica. Estas eran
muestras provenientes del Banco de Sangre y residuales de un estudio de
seroprevalencia de hepatitis E.

— Panel de muestras de suero positivas a diferentes agentes virales infecciosos
(con genomas ARN o ADN) que pueden coinfectar junto al SARS-CoV-2, o que
poseen cuadros clinicos similares para estudio de especificidad analitica
colectadas en 2019: Se utilizaron 32 muestras, caracterizadas de la forma
siguiente: positivas a virus de la hepatitis A (VHA) n = 1, virus de la hepatitis B
(VHB) n = 3, virus de la hepatitis C (VHC) n = 3, virus de la hepatitis E (VHE) n =1,
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) n = 3, sarampién n = 3, parotiditisn =1,
dengue n = 3, virus del Zika n = 2, virus de Epstein-Barr (VEB) n = 3, citomegalovirus
(CMV) n = 3,y agentes virales que producen infeccion respiratoria aguda (IRA) n =
6 (positivos a influenza A [5] y coronavirus estacional HKU1 [1]).

— Panel de muestras de suero procedentes de pacientes o individuos positivos al
SARS-CoV-2 diagnosticados por PCR en tiempo real en muestras de exudados
nasofaringeos (n = 70) que fueron colectadas entre 1y 30 dias del inicio de los
sintomas (DIS): entre 1-7 dias, 19 muestras; entre 8-14 dias, 21 muestras; mas de
14 dias, 30 muestras. Estos pacientes se encontraban ingresados en los
hospitales del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) y Luis Diaz Soto en

el momento de la colecta de muestras.
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— Muestras de plasma de individuos convalecientes (mas de 21 DIS y alta clinica y
epidemioldgica) de la infeccion por SARS-CoV-2 (n = 67) procedentes de todo el

pais.

Todas las muestras se encontraban almacenadas a menos de 20 'C hasta su posterior
utilizacion. El ensayo se realizé en condiciones de Bioseguridad Nivel ll, utilizando cabina
de seguridad bioldgica Clase Il para realizar el paso de dilucion y adicion de las muestras
positivas al SARS-CoV-2 en las placas de reaccién del UMELISA.

Consideraciones éticas: Esta evaluacion fue parte de la validacién de los nuevos ensayos
diagnésticos recibidos en el IPK antes de su introduccion en el Sistema de Salud. El
estudio fue aprobado por el Comité de Etica del IPK en cumplimiento de la Declaracién
de Helsinki (CEI-IPK 65-20). Se utilizaron muestras clinicas del archivo de sueros del
Departamento de Virologia del IPK. El archivo de sueros se encontraba adecuadamente
almacenado y organizado y sus muestras provienen del diagnoéstico, la vigilancia y las
investigaciones (muestras no COVID-19). Se tomaron muestras de suero de pacientes
con infeccion confirmada por SARS-CoV-2 a partir de determinaciones de laboratorio
clinicas de rutina, asi como de técnicas viroldgicas. Se tomaron muestras de plasma o
suero de pacientes convalecientes para seguimiento clinico o serolégico del COVID-19y
todos ofrecieron su consentimiento informado verbal. Todos los participantes en la
evaluacién se comprometieron a salvaguardar la confidencialidad de las personas y los
pacientes positivos al SARS-CoV-2, cuyas muestras se incluyeron en la evaluacion. El
estudio se llevd a cabo siguiendo las buenas practicas clinicas y de laboratorio y
siguiendo las instrucciones del fabricante. El personal que realizé el estudio esta
calificado y se utilizaron métodos para realizar las pruebas de laboratorio y estadisticas
reconocidas a nivel internacional.

Caracteristicas de los ensayos a evaluar: Los ensayos evaluados son cualitativos. En el
caso de UMELISA SARS-CoV-2 IgM se utiliza como fase sélida, placas de ultramicro-
ELISA revestidas con proteinas de la espiga (S), la nucleocapside (N) y la membrana (M)
del SARS-CoV-2, el UMELISA anti-SARS-CoV-2 emplea como fase sélida, placas de

ultramicro-ELISA revestidas con proteinas de la espiga (S) y la nucleocapside (N) del
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SARS-CoV-2 y el UMELISA SARS-CoV-2 IgG usa como fase soélida placas de ultramicro-
ELISA revestidas con una proteina recombinante y péptidos sintéticos representativos
de las regiones inmunodominantes de las proteinas S y N del SARS-CoV-2. En los tres
sistemas, las muestras se incuban en los pocillos de las tiras y, si contienen anticuerpos
especificos, estos se fijan a los antigenos del recubrimiento. La realizacion de lavados
posteriores elimina los componentes de la muestra no fijados.

Posteriormente se afiade el conjugado anti-lgM humana / fosfatasa alcalina o anti-lgG
humana / fosfatasa alcalina, en dependencia del ensayo (IgM o IgG), el cual se unira a
los anticuerpos fijados en la reaccién anterior. En el caso del UMELISA anti-SARS-CoV-2,
se afiaden los antigenos biotinilados los cuales se uniran a los anticuerpos fijados en la
reaccion anterior, formando un complejo antigeno-anticuerpo-antigeno / biotinilado. Un
nuevo lavado eliminara los antigenos/biotinilados que no reaccionaron y quedaron en
exceso. Seguidamente se afnade el conjugado estreptavidina / fosfatasa alcalina, el cual
se unira a las moléculas de biotina. Un nuevo lavado eliminara el conjugado en exceso.
El paso final ocurre al afadir el sustrato fluorigénico el cual sera hidrolizado y la
intensidad de la fluorescencia emitida permitira detectar la presencia de anticuerpos al
SARS-CoV-2 en las muestras.

Anadlisis estadisticos: Se cre6 una base de datos de Microsoft Excel 2010 para el analisis
de los datos. Se utilizaron métodos estadisticos (Labcal 1.0.1 app('? y Epidat 3.1) para
evaluar el ensayo (de acuerdo con el Reglamento No. 47/2007 Requisitos para la
evaluacion del desempefio de los diagnosticadores del CECMED, La Habana, Cuba).®
Especificamente para el indice kappa (K) basado en la comparacién de indices de
concordancia esperados y observados, se emplearon los resultados de todas las
muestras analizadas en los estudios de sensibilidad clinica y especificidad clinica y
analitica. Los margenes para valorar el grado de acuerdo en funcién del indice K fueron:
< 0 sin acuerdo, 0-0,2 insignificante, 0,2-0,4 bajo, 0,4-0,6 moderado, 0,6-0,8 bueno y 0,8-1

muy bueno.
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Resultados
Desempeno analitico de los ensayos UMELISA SARS-CoV-2 de

produccion nacional

La tabla 1 muestra los resultados del desempefio analitico del UMELISA SARS-CoV-2 IgM,
UMELISA anti-SARS-CoV-2 y UMELISA SARS-CoV-2 IgG.

Tabla 1 - Desempefio analitico de los ensayos UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA anti-SARS-
CoV-2 y UMELISA SARS-CoV-2 IgG

Parametros UMELISA SARS-CoV-2 IgM UMELISA anti-SARS-CoV-2 UMELISA SARS-CoV-2 IgG

Especificidad (IC 95 100 % (91,11-99,82)

| 100 % (97,24-100) 100 % (95,55-100)
%
Sensibilidad (IC 95 %) 64,3 % (51,93-75,39) 80,8 % (73,05-88,5) 97,5 % (90,43-99,57)
VPP (IC 95 %) 100 % (100-100) 100 % (100-100) 100 % (93,52-99,87)
VPN (IC 95 %) 92,3 % (87,9-96,6) 95,2 % (90,7-99,8) 96,15 % (85,67-99,33)
Concordancia (IC 95 98,46 % (93,99-99,73)

| 93,9 % (90,4-97,4) 96,9 % (94-99,8)
%
. 0,837 (0,744-0,930) 0,934 (0,871-0,998) 0,968 (0,923-1,012)
Indice de kappa

Muy buena Muy buena Muy buena

VPP: valores predictivos positivos; VPN: valores predictivos negativos; IC 95 %: intervalos de confianza 95 %

No se detectd reactividad cruzada con UMELISA SARS-CoV-2 IgM ni con UMELISA anti-
SARS-CoV-2. Sin embargo, se detecto reactividad cruzada en muestras de dos pacientes
con infeccion por VHC con el ensayo UMELISA SARS-CoV-2 IgG.

La tabla 2 muestra la sensibilidad del UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA anti-SARS-
CoV-2 y UMELISA SARS-CoV-2 IgG, teniendo en cuenta el tiempo entre el inicio de los

sintomas y la colecta de las muestras.

Sensibilidad de los ensayos a partir del octavo dia de comenzado

el cuadro clinico
El ensayo UMELISA SARS-CoV-2 IgM posee una sensibilidad del 78 % (IC 95 % [64,04-

88,47]) (39/50) en muestras de suero de pacientes confirmados de COVID-19 tomadas a
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partir del 8.° DIS. La sensibilidad del ensayo UMELISA anti-SARS-CoV-2 fue del 92 % (IC
95 % [84,4-99,5]) (46/50).

La figura resume la sensibilidad de los ensayos UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA
anti-SARS-CoV-2 y UMELISA SARS-CoV-2 IgG en muestras tomadas en diferentes etapas

de la infeccién por el virus SARS-CoV-2.

Tabla 2 - Sensibilidad de los ensayos UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA anti-SARS-CoV-2 y

UMELISA SARS-CoV-2 IgG, utilizando las muestras positivas de pacientes confirmados

DIS y colecta de la

muestra

Sensibilidad (IC 95%)

UMELISA SARS-CoV-2 IgM

UMELISA anti-SARS-CoV-2

UMELISA SARS-CoV-2 IgG

Entre 1-7 dias

31,58 % (12,58-56,55)

47,3 % (24,9-69,8)

37,5% (10,2-74,1)

Entre 8-14 dias

71,43 % (47,82-88,72)

85,7 % (70,7-100,6)

71,43 % (47,7-87,8)

Mas de 14 dias

82,76 % (64,23-94,15)

96,5 % (89,9-103,1)

100 % (71,6-99,3)

Total

65,22 % (52,79-76,29)

79,7 % (70,2-89,1)

73,8 % (57,7-85,6)

DIS: dia del inicio de los sintomas.

Muestras
100 e
90 e

80 i
/ Q"’//

70

60 /

50 -

40 -
30 -

20
10

0 » » T
1-7 8-14 > 14

Dias
UMELISA anti-SARS-CoV-2 IgM
—@— JMELISA anti-SARS-Cov-2

—+— UMELISA SARS-CoV-2 IgG

Fig. - Sensibilidad de los ensayos UMELISA SARS-CoV-2 IgM, UMELISA anti-SARS-CoV-2 y
UMELISA SARS-CoV-2 IgG en muestras tomadas en diferentes etapas de la infeccién por el
virus SARS-CoV-2.
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Discusion

El diagndstico virologico del SARS-CoV-2, agente etiolégico de la COVID-19, es
importante tanto para el manejo de la enfermedad individual como de la pandemia a nivel
global. Si bien el diagndstico por excelencia es la PCR, también es necesario disponer de
otros ensayos rapidos, simples, automatizados e idealmente con alta sensibilidad y
precision y que se puedan realizar a gran escala. El objetivo es un diagndstico precoz,
para un mejor manejo y monitorizacion de los pacientes, la aplicacion de medidas de
prevencion y control de la expansion y la vigilancia epidemioldgica.

Al determinar quién es inmune al SARS-CoV-2, los datos seroldgicos pueden ser
utilizados para estimar variables epidemioldgicas, como la tasa de ataque o tasa de
letalidad, que son necesarias para evaluar la transmision y su carga; para evaluar la
eficacia de candidatos vacunales y, finalmente, para identificar a las personas que
desarrollaron una fuerte respuesta inmunitaria al virus y cuyos anticuerpos se pueden
emplear para tratar a los pacientes mediante terapia con plasma. Sin embargo, aun
quedan varios desafios para abordar correctamente la implementacion, validacién e
interpretacion adecuadas de pruebas seroldgicas, entre ellos, comprender la cinética de
los anticuerpos.(')

Las técnicas serolégicas mas comunmente usadas para el diagnéstico seroldgico del
SARS-CoV-2 son las de inmunocromatografia (flujo lateral), los enzimoinmunoanalisis
(ELISA) y los ensayos de electroquimioluminiscencia (ECLIA). Los inmunoensayos se
utilizan para detectar la presencia de anticuerpos séricos (ya sea IgA, 1gG o IgM) a
proteinas virales y pueden indicar cuando una persona ha desarrollado una respuesta
inmunitaria al SARS-CoV-2. Normalmente, cuando un virus infecta el organismo, la
respuesta IgM se produce en primer lugar contra el virus; y con la progresién de la
enfermedad, comienzan a producirse los anticuerpos IgG y gradualmente se vuelven
detectables. En el caso de la infeccion por SARS-CoV-2, los datos han demostrado que la
positividad a IgM o 1gG es extremadamente baja en los primeros 5 dias después de la
aparicion inicial de los sintomas, y aumentan rapidamente a medida que avanza la

enfermedad y la convalecencia.('?
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Los UMELISA son altamente sensibles y especificos, caracteristica que han demostrado
en el arsenal de pruebas diagndsticas con que cuenta actualmente la tecnologia, y en el
caso de los ensayos que nos ocupan, también se han obtenido valores elevados de
sensibilidad y especificidad.

La sensibilidad de los inmunoensayos depende del momento en que se realiza la prueba
al paciente, del epitopo del antigeno viral utilizado(® y del isotipo de deteccion de
anticuerpos, entre otros.(® La mayor sensibilidad se observa cuando se detecta una
mezcla de anticuerpos.

El SARS-CoV-2 tiene cuatro proteinas estructurales: membrana (M), envoltura (E), espiga
(S) y la nucleocépside (N). Entre ellas, Sy N se consideran los principales inmundgenos
y se utilizan ampliamente en inmunoensayos. La nucleocapside es una proteina de
pequefio tamano, se ha demostrado que los anticuerpos antinucleocapside aparecen
antes que los anticuerpos antiespiga. Por lo tanto, la deteccion de anticuerpos
antinucleocapside en las pruebas ELISA puede aumentar la sensibilidad clinica del
ensayo si las muestras se extraen temprano. La proteina S del SARS-CoV-2 posee dos
subunidades (S1 y S2). La subunidad S1 interacciona y se une al receptor, en este caso
la enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE2, por sus siglas en inglés) por medio del
dominio de unidn al receptor (RBD, por sus siglas en inglés), mientras que la subunidad
S2 determina la fusién de la membrana del virus con la de la célula huésped. Se ha
sugerido que el uso de la proteina S1, y particularmente el RBD, mejoraria la especificidad
de los inmunoensayos.(1516)

En los ensayos UMELISA aqui evaluados, las placas de ultramicro-ELISA estan revestidas
con las proteinas S, M y N del SARS-CoV-2 en el caso de la deteccion de IgM; con las
proteinas Sy N en el caso de los totales; y con una proteina recombinante y péptidos
sintéticos representativos de las regiones inmunodominantes de las proteinas Sy N en
el ensayo de deteccidn de IgG. Como se ha demostrado, los antigenos de la espiga y de
la nucleocapside son altamente inmunogénicos y se expresan abundantemente durante
la infeccion,('”) de ahi que los ensayos evaluados hayan obtenido un desempefio
adecuado en cuanto a sensibilidad y especificidad. A esta caracteristica se une el hecho

de que UMELISA anti-SARS-CoV-2 muestra mejor desempenfio, dado fundamentalmente

(@) o |
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por la deteccién de anticuerpos totales, lo cual es otro factor importante en la
sensibilidad de los ensayos.

La sensibilidad a partir del 8.° dia del inicio de los sintomas del ensayo UMELISA SARS-
CoV-2IgM es del 78 % y el UMELISA anti-SARS-CoV-2 del 92 %. Este resultado es superior
a la sensibilidad que caracteriza a ambos ensayos segun su fabricante cuando plantean
que son capaces de detectar anticuerpos en el 60 % y 84,9 % en el ensayo de IgM y
anticuerpos totales, respectivamente. Este aspecto es importante en el sentido de que
los anticuerpos (IgM/IgG) contra el virus son detectables alrededor del dia 7 desde el
inicio de los sintomas (en aproximadamente 50 % de los casos) y permite evaluar su
desempefio.(1®)

Si bien encontramos reactividad cruzada en muestras de dos pacientes con infeccion por
VHC con el ensayo UMELISA SARS-CoV-2 IgG, estos anticuerpos no son especificos al
SARS-CoV-2, ya que estas muestras fueron colectadas en 2019 cuando todavia no
circulaba el virus en Cuba. La posibilidad de que estas muestras posean anticuerpos a
otros coronavirus estacionales humanos que reaccionen de forma cruzada en este
ensayo o enfermedades autoinmunes que produzcan falsos positivos no puede ser
descartada, lo cual constituye una limitacion de la presente investigacion al no contar
con sueros obtenidos de pacientes con infecciones producidas por otros coronavirus
estacionales humanos (229E, 0C43 y NL63) para el estudio de especificidad analitica;
este aspecto debe tenerse en cuenta para futuras evaluaciones.

En Brasil, un metaanalisis para estudiar la precision de las pruebas diagndsticas tipo
ELISA disponibles encontré para anticuerpos IgM una sensibilidad del 82 % y
especificidad del 97 %; mientras que para los anticuerpos IgG, hallé una sensibilidad del
97 % y especificidad del 98 %.09 Otros autores como Zhao y otros encontraron una
positividad del 38,3 % a los 7 dias de iniciar el cuadro clinico, que se incremento al 89,3 %
en la segunda semana. En ambos estudios se comparé la deteccion de casos por PCRy
por anticuerpos y fue mayor con el uso de anticuerpos a partir de los 6-8 dias tras el inicio
de sintomas.@) Estos resultados permiten el uso complementario de los ensayos

seroldgicos para una mayor rentabilidad en el diagnéstico de los pacientes.
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Xiang y otros, utilizando ensayos tipo ELISA, también hallaron que la seroconversién de
anticuerpos IgM e IgG especificos se observo ya al cuarto dia después del inicio de los
sintomasy al igual que el presente estudio obtuvieron buenos resultados en la evaluacion
tanto para IgM como IgG, apoyando su utilidad en el serodiagnéstico de COVID-19.@"
Autores de Austria evaluaron comparativamente sensibilidad y especificidad de cuatro
ensayos tipo ELISA agrupados por intervalo desde el inicio de los sintomas. A pesar de
que la sensibilidad de la prueba, fueron bajas (< 40 %) dentro de los primeros 5 dias
después del inicio de la enfermedad, y la IgM, IgA y los anticuerpos totales aumentaron
en sensibilidad a mas del 80 % entre los dias 6 y 10 después de la aparicion de los
sintomas. Las pruebas evaluadas proporcionaron resultados positivos en todos los
pacientes después del 11.° dia del inicio de la enfermedad. Las especificidades de los
ELISA fueron del 83 % (IgA), 98 % (IgG) y 97 % (IgM y anticuerpo total).(?? Estos resultados
concuerdan con los descritos en el presente trabajo.

Louy otros, por su parte, realizaron un estudio sobre la deteccidn de anticuerpos totales,
de IgM e IgG, en pacientes diagnosticados por PCR a lo largo del tiempo desde el inicio
de los sintomas, y encontraron que en una etapa temprana (0-7 dias) de la enfermedad,
el ELISA de deteccién de anticuerpos totales mostré la mayor sensibilidad (64,1 %) en
comparacion con ELISA-IgM y ELISA-IgG (33,3 % para ambos, p < 0,001). La sensibilidad
de deteccién de anticuerpos totales, IgM e IgG aumentaron significativamente en la etapa
posterior, alcanzando el 100 %, 96,7 % y 93,3 %, respectivamente, 2 semanas después (p
< 0,05).2% |gualmente, autores franceses evaluaron un ELISA de deteccion de
anticuerpos totales y obtuvieron un 100 % de especificidad y de sensibilidad, esta ultima
en muestras de pacientes confirmados de mas de 14 dias de iniciado el cuadro clinico.@*
Estos resultaron son mas elevados que los obtenidos en el presente trabajo, no obstante,
concuerdan en que la deteccién de anticuerpos totales aumenta la sensibilidad del

sistema.

Conclusiones

La validacién realizada por el Laboratorio Nacional de Referencia para el diagndstico de

enfermedades viricas del IPK confirmé la validez de poseer una tecnologia desarrollada
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por el Centro de Inmunoensayo y que posibilita contar con ensayos serolégicos de
deteccion de IgM, IgG o anticuerpos totales con elevada sensibilidad, especificidad,
concordancia, valores predictivos e indice kappa. Dichos ensayos formaran parte del
arsenal diagndstico de la COVID-19, la vigilancia epidemiolégica, la evaluaciéon de
plasmas inmunitarios y de su utilidad en la evaluacion de la respuesta a los candidatos
vacunales, asi como para el seguimiento de los individuos convalecientes y otras
investigaciones necesarias para el control de la enfermedad. El contar con sistemas
diagndsticos basados en plataformas de produccion nacional ampliamente distribuidas
en el pais contribuye a una independencia tecnoldégica que abarata costos en el
enfrentamiento a una pandemia que requiere un gasto cada vez mayor de recursos

econdémicos.
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