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RESUMEN

Introduccion: Los esfuerzos recientes en el diagnéstico del SARS-CoV-2 se han
centrado en el desarrollo de pruebas rapidas de detecciéon de antigenos SARS-
CoV-2 (PRD-Ag), debido al bajo costo de estos métodos y a la rapidez para

brindar un diagndstico primario en el punto de atenciéon médica fuera del
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laboratorio. En este estudio se evalu6 la utilidad de cinco métodos de deteccion
de la proteina de la nucleocéapside (N) del SARS-CoV-2 como antigeno (Ag) para
el diagndstico de este virus.

Métodos: Se evaluaron cinco estuches para la deteccion de Ag SARS-CoV-2
basados en dos principios moleculares (inmunocromatografia e
inmunofluorescencia). Se analizé un total de 587 muestras procedentes de
exudado nasal y nasofaringeo de pacientes confirmados por la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR) al SARS-CoV-2 y muestras
negativas a este virus. Se calcularon los parametros de sensibilidad,
especificidad, Valor Predictivo Positivo (VPP), Valor Predictivo Negativo (VPN),
concordancia e indice Kappa para cada ensayo evaluado.

Resultados: Los ensayos ABBOTT, CPM, CORE y WANTAI SARS-CoV-2 (IFA)
presentaron un buen desempeno (sensibilidad: 80-95 % y especificidad 90-98 %)
al ser evaluados con muestras de pacientes sospechosos. En el ensayo KEWE/
los resultados de estos parametros difirieron (sensibilidad del 75 % y
especificidad del 90 %) de los recomendados por la OMS. Segun la escala de
valoracién del indice de Kappa, todos los ensayos analizados presentaron un
grado de concordancia Buena y Muy buena.

Conclusiones: Los resultados obtenidos en la presente investigacion, avalan la
utilidad de los ensayos evaluados y su uso en la red de laboratorios para el
diagndstico del SARS-CoV-2.

Palabras clave: antigeno; COVID-19; evaluacién; inmunocromatografico;

inmunofluorescencia; SARS-CoV-2.

ABTRACT

Introduction: Recent efforts in the diagnosis of SARS-CoV-2 have focused on the
development of rapid tests for the detection of SARS-CoV-2 antigens (RTD-Ag),
due to the low cost of these methods and the speed to provide a primary

diagnosis at the point of care outside the laboratory. In this study, the utility of
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five methods for detecting the nucleocapsid protein (N) of SARS-CoV-2 as an
antigen (Ag) for the positive diagnosis of this virus was evaluated.

Methods: Five kits for the detection of SARS-CoV-2 Ag based on two molecular
principles (immunochromatography and immunofluorescence) were evaluated. A
total of 587 samples from nasal and nasopharyngeal swab of patients confirmed
by RT-PCR to SARS-CoV-2 and negative samples to this virus were analyzed.
Sensitivity, specificity, Positive Predictive Value (PPV), Negative Predictive Value
(NPV), concordance and Kappa index parameters were calculated for each assay
evaluated.

Results: The ABBOTT, CPM, CORE and WANTAI SARS-CoV-2 (IFA) assays
performed well (sensitivity: 80-95 % and specificity 90-98 %) when evaluated with
samples from suspected patients. In the KEWEI trial, the results of these
parameters differed (75 % sensitivity and 90 % specificity) from those
recommended by the WHO. According to the Kappa index rating scale, all the
trials analyzed showed good and very good agreement.

Conclusions: The results obtained in this research support the utility of the tests
evaluated and their use in the network of laboratories for the diagnosis of SARS-
CoV-2.

Keywords: antigen;  COVID-19;  evaluation;  immunochromatographic;

immunofluorescence; SARS-CoV-2.

Recibido: 04/08/2022
Aceptado: 01/06/2023

Introduccion

Una de las primeras causas de muerte en el mundo desde el afio 2020 es la

enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causada por el Sindrome
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respiratorio agudo severo asociado a coronavirus de tipo 2 (SARS-CoV-2), por
tanto, la deteccién rapida y precisa de este virus es crucial para mitigar su
propagacion en la poblaciéon.(2 La prueba de oro, para su deteccion, es la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR).® Sin embargo, los
esfuerzos recientes en el diagnéstico se han centrado en el desarrollado de
pruebas rapidas, sensibles y especificas, debido al bajo costo de estos métodos
y a la rapidez para brindar un diagnéstico primario en el punto de atencién
médica fuera del laboratorio.®

La inmunocromatografia e inmunofluorescencia constituyen los principios
moleculares de algunos de los ensayos de deteccion de antigenos virales.® La
principal ventaja de este tipo de pruebas, es que se obtiene un resultado
inmediato y a un coste mucho mas reducido, en comparacién con la RT-PCR. Sin
embargo, presentan como limitacién importante, que son menos precisas que la
técnica estandar, al requerir de mayor carga viral para resultar positivas.®

Cuba, en el contexto de la pandemia de COVID-19, ha realizado grandes
esfuerzos para contar con métodos de diagndstico que permitan realizar la
deteccidn de los casos, su seguimiento y el monitoreo de las medidas de control
en el pais. El contar con métodos rapidos y econdmicos ha sido una prioridad y
es por ello que en este trabajo se evalua el desempeno de cinco estuches de

deteccién de Ag SARS-CoV-2.

Métodos

Se utilizaron muestras correspondientes a individuos hospitalizados o
internados en centros de aislamiento en varios municipios de La Habana y Pinar
del Rio, con resultados negativos y positivos a la infeccién por SARS-CoV-2,
confirmados mediante la RT-PCR, asi como muestras de otras infecciones
virales no SARS-CoV-2. A los individuos en estudio se les tomaron muestras de
exudado nasal y nasofaringeo para la confirmacién por RT-PCR como técnica de

referencia y para el estudio de los ensayos de deteccién de antigenos (tabla 1).
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Tabla 1- Caracteristicas de los ensayos a evaluar

Tipo de ensayo Producto/Nombre Casa comercial Pais
Panbio™ COVID-9 Ag Rapid |ABBOTT Alemania
Test Device
Antigen one SARS-CoV-2 CPM - Compagnia per la Medicina | Italia
Ensayos S.R.L.

inmunocromatograficos

Core test COVID-9 Ag Test CORE Technology Co. LTD China

COVID-19 Antigen Rapid Test | KEWEI - Beijing Kewei Clinical | China
Kit Diagnostic Reagent INC.

WANTAI SARS-CoV-2 (IFA) Beijing Wantai Biological | Alemania
Ensayo de Pharmacy Enterprise Co. Ltd
inmunofluorescencia

Fuentes.: (891011)

Para la evaluacion de los ensayos de Ag ABBOTT, CORE y KEWEI la recoleccién de
las muestras se hizo con los insumos de cada estuche. Para el estudio de los
sistemas CPMy WANTAI SARS-CoV-2 (IFA) se utilizaron medios de transporte viral
(BTV, BIOCEN, Cuba y CITOSWAB VTM, China), para el traslado de las muestras y
su procesamiento en el laboratorio. Este trabajo fue desarrollado en el mes de
noviembre de 2020 y en el periodo comprendido entre febrero y junio de 2021.

Para la realizacion de la RT-PCR se utilizaron los estuches RIDA®GENE SARS-
CoV-2 (R-Biopharm, Alemania) y SENTINEL DIAGNOSTICS (Milan, Italia),
siguiendo el protocolo descrito por los fabricantes. La RT-PCR se realizé en el

Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Pedro Kouri (IPK).

Se estudiaron 587 muestras que se describen a continuacion:
- Panel de muestras negativas al SARS-CoV-2 mediante RT-PCR: 229
muestras para estudio de especificidad clinica, procedentes del

diagndstico del IPK.
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- Panel de muestras positivas al SARS-CoV-2 mediante RT-PCR: 358
muestras de pacientes/individuos pertenecientes a diferentes criterios
clinico-epidemioldgicos y de laboratorio (Contactos, Sospechosos,

Evolutivos, Vigilancia y muestras de Confirmacion).

Analisis estadistico

Se utilizaron métodos estadisticos segun la Regulacién no. 47-2007 Requisitos
para la evaluacion del desempefio de los diagnosticadores del Centro para el
Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED).(12)
Se calcularon los valores de sensibilidad clinica, especificidad clinica y analitica,
prueba de concordancia, indice de Kappa y valores predictivos positivo y
negativo (VPP y VPN), utilizando todas las muestras y estratificandolas segun
criterios clinico-epidemioldgicos y de laboratorio (casos sospechosos, evolutivos
y muestras con Ct<30).

Para el calculo de los parametros se utilizo la aplicaciéon LabCal V1.0.09 Los
resultados obtenidos se redondearon a dos cifras significativas y no se
utilizaron cifras decimales. A todos estos parametros se les calculé el intervalo

de confianza al 95 % (IC 95 %).

Consideraciones éticas

La presente investigacion fue parte de la validacion de los ensayos diagnosticos
recibidos en el IPK antes de su introduccidn en el Sistema de Salud. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica de las Investigaciones del IPK en
cumplimiento de la Declaracién de Helsinki (CEI-IPK 65-20).

Las muestras clinicas positivas a otros agentes virales no SARS-CoV-2 que
producen otras Infecciones Respiratorias Agudas (IRA), se encontraban
debidamente almacenadas en los Laboratorios Nacionales de Referencia del
Departamento de Virologia del IPK. Los resultados de dichas muestras se
encontraban custodiados en bases de datos al que solo tienen acceso los

miembros y responsables de cada laboratorio.
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Todos los participantes tuvieron el compromiso de salvaguardar la
confidencialidad de los individuos y de los pacientes positivos al SARS-CoV-2. El
estudio se realizé siguiendo las Buenas Practicas Clinicas y de Laboratorio y las
instrucciones que el fabricante de los estuches propone. Se emplearon métodos
para la realizacién de las pruebas de laboratorio y estadisticas reconocidos a
nivel internacional (Referencias de esas pruebas). Los participantes en el caso
de los individuos convalecientes de COVID-19 fueron informados de sus

resultados.

Resultados

Evaluacion de los ensayos inmunocromatograficos: ABBOTTT,

CPM, CORE Y KEWEI

Las tablas 2 y 3 muestran los valores de los parametros calculados para los
ensayos inmunocromatograficos de deteccion de Ag SARS-CoV-2, en
comparacion con el método de referencia (RT-PCR), a partir del panel de
muestras totales (positivas y negativas), teniendo en cuenta solo las muestras
provenientes de pacientes sintomaticos con menos de cinco dias desde la fecha

de inicio de los sintomas.

Tabla 2. Desempeno de los ensayos inmunocromatograficos calculados a partir el total

de muestras positivas y negativas

PRD- | N (total) Se% Es% VPP% VPN% Conc% Kappa
Ag (IC95%) | (IC95%) | (IC95%) | (IC95%) | (IC95%) (IC 95%)
ABBOTT 110 89 (75- | 89 (78-95) | 85 (71- 92 (82- | 89(81-94) | 0,78 (0,66-
96) 93) 97) 0,90)
CPM 186 69 (61- 98 (93- 99 (97- 47 (36- | 75(69-81) | 0,48 (0,35-
76) 100) 100) 58) 0,61)
CORE 82 88 (72- | 79(63-89) | 80 (64- 87 (71- | 83(73-90) | 0,66 (0,48-
95) 70) 95) 0,82)
KEWEI 72 33 (18- 97 (92- 92 (78- 59 (47- | 65(54-76) | 0,31 (0,09-
7
(o)
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49) 100) 100) 72) 0,53)

Leyenda: Se: Sensibilidad; Es: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo;

Conc: Concordancia

Tabla 3- Desempeno de los ensayos inmunocromatograficos a partir de muestras
provenientes de pacientes sintomaticos con menos de cinco dias desde la fecha de

inicio de los sintomas

Se% Es% VPP% VPN% Conc% Kappa
PRD-Ag N (total) (1IC 95%) (1IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (1C 95%) (1Ic 95%)
ABBOTT 86 91 (75- 92 (81-98) 88 (72- 94 (83- 92 (83- 0,83 (0,71-
98) 96) 99) 96) 0,96)
CcPM 69 93 (83- 98 (93- 96 (89- 95 (89- 96 (91- 0,91 (0,81-
100) 100) 100) 100) 100) 0,100)
CORE 64 89 (71- 81 (63-91) 78 (60- 91 (74- 84 (73- 0,69 (0,51-
97) 90) 98) 92) 0,87)
KEWEI 26 75 (54- 90 (71- 92 (78- 69 (44- 81 (66- 0.62 (0,31-
96) 100) 100) 94) 96) 0,92)

Leyenda: Se: Sensibilidad; Es: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo;
Conc: Concordancia

Al analizar la sensibilidad clinica de las técnicas utilizando el panel de muestras
totales positivas a la RT-PCR del SARS-CoV-2, se obtuvo que 40 de las 45
muestras positivas empleadas para la evaluacién del estuche ABBOTT,
resultaron positivas por este método; 100/145 resultaron positivas al ensayo
CPM. De las 40 muestras positivas analizadas para el ensayo CORE, 35
resultaron positivas y para el ensayo KEWEI 12/36 fueron positivas. De estos
resultados se obtuvieron valores de sensibilidad que oscilaban en el rango entre
33 y 89 %, siendo mas bajo para el ensayo KEWEI con un valor del 75 %. Para
interpretar los resultados de concordancia obtenidos entre los estuches
inmunocromatograficos y la técnica de referencia RT-PCR se tuvo en cuenta la
escala de valoracion del indice de Kappa, segiin Molinero en 2011.0% En este

sentido, el estuche KEWEI tuvo una concordancia baja, mientras que el ensayo
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CPM present6 una concordancia moderada. Con los estuches ABBOTT y CORE se
logré una concordancia buena.

Al estratificar las muestras y teniendo en cuenta solo los pacientes
sospechosos, con menos de cinco dias desde el inicio de los sintomas,
observamos un mejor desempeno de cada estuche, quedando en primer lugar el
ensayo CPM con un 93 % de sensibilidad. El grado de concordancia, segun la
escala de valoracién del indice de Kappa para los estuches ABBOTT y CPM fue
muy buena, teniendo en cuenta el criterio evaluado. No asi para los estuches

CORE y KEWEI, con los que se obtuvo una concordancia buena.

Evaluacion del ensayo de inmunofluorescencia

WANTAI SARS-CoV-2 (IFA).

Para la evaluacion del ensayo WANTAI-SARS-CoV-2 (IFA) se utilizaron muestras
de exudado nasofaringeo en medio de transporte viral y se seleccionaron las
muestras de pacientes sintomaticos, con menos de cinco dias desde la fecha de
inicio de los sintomas e individuos/pacientes con muestras colectadas a los
cinco dias del primer PCR positivo. En la tabla 4 se muestran los resultados

obtenidos del desempeno de este ensayo.
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Tabla 4- Desempeiio del ensayo WANTAI SARS-COV-2 (IFA) calculado

a partir de diferentes criterios clinicos-epidemiolégicos

Grupos por Se% Es% VPP% VPN% Conc% Kappa
criterios (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (1IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
-Total de 94 92 95 90 93 0,86
muestras (90-99) (85-100) (91-100) (83-98) (90-98) (0,78-0,95)
(N=145)

-Sospechosos 95 92 83 98 98 0,84
(N=96) (85-100) (85-100) (67-98) (94-100) (87-99) (0,70-0,97)

-Evolutivo 5% dia 95 92 91 96 93 0,87
(N=73) (89-100) (85-100) (83-99) (91-100) (89-99) (0,78-0,97)

Leyenda: Se: Sensibilidad; Es: Especificidad; VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo; Conc:

Concordancia

Para el panel de muestras totales analizadas, se obtuvo que de las 92 muestras
positivas por la RT-PCR, 87 resultaron positivas por el estuche WANTAISARS-
COV-2 (IFA), para una sensibilidad del 94 %, valor que aumenté hasta un 95 %
para el resto de los criterios evaluados. Por otra parte, la especificidad
alcanzada fue muy homogénea para todos los grupos de criterios estudiados,
con un valor del 92 %. La concordancia establecida para esta prueba en todas

las condiciones segun el indice de Kappa se considera como muy buena.

Discusion
Contar con un diagnostico precoz del SARS-CoV-2 es una herramienta
imprescindible para la conduccién de la pandemia de COVID-19. La RT-PCR con
una eficiencia analitica = 96 %, es la prueba estandar de oro para el diagndstico
del nuevo coronavirus. Sin embargo, demanda de mayor tiempo para la
obtenciéon de un resultado si la comparamos con las pruebas rapidas de
deteccion de Ag SARS-CoV-2.0%1617) Varios reportes acerca de la efectividad

analitica de estas ultimas pruebas, han arrojado valores de sensibilidad que
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varian entre un 70,6 % y 100 %, y una especificidad muy elevada que oscila entre
un 96 %y un 100 %.(18)

Los ensayos inmunocromatograficos son disenados para emplearse en
pacientes sintomaticos y con menos de cinco dias desde el inicio de los
sintomas. Por ello, cuando se utilizé el panel de muestras totales los resultados
en cuanto a la sensibilidad, no fueron como como los recomendados por la OMS
en 2020 (=80 %), excepto para los ensayos CORE y ABBOTT, con los que se
obtuvieron un 88 % y 89 %, respectivamente. Esto puede estar influenciado por el
hecho, de que, entre las muestras positivas escogidas habia tanto pacientes
sintomaticos como individuos asintomaticos, asi como casos evolutivos en los
que se desconocian la fecha de inicio de los sintomas (en el caso de ser
sintomaticos); no asi para los estuches ABBOTT y CORE, con los que se
diagnosticaron solo individuos sintomaticos. Si se alcanzaron los valores de
sensibilidad recomendados por la OMS cuando se estratificaron los resultados
teniendo en cuenta los casos sospechosos con menos de cinco dias desde el
inicio de los sintomas, excepto en el ensayo KEWEI que quedd por debajo del 80
0/0'(19)

Con respecto a las indicaciones de los fabricantes de cada ensayo, con ABBOTT
se obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad por debajo de los
reportados por los fabricantes cuando evaluaron los casos sospechosos con
menos de siete dias desde el inicio de los sintomas (98,1 y 998 %
respectivamente). Para el ensayo CPM se obtuvieron resultados muy similares a
los obtenidos por el productor del estuche al evaluar, igualmente, los casos
sospechosos (92,67 % de sensibilidad y 98,29 % de especificidad). Los
resultados alcanzados con CORE y KEWEI fueron mas bajos que aquellos
descritos por los fabricantes (sensibilidad del 98,1 y 96,18 % y especificidad del
99,6 y 100 %, respectivamente).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con informes

anteriores sobre el rendimiento del ensayo ABBOTT, que constituye una de las
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principales pruebas usadas a nivel mundial para el diagndstico del SARS-CoV-2
mediante ensayos de deteccion de Ag. Dominguez y cols. reportaron un estudio
con los test rapidos de antigenos Panbio™ (ABBOTT) para la deteccion del
SARS-CoV-2 en centros residenciales, en el que obtuvieron una sensibilidad del
95 % y una especificidad del 100 %.29 Por otra parte, los resultados de
sensibilidad en la evaluacién del ensayo ABBOTT desarrollado por Gras y cols. en
Espana, fueron inferiores a los obtenidos en el presente trabajo (61,1 % para el
total de muestras 'y 71,4 % para pacientes sintomaticos con menos de cinco dias
desde el inicio de los sintomas). Sin embargo, la especificidad reportada por
estos autores, bajo las mismas condiciones descritas para la sensibilidad,
resultd superior a la obtenida en el presente estudio, con valores del 99,7 % y
99,6 %, respectivamente.V

Por otra parte, se obtuvo un desempefio favorable cuando se evalué el panel de
muestras totales con el ensayo WANTAI SARS-CoV-2 (IFA), el que mejoré cuando
se realiz6 la estratificacion de las muestras. Estos resultados indican que esta
prueba debe utilizarse para la deteccion de casos sospechosos y que presentan
una carga viral elevada. Asi mismo la deteccién de positivos entre los casos
evolutivos del quinto dia fue muy favorable, lo que amplia la utilidad de este
ensayo mas alla de las recomendaciones de sus productores. Sin embargo, los
valores de especificidad obtenidos en cada criterio evaluado son inferiores al
minimo recomendado por la OMS, aunque superior al 90 %. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo fueron inferiores a los descritos por los
fabricantes (96,6 % de sensibilidad y 96,9 % de especificidad) para el panel de
muestras totales. Dos estudios en Espafna y Chile apoyados en la evaluacion del
desempeno de la PRD-Ag 2079-nCoV Ag Test Fluorescence de China, basada
igualmente en el principio de IFA, revelaron una sensibilidad del 79,4 y 94,7 %,
una especificidad del 95,7 y 100 %, cuando utilizaron muestras de pacientes
sintomaticos con menos de siete dias desde el inicio de los sintomas. Para

ambas investigaciones estos parametros disminuyeron al emplear muestras de
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individuos  asintomaticos y un panel de muestras totales
(sintomaticos/asintomaticos), respectivamente. 22 29)

Las PRD-Ag no son tan precisas como las pruebas moleculares, pero son mas
accesibles en términos de disponibilidad y facilidad de uso, y se pueden utilizar
como un diagndstico primario en el punto de atenciéon médica (los llamados
points of care) fuera del laboratorio.?” Los ensayos inmunocromatograficos
evaluados en el presente trabajo demostraron ser herramientas utiles para un
diagnostico precoz del SARS-CoV-2 en pacientes sintomaticos con menos de
cinco dias desde el inicio de los sintomas (sospechosos). Esto permite que
dichos pacientes puedan recibir la atenciéon adecuada por el sistema de salud y
a la vez seguir medidas orientadas por las autoridades sanitarias como el
autoaislamiento y el rastreo de contactos.

Por otra parte, el ensayo WANTAI SARS-CoV-2 (IFA) no cuenta con la bondad de
un diagndstico primario en el punto de atencion médica, pues precisa de
instrumental y personal de laboratorio especializado. Esto constituye una
desventaja en el escenario clinico-epidemioldgico de la pandemia en Cuba. Sin
embargo, esta prueba mostré mejor desempefo con respecto a los ensayos
inmunocromatograficos estudiados. Esto puede deberse a que es un método de
inmunodeteccion “en sandwich” que se basaen la union especifica entre Ag-Ac y
que permite la obtencidon de una senal amplificada, es decir, cuanta mas
concentracion de Ag haya en una muestra (muestras con menor Ct/ pacientes
sospechosos) mayor es el complejo Ag-Ac que se forma, dando lugar a una
mayor intensidad de la senal de fluorescencia en el Ac de deteccioén.

En el contexto actual, ninguna prueba es perfecta cuando se trata de los
indicadores de precision, accesibilidad, asequibilidad y puntualidad de los
resultados. Para la eleccién de un ensayo diagndstico se deben tener en cuenta
dichos indicadores, asi como la prevalencia de la enfermedad (COVID-19) en la

poblacién sometida a prueba.
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En funcién del desempefo obtenido con los ensayos inmunocromatograficos
evaluados en este estudio, proponemos su uso para el diagnéstico del SARS-
CoV-2 en el punto primario de atenciéon médica en pacientes sintomaticos
(sospechosos) con menos de cinco dias desde el inicio de los sintomas. La
prueba WANTAI SARS-CoV-2 (IFA) mostré un desempefio satisfactorio e incluso
consideramos que puede ser utilizado para el seguimiento de casos evolutivos
del SARS-CoV-2. Los ensayos estudiados suponen herramientas utiles para un
diagnostico rapido y “preciso” del nuevo coronavirus, sin embargo, se requiere
continuar las investigaciones para la busqueda de métodos que contengan un
desempeno favorable en el diagnéstico de individuos asintomaticos con baja

carga viral.
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