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ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion del desempefio diagndstico de tres ensayos seroldgicos

para la deteccion de anticuerpos IgG contra SARS-CoV-2
Evaluation of the diagnostic performance of three serological assays for the detection
of I9G assays against SARS-CoV-2

Alcalde, Maria Belén'’; Chiodini, Julieta’; Shepherd Safar, Melanie®; Accorinti, Ailin; Alegre, Maria'; Gonzélez, Maria Sandra!.

! aboratorio Central, Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sor Maria Ludovica”. La Plata, Buenos Aires, Argentina.
*Contacto: Alcalde, Maria Belén. Laboratorio Central, Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria “Sor Maria Ludovica”, Calle 14
n°1651, La Plata (1900), Buenos Aires, Argentina; alcaldemariabelen@gmail.com.

Resumen

Introduccién: En respuesta a la pandemia de COVID-19 se han desarrollado y aprobado con celeridad un
gran nimero de pruebas seroldgicas, en diferentes formatos, para la deteccién de anticuerpos contra
SARS-CoV-2. Dada la gran oferta y variabilidad entre ensayos, la evaluacién independiente de su rendi-
miento resulta fundamental. Objetivos: El objetivo de este trabajo fue analizar y comparar el desempefio
diagndstico de tres métodos de deteccién de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 disponibles en nuestro
medio. Materiales y métodos: Se evaluaron tres tipos de ensayos seroldgicos, un inmunoensayo quimio-
luminiscente (Access® SARS-CoV-2 1gG), un enzimoinmunoensayo (COVIDAR IgG) y un inmunoensayo de
flujo lateral (SARS-CoV-2 Antibody Test), utilizando muestras de suero de individuos con infeccién por
SARS-CoV-2 superada, y sueros recolectados antes del inicio de la pandemia. Resultados: Se procesaron
un total de 168 muestras, 94 sueros de individuos con infeccién por SARS-CoV-2 superada y 74 sueros
prepandemia. Las sensibilidades de los métodos evaluados variaron entre 71,3 % y 89,4 %. La sensibili-
dad del ensayo COVIDAR IgG resultd ser significativamente mayor que la de los otros dos métodos (p <
0,05). Las especificidades variaron entre 95,9 % y 100 %, sin diferencias significativas entre los tres mé-
todos. Se encontrd una concordancia sustancial entre el ensayo COVIDAR IgG y el Access® SARS-CoV-2 1gG
(indice kappa: 0,74), y casi perfecta entre el SARS-CoV-2 Antibody Test y los otros dos ensayos (indices
kappa: 0,80 y 0,89]. Conclusiones: Este estudio demuestra un adecuado desempefio de los tres ensayos
en nuestra poblacién y la existencia de concordancia entre los mismos.

Palabras claves: COVID-19, SARS-CoV-2, serologia, evaluacién, diagnéstico, sensibilidad, especificidad.
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Introduction: In response to the COVID-19 pandemic, a large number of serological tests for the detec-
tion of antibodies against SARS-CoV-2, in different formats, have been rapidly developed and approved.
Given the large offer and variability between assays, independent evaluation of their performance is es-
sential. Objectives: The objective of this work was to analyze and compare the diagnostic performance
of three anti-SARS-CoV-2 IgG antibody detection methods available in our environment. Materials and
methods: Three types of serological assays were evaluated, a chemiluminescent immunoassay (Ac-
cess® SARS-CoV-2 IgG), an enzyme immunoassay (COVIDAR IgG) and a lateral flow immunoassay (SARS-
CoV-2 Antibody Test], using serum samples from individuals with overcome SARS-CoV-2 infection, and
sera collected before the start of the pandemic. Results: A total of 168 samples were processed, 94 sera
from individuals with overcome SARS-CoV-2 infection and 74 pre-pandemic sera. The sensitivities of the
methods tested varied between 71.3% and 89.4%. The sensitivity of the COVIDAR IgG assay was found to
be significantly higher than that of the other two methods (p < 0.05). The specificities varied between
95.9% and 100%, with no significant differences between the three methods. Substantial agreement was
found between the COVIDAR IgG assay and the Access® SARS-CoV-2 IgG assay (kappa coefficient: 0.74)
and almost perfect agreement between the SARS-CoV-2 Antibody Test and the other two assays (kappa
coefficients: 0.80 and 0.89]. Conclusions: This study demonstrates adequate performance of the three
assays in our population and the existence of concordance between them.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, serology, evaluation, diagnosis, sensitivity, specificity.
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Introduccién

El coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2) fue identificado por primera vez en enero de 2020
como el agente causal de un brote de neumonia en el municipio
de Wuhan, China®2. Desde entonces, los casos de enfermedad
por coronavirus 2019 (COVID-19) causada por SARS-CoV-2 se
han diseminado rapidamente a través de todo el mundo, lo que
condujo a la OMS a declarar, el 11 de marzo de 2020, el estado
de pandemia’.

En este contexto, cientos de pruebas diagnésticas para la
deteccién de infeccién por SARS-CoV-2 comenzaron a desarro-
llarse®. Las pruebas de diagnéstico directas, basadas en la de-
teccién del genoma viral o de antigenos virales cumplen, en la
actualidad, un rol clave en el manejo del paciente y la conten-
cién de la pandemia. Estas pruebas son utilizadas eficiente-
mente para el diagndstico de infeccién aguda por SARS-CoV-2,
pero sudesempefio clinico disminuye progresivamente durante
el curso de la enfermedad, asociado al aclaramiento viral®. Los
métodos de diagnéstico indirectos, basados en la deteccidn de
anticuerpos anti-SARS-CoV-2, por lo contrario, tienen una utilidad
limitada en el diagnéstico de la etapa aguda de la enfermedad,
cuando la respuesta de anticuerpos ain no se ha desarrollado,
pero son fundamentales para la determinacion de exposicion
previa al SARS-CoV-2, especialmente en pacientes con potencial
sindrome posCOVID-19, enla realizacién de estudios de seropre-
valencia y en la identificacién de donantes de plasma de con-
valeciente. Ademas, adquieren importancia en el diagnéstico de
infeccién por SARS-CoV-2, en casos con resultados por técnicas
moleculares no concluyentes y en la evaluacion de la inmuni-
dad humoral posvacunacion®®,

Las caracteristicas de |a respuesta de anticuerpos a la infec-
cién por SARS-CoV-2 varian significativamente entre individuos,
especialmente en lo que respecta a la cinética, clases de inmu-
noglobulinas y especificidad antigénica®. En la mayoria de los

pacientes con COVID-19, los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 son
detectables tres semanas después de lainfeccién con una sero-
conversién simultanea o cercana de las inmunoglobulinas IgM
e 1gG%10. Sin embargo, el conocimiento sobre su persistencia
y la proteccién que confieren adn es escaso!3, Los anticuer-
pos anti-SARS-CoV-2 se dirigen contra diferentes proteinas es-
tructurales del virus, de las cuales los principales inmunégenos
son las proteinas espiga (S) y nucleocapside (N). Los ensayos
serolégicos a menudo utilizan como antigenos recombinantes
las proteinas N, S y el dominio de uni6n al receptor (RBD) de la
proteina S*. A su vez, estos métodos pueden detectar uno o
mas isotipos de inmunoglobulinas (IgA, IgM o 1G] generadas
contra el SARS-CoV-2. El desempefio de estas pruebas depende
en gran medida del subdominio de la proteina elegido; del ple-
gamiento resultante y, para algunos antigenos, de la conserva-
cién de la glicosilacién de la proteina, ademas de la metodologia
empleada; delisotipo de inmunoglobulina detectada; del tiempo
transcurrido desde la infeccién y de la poblacién en la que se
evaltanth15,

En respuesta a la urgencia, se han desarrollado y aprobado
con celeridad un gran ndmero de pruebas serolégicas comer-
ciales para la deteccién de anticuerpos contra SARS-CoV-2, en
distintos formatos, que abarcan desde inmunoensayos de flujo
lateral (LFIA) hasta enzimoinmunoensayos de adsorcion (ELI-
SA) e inmunoensayos quimioluminiscentes (CLIA). Dada la gran
oferta y variabilidad entre los distintos ensayos de deteccién de
anticuerpos, la evaluacion y verificacién independientes de su
rendimiento son fundamentales'®!8, El objetivo de este trabajo
fue evaluar y comparar el desempefio diagnéstico de tres mé-
todos de deteccidn de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 disponi-
bles en el Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pedia-
tria “Sor Marfa Ludovica”, utilizando muestras de suero positivas
y negativas bien definidas.

La importancia del estudio radica en aportar evidencia sobre

Tabla I. Resultados de los tres métodos serolégicos.

Resultado COVID-19 Positivo COVID-19 Negativo
ensayo N N
Positivo 67 0
Access® SARS-CoV-2 IgG Negativo 2’ ’4
Indeterminado 0 0
Positivo 84 3
COVIDAR IgG Negativo 7’ 70
Indeterminado 3 1
Positivo ’4 2
SARS-CoV-2 Antibody Test Negativo 12 70
Indeterminado 8 2
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la utilidad diagnéstica de estos ensayos aplicados en nuestra
poblacién y sobre la toma de decisiones con respecto a su uso.

Materiales y métodos
Poblacién y muestras

Se realizé un estudio analitico, de corte transversal para la
evaluaciény comparacion de tres métodos seroldgicos de detec-
cién de anticuerpos IgG contra SARS-CoV-2. Se utilizaron mues-
tras de suero recolectadas por conveniencia, de individuos con
infeccién por SARS-CoV-2 superada, y sueros recogidos antes del
comienzo de lacirculacidn de SARS-CoV-2 en Argentina, porlo que
Sse asumieron como negativos.

Las muestras de individuos con infeccién por SARS-CoV-2 su-
perada fueron obtenidas de sujetos que concurrieron al Instituto
de Hemoterapia de la Provincia de Buenos Aires para la preselec-
cién de potenciales donantes de plasma de convaleciente, du-
rante el mes de junio de 2021. Entre los requisitos que debieron
cumplir estos individuos se incluyeron: poseer un diagndstico de
COVID-19 confirmado por laboratorio (RT-PCR positiva o detec-
cién de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2), haber transcurrido 30
dias desde la desaparicién de los sintomas y tener entre 18 y 65
anos. Estas muestras fueron consideradas COVID-19 positivas.
En cambio, las muestras prepandemia correspondieron a sueros
recolectados durante el afio 2019 por el Instituto de Desarrollo
e Investigaciones Pedidtricas del Hospital de Nifios “Sor Maria
Ludovica” de La Plata (IDIP], almacenados a -20°C. Las mismas
pertenecian a mujeres con edades comprendidas entre 17 y 38
afios (25/74) y nifios de 3 meses a 1 afio (46/74) que concu-
rrieron al Observatorio de salud materno - infantil del IDIP. Estas
muestras fueron consideradas COVID-19 negativas.

Las muestras positivas fueron procesadas el mismo dia de
su recoleccion por los tres métodos seroldgicos, en tanto que las
negativas fueron descongeladas y analizadas en un Unico dia.

Ensayos seroldgicos

Se utilizaron y evaluaron los siguientes ensayos serolégicos:

* COVIDAR IgG (Laboratorio Lemos® SRL, Argentina), un ELISA
heterogéneo, no competitivo, para la deteccién de anticuer-
pos lgG especificos contra el virus SARS-CoV-2, el cual utiliza
antigenos obtenidos por técnica de ADN recombinante que
representan la proteina Spike (S) y un dominio de esta mis-
ma proteina que contiene el sitio de unién a receptor (RDB).
El ensayo se llevé a cabo de forma manual, siguiendo las
especificaciones del fabricante, y el punto de corte para
la interpretacion de los resultados fue calculado segun las
mismas especificaciones.

* Access®SARS-CoV-2 IgG, un CLIA de particulas paramagnéti-
cas recubiertas, con el dominio de unién a receptor (RDB) de
la proteina S del SARS-CoV-2 como antigeno recombinante
especifico. El ensayo se llevé a cabo de forma automatizada
en un equipo Access®2 Immunoassay System (Beckman
Coulter® Inc., Estados Unidos), de acuerdo con las especifi-
caciones del fabricante.

* SARS-CoV-2 Antibody Test (Lepu Medical® Technology, Chi-
naJ, un LFIA que utiliza una proteina recombinante no espe-
cificada del SARS-CoV-2, marcada con oro coloidal, para la
deteccién de anticuerpos IgG e IgM contra el virus. El ensayo
se realiz6 siguiendo las especificaciones del fabricante. Se
efectud Unicamente la lectura correspondiente a los anti-
cuerpos del isotipo IgG.

Tabla Il. Desempenfio diagndstico de los tres ensayos serolégicos.

Access® SARS-CoV-2 1g6

COVIDAR IgG SARS-CoV-2 Antibody Test

Sensibilidad 71,3%(62,1-80,4)
Especificidad 100,0 % (95,1-100,0)
VPP P=5% 100 % (94,6-100,0)
VPN P=5% 98,5% (98,0 - 100,0)
VPPP=50% 100 % (94,6-100,0)
VPN P=50% 77,7%(72,5-83,6)
VPP P=95% 100 % (99.2-100,0)
VPN P=95% 15,5% (12,2-21,7)

indice de Youden

0,1

89,4% (83,1-95,6)

95,9% (91,5 - 100,0)

53,4% (34,0 100,0)

99,4% (99,0-99,8)

95,6 % (90,7 - 100,0)

90,0% (84,4 - 95,8)

99,8 % (99,5 - 100,0)

32,3%(22,2-54,5)

0,85

» VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; P, prevalencia de COVID-19.

78,7%(70,4-87,0)

97,3% (93,6 - 100,0)

61,4% (36,7 -100,0)

98,9% (98,4 -99,3)

96,7 % (91,7 - 100,0)

82,0% (76,0-88,5)

99,8 % (99,5 - 100,0)

19,4% (14,3-28,8)

0,76
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Analisis de datos

Para cada ensayo seroldgico, se calculé: sensibilidad, es-
pecificidad, valor predictivo positivo (VPP] y valor predictivo
negativo (VPN] con sus respectivos intervalos de confianza
(IC 95 %), segun el método de Wilson, con base en la caracte-
rizaciéon antes descrita de las muestras, es decir, COVID-19
positivas o negativas. Los resultados indeterminados por ELI-
SA y CLIA (zona gris] fueron considerados negativos para el
calculo de los pardmetros de desempefio diagndstico. Por otro
lado, la aparicion de una banda muy tenue de interpretacion
ambigua en el LFIA se registré como resultado indeterminado
y fue considerado negativo para la realizacién de los célculos.
Los resultados reactivos y no reactivos por ELISA y CLIA fueron
expresados como positivos y negativos, respectivamente, con
fines practicos. Se evalud la existencia de diferencias entre las
sensibilidades y especificidades de los distintos métodos y
se considerd estadisticamente significativo un p-valor < 0,05.
El indice de Youden fue calculado para analizar el desempefio
global de cada prueba en funcién de los resultados cualitativos
obtenidos, mientras que las curvas de caracteristica operativa
del receptor (ROC) fueron generadas para evaluar a través del
valor del &rea bajo la curva (AUC) el rendimiento diagndstico de
los ensayos COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 IgG, utilizando
los resultados expresados como indice S/CO (S: sefal de la
muestra; CO: sefal del limite de decisién) que estos arrojaron.

Se evalué la concordancia entre los métodos estudiados
a través del célculo del indice kappa, precisando su IC 95 %, y
se utilizé la valoracidn propuesta por Landis y Koch para inter-
pretar los indices obtenidos [kappa: 0,0 — 0,20 = sin acuerdo;
0,21 —0,39 = grado de acuerdo minimo; 0,40 — 0,59 = acuerdo
discreto; 0,60 — 0,79 =acuerdo moderado; 0,80 — 0,90 = acuer-
do sustancial; > 0,90 = acuerdo casi perfecto]. Para evaluar la
correlacién entre los indices S/C0 que arrojaron los inmunoen-
sayos COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 IgG, se calculé el coe-
ficiente de correlacién de Spearman.

Los datos se recolectaron en planillas de Microsoft® Excel
y para el analisis estadistico, se utilizé el programa IBM® SPSS
Statistics.

Consideraciones éticas

El trabajo fue aprobado por el Comité Institucional de Revi-
sién de Protocolos de Investigacidn del Instituto de Desarrollo e
Investigaciones Pediatricas del Hospital de Nifios “Sor Maria Lu-

dovica”, observando las normas declaradas en los siguientes
documentos para la investigacién en salud humana: Declara-
cién de Helsinki, pautas CIOMS — OMS (Ginebra 2002), guias de
buenas practicas clinicas (GCP), Conferencia de Armonizacion,
declaraciones y pactos alos que adhiere la Republica Argentina
con jerarquia constitucional y las declaraciones universales e
internacionales de la UNESCO aplicables a la investigacién bio-
médica.

Resultados

Se analizaron un total de 168 muestras, 94 sueros de in-
dividuos con infeccién por SARS-CoV-2 superada y 74 sueros
recolectados antes del inicio de la pandemia, por medio de los
tres métodos serolégicos para la deteccién de anticuerpos Ig6
contra SARS-CoV-2. Los resultados obtenidos se resumen en la
tabla .

La sensibilidad, especificidad, VPP y VPN fueron estimados
para cada test con sus respectivos IC 95 %, como se detalla en
latablall. Los VPP y VPN fueron calculados asumiendo distintos
escenarios de prevalencia de COVID-19.

Las sensibilidades de los métodos ensayados variaron en-
tre 71,3 % [Access® SARS-CoV-2 IgG) y 89,4 % (COVIDAR IgG).
Mientras que la sensibilidad del ELISA (COVIDAR IgG] resultd ser
significativamente mayor que la de los otros dos métodos (p
< 0,05), no se encontrd una diferencia estadisticamente signi-
ficativa entre las sensibilidades del CLIA (Access® SARS-CoV-2
1gG) y el LFIA (SARS-CoV-2 Antibody Test). De las 94 muestras
caracterizadas como COVID-19 positivas, 9 dieron resultados
negativos o indeterminados por los tres métodos a la vez, otras
11 lo hicieron por dos de los métodos simultaneamente y 8 re-
sultaron negativas o indeterminadas solo por uno de los ensa-
yosalavez.

En cuanto a las especificidades, variaron entre 95,9 % (COVI-
DAR IgG) y 100 % (Access® SARS-CoV-2 IgG), y no se encontra-
ron diferencias significativas entre los tres métodos. El ensayo
quimioluminiscente Access® SARS-CoV-2 IgG no arrojé ningdn
resultado falso positivo; por el ensayo de flujo lateral SARS-
CoV-2 Antibody Test se obtuvieron dos resultados positivos y
dos resultados indeterminados para muestras caracterizadas
como COVID-19 negativas; en tanto que el enzimoinmunoen-
sayo COVIDAR IgG arrojé un resultado indeterminado y tres
resultados falsos positivos, dos de ellos presentaron un indice
S/C0 cercano al valor de corte, y el tercero, un indice S/CO ele-

Tabla Ill. Concordancia entre los tres ensayos serolégicos analizados.

indice kappa (IC 95 %)

Access® SARS-CoV-2 1g6

SARS-CoV-2 Antibody Test

COVIDAR IgG

COVIDAR IgG

0,89 (0,74 - 1,00) 0,80 (0,65-0,95)

0,74 (0,60-0,89)
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vado. Las cuatro muestras negativas que arrojaron resultados
positivos o indeterminados por el ELISA [COVIDAR IgG) fueron
negativas por los otros dos métodos, y lo mismo sucedié con
las cuatro muestras negativas que dieron resultados positivos
o indeterminados por el LFIA (SARS-CoV-2 Antibady Test).

Como se muestra en la tabla |, el LFIA (SARS-CoV-2 Antibody
Test) fue el ensayo que arrojd la mayor cantidad de resultados
indeterminados, en tanto que por el CLIA (Access® SARS-CoV-2
lgG) no se obtuvo ningun resultado en zona gris.

Para evaluar el desempefio de los ensayos en escenarios
de baja, media y alta prevalencia de infeccidn por SARS-CoV-2,
se calcularon los valores predictivos positivos y negativos para
cada uno de los ensayos, asumiendo una prevalencia de CO-
VID-19 del 5 %, 50 % y 95 % y utilizando los hallazgos de sensi-
bilidad y especificidad del presente estudio. Los tres métodos
mostraron un alto VPN en un escenario de baja prevalencia de
la enfermedad, sin embargo, el ELISA (COVIDAR IgG) y el LFIA
(SARS-CoV-2 Antibody Test) mostraron un bajo VPP en estas
condiciones (53,4 %y 61,4 %, respectivamente). En escenarios
de alta prevalencia, los VPP variaron entre 95,6 % y 100 %.

Por otro lado, al calcular el indice de Youden para evaluar
el desempefio global de cada prueba, el ensayo COVIDAR IgG
alcanzé el indice mas alto (0,85) y, por lo tanto, el mejor des-
empefio (Tabla Il). Ademds, para los ensayos COVIDAR IgG y
Access® SARS-CoV-2 IgG fueron calculadas las curvas ROC,
usando los valores de corte que especifica cada fabricante, y
se obtuvieron valores de areas bajo las curvas de 0,96 y 0,97
para el COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 IgG, respectivamen-
te, como se muestra en la figura 1, lo que indica un rendimiento
diagndstico muy bueno para ambos ensayos.

Se evalud, también, la concordancia de los resultados cuali-
tativos obtenidos por los tres métodos, con base en el calculo
del indice kappa, como se muestra en la tabla lll. El grado de
acuerdo entre el ensayo de flujo lateral SARS-CoV-2 Antibody
Test y los ensayos COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 IgG fue
casi perfecto. La mejor concordancia se obtuvo entre el ensayo
de flujo lateral y el ensayo quimioluminiscente (k= 0,89). La
concordancia entre el COVIDAR IgG y el Access® SARS-CoV-2 g6
fue sustancial, pues mostré el menor indice kappa de los calcu-
lados (k=0,74).

Finalmente, los resultados de las muestras positivas arro-
jados por los ensayos COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 1gG,
expresados como indices S/CO, fueron comparados de a pares
(Figura 2]. Se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman
y se obtuvo un valor de r = 0,911, que indicé la existencia de
una asociacién positiva entre ambos métodos con un nivel de
significacién del 0,01.

Discusion

Dada la diversidad de métodos seroldgicos disponibles para
la deteccidén de anticuerpos contra SARS-CoV-2, la evaluacién
exhaustiva de estos ensayos resulta necesaria para la toma de
decisiones sobre su uso y la interpretacion de sus resultados.
En este estudio, se evalud y comparé el desempefio clinico de
un inmunoensayo quimioluminiscente (Access® SARS-CoV-2

lgG), un enzimoinmunoensayo (COVIDAR IgG) y un inmunoen-
sayo de flujo lateral (SARS-CoV-2 Antibody Test) para la detec-
cién de anticuerpos IgG contra SARS-CoV-2, tres ensayos de
distinto fundamento metodoldgico con potencial aplicacién en
escenarios diferentes. El disefio del estudio incluyé sueros de
potenciales donantes de plasma de convaleciente con diag-
nostico de COVID-19 confirmado por laboratorio y sueros reco-
lectados antes del inicio de la pandemia, lo que nos permitié
contar con muestras positivas y negativas bien definidas para
evaluar los pardmetros de desempefio diagndstico de cada
prueba en nuestra poblacion, compararlos entre si y contras-
tarlos con las especificaciones de los fabricantes y los datos
publicados en otros estudios.

En este estudio, los tres ensayos evaluados mostraron ex-
celentes especificidades diagnésticas, comparables entre siy
mayores al 95 % en todos los casos. Los fabricantes enuncian
una especificidad del 99,8 %, 37,6 % y 100 % para los ensayos
Access® SARS-CoV-2 IgG, SARS-CoV-2 Antibody Test y COVIDAR
IgG, respectivamente, similares a las de nuestro estudio. Los
resultados falsos positivos podrian deberse a la unién no espe-
cifica de anticuerpos u otras proteinas del suero, asicomo ala
reactividad cruzada con otros virus. Tanto la proteina N como la
proteina S muestran un grado de homologfa variable con otros
miembros de la familia de los Orthocoronavirinae, por lo tanto,
una infeccién reciente con un coronavirus (CoV) distinto del
SARS-CoV-2 podria conducir a un resultado falso positivo®.

En general, los distintos métodos serolégicos para la de-
teccién de anticuerpos contra SARS-CoV-2 muestran escasos
falsos positivos debido a reactividad cruzada, con una espe-
cificidad reportada que oscila entre el 96 % y el 100 %, coinci-
dente con los resultados de nuestro estudio”” 29, Ha et al!
reportaron en un estudio de desarrollo de ensayos seroldgicos,
en el cual la respuesta especifica de anticuerpos fue evaluada
de acuerdo con la proteina viral en formato ELISA, una espe-
cificidad para la deteccién de IgG contra SARS-CoV-2 del 98 %,
100%, y 85%, utilizando como antigenos las proteinas S, RBD
y N, respectivamente. Esto tiene relacién con las especificida-
des estimadas en nuestro trabajo para COVIDAR IgG (95,9 %),
que utiliza a las proteinas S y el dominio RBD como antigenos,
y para el ensayo Access® SARS-CoV-2 IgG (100 %), que utiliza
Unicamente el dominio RBD.

En escenarios de baja seroprevalencia, la especificidad de
una prueba es el pardmetro de desempefio clinico mas rele-
vante y esta debe ser alta para asegurar un VPP aceptable y
una menor tasa de resultados falsos positivos; este parame-
tro debe estar acompafiado de una adecuada sensibilidad
diagnéstica. Al estimar los VPP de cada prueba en un escena-
rio de 5 % de prevalencia de COVID-19, se evidencié que el LFIA
(SARS-CoV-2 Antibody Test) y el ELISA [COVIDAR IgG) alcanzan
un VPP bajo, lo que demuestra que cuando la prevalencia de la
infeccién por SARS-CoV-2 es baja, existe una alta probabilidad
de falsos positivos, aun para ensayos con alta especificidad, y
esto limita la utilidad de estas pruebas como Unica herramien-
ta diagndstica. En cambio, en escenarios de alta prevalencia
los tres ensayos mostraron excelentes VPP, lo que justifica su
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Figura 1. Comparacién de las curvas ROC para los ensay-
os COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 1gG.
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uso para la deteccidn de anticuerpos en donantes de plasma
de convaleciente, en la poblacién vacunada, en pacientes CO-
VID-19 hospitalizados o como complemento de las pruebas RT-
PCR para controlar el curso clinico de la enfermedad.

Por otro lado, las sensibilidades de los tres ensayos estima-
daseneste estudio resultaron menores que las enunciadas por
los respectivos fabricantes. Estos reportan una sensibilidad
para el Access® SARS-CoV-2 IgG del 100 % en muestras recogi-
das luego de 18 dias de la infeccién; para el SARS-CoV-2 Antibo-
dy Test, del 96,8 % (sin especificar el momento de recoleccién
de las muestras) y para el COVIDAR IgG, del 100% entre 20 y 30
dias posteriores a la infeccion. Las diferencias pueden estar
relacionadas con la cinética de los anticuerpos, su variabilidad
interindividual y el momento posinfeccion en el que hayan sido
determinados. Este estudio no contd con la informacién del
tiempo transcurrido desde la infeccién en los potenciales do-
nantes de plasma incluidos ni con la expresidn clinica de la en-
fermedad en estos sujetos, lo cual puede tener un gran impacto
en la comparabilidad de nuestros resultados con los hallados
por los fabricantes. Es posible que en algunos de los sujetos
los anticuerpos contra SARS-CoV-2 hubieran aclarado y, por lo
tanto, fueranindetectables en el momento de latoma de mues-
tra 0 que algunos individuos no hubieran desarrollado niveles
detectables de anticuerpos contra SARS-CoV-2 en absoluto. En
el caso del ensayo LFIA [SARS-CoV-2 Antibody Test), la discre-
pancia con la sensibilidad declarada por el fabricante también
puede atribuirse al efecto de error visual del observador, sobre
todo en la interpretacién de las bandas tenues. De hecho, el
LFIA fue el ensayo que mas resultados indeterminados arrojé
y que, finalmente, fueron considerados como negativos para el
calculo de los parametros de desempefio diagndstico.

Adicionalmente, el ELISA (COVIDAR IgG) mostré una sensi-
bilidad significativamente mayor que la de los otros dos en-
sayos evaluados y, consecuentemente, un mejor desempefio
clinico global. Distintos metaanalisis, hallaron una sensibilidad
combinada para ensayos: LFIA, del 78 % (IC 95 %: 71 % - 83
%), CLIA, del 92 % (IC 95 % 86 - 95 %), y ELISA, del 86 % (IC 95
% 82 %- 89 %)"1722, Las sensibilidades encontradas en estos
estudios para los distintos ensayos son concordantes con las

Figura 2. Correlacién de los resultados de los ensayos
COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 IgG expresados como
indices S/CO.
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obtenidas en el presente trabajo para el ELISA (COVIDAR IgG) y
el LFIA [SARS-CoV-2 Antibody Test), con valores estimados del
89,4 % (83,1-95,6) y 78,7 % (70,4 - 87,0), respectivamente.
Sin embargo, el CLIA (Access® SARS-CoV-2 1gG) mostrd una sen-
sibilidad del 71,3 % (62,1 — 80,4), llamativamente menor que
la reportada por los metaanalisis para el conjunto de este tipo
de ensayos. Distintos factores técnicos pueden influenciar la
sensibilidad de las pruebas seroldgicas, incluida la naturaleza
del antigeno utilizado, la densidad del recubrimiento con este
ultimo, el tipo de sefial generada por cada inmunoensayo y la
forma de detectarla, asi como la dilucién del suero. Desde el
punto de vista del recurso antigénico, Ha et al?* hallaron que
la sensibilidad de los ELISA desarrollados para la deteccién de
IgG contra SARS-CoV-2 que utilizan como antigeno la proteina
S,RBD o N fue del 89 %, 78 %, 85 %, respectivamente. Esto pue-
de relacionarse con los hallazgos de nuestro estudio, ya que
el ensayo de menor sensibilidad (Access® SARS-CoV-2 IgG) usa
como antigeno Unicamente el dominio RBD de la proteinaSy
el ensayo de mayor sensibilidad (COVIDAR IgG) utiliza, ademas
del dominio RDB, la proteina S completa. La combinacién de
mas de un target antigénico podria, ademas, mejorar la sensi-
bilidad del ensayo.

Apesar de las diferencias antes mencionadas, los hallazgos
del estudio demuestran una concordancia sustancial entre el
ELISA (COVIDAR IgG) y el CLIA (Access® SARS-CoV-2 IgG) y una
casi perfecta entre el LFIA (SARS-CoV-2 Antibody Test) y los
otros dos ensayos, lo que indica que los resultados de los tres
métodos son comparables. Ademas, las curvas ROC generadas
para los ensayos COVIDAR IgG y Access® SARS-CoV-2 1gG de-
mostraron que ambos métodos poseen un desempefio clinico
muy bueno, con una excelente probabilidad de clasificacion.
Por otro lado, se encontrd una fuerte correlacion mondtona
positiva entre los indices S/CO de las muestras de donantes de
plasma obtenidos por los ensayos COVIDAR IgG y Access® SARS-
CoV-2 1gG.
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Dada la comparabilidad de los resultados y el buen desem-
pefio clinico de los tres ensayos evaluados, estos pueden ser
utilizados en la practica clinica, considerando distintos esce-
narios de aplicacién de acuerdo con las ventajas y desventa-
jas de cada metodologia. El LFIA resulta propicio para realizar
pruebas seroldgicas a gran escala en entornos que carecen
de instalaciones de laboratorio, dado su facil manejo, la falta
de necesidad de instrumentacion adicional, el requerimiento
de un bajo volumen de muestra, la posibilidad de su aplicacion
sobre sangre entera y la emisién de resultados rapidos. El ELI-
SAy CLIA son de eleccidn para laboratorios de mayor compleji-
dad y tienen como ventajas la automatizacion o la posibilidad
de automatizacion, evitar la exposicién prolongada a material
biolégico, un control de calidad disponible que asegura repro-
ducibilidad de lote a lote y resultados que no son propensos a
la interpretacién subjetiva. EI CLIA Access® SARS-CoV-2 IgG, por
ser un ensayo totalmente automatizado, resulta la mejor op-
cién para el procesamiento de grandes nimeros de muestras
y, dado el desempefio que demostré en el presente estudio, po-
dria ser el ensayo de eleccion en escenarios de baja prevalen-
cia, mientras que el ELISA COVIDAR IgG mostré el mejor desem-
pefio global, lo que podria transformarlo en la mejor opcién para
la deteccién de anticuerpos contra SARS-CoV-2, especialmente
en escenarios de alta prevalencia.

Cabe mencionar como limitaciones de este estudio el desco-
nocimiento del tiempo exacto transcurrido desde la infeccién
hasta la toma de muestra de los donantes de plasma de con-
valeciente y de la gravedad de la enfermedad en estos sujetos,
factores que podrian hacer variar los parametros de desempe-
fio de los distintos ensayos. Por otro lado, también son limitan-
tes del estudio el desconocimiento del antigeno utilizado por
el ensayo SARS-CoV-2 Antibody Test y el nimero reducido de
muestras analizadas, lo que podria tener impacto en los resul-
tados estadisticos.

En conclusidn, este estudio demostré un adecuado desem-
pefio de los tres ensayos evaluados y una buena concordancia
entre los mismos, lo que corrobora su utilidad en la practica cli-
nica como herramienta en el enfoque diagnéstico, en estudios
seroepidemioldgicos, en el estudio de donantes de plasmay en
la evaluacién de la inmunidad humoral posvacunal con poten-
cial aplicacién de cada ensayo en escenarios diferentes.

Estudios futuros seran determinantes para mejorar la com-
prension de la cinética de la respuesta inmune contra el SARS-
CoV-2 y evaluar la potencial pérdida de anticuerpos a lo largo
del tiempo, asi como su capacidad de neutralizacién viral y pro-
teccidn contra la infeccion.
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