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Resumen Abstract
Fundamento: Las pruebas rapidas para el Background: Rapid tests for the diagnosis of
diagnéstico del SARS-CoV-2 constituyen opciones SARS-CoV-2 are attractive options due to their
atractivas por su simplicidad, rapidez y rentabilidad; simplicity, speed and cost-effectiveness; but they
pero poseen diferentes grados de sensibilidad y have different degrees of sensitivity and diagnostic
especificad diagndstica. specificity.

Objetivo: evaluar el desempefio analitico de Objective: to evaluate the analytical performance
pruebas rapidas para detectar anticuerpos IgG/IgM of rapid tests to detect IgG/IgM antibodies against
anti COVID-19. COVID-19.
Métodos: estudio descriptivo, realizado con los Methods: descriptive study, carried out with
pacientes ingresados en el Centro Especializado patients admitted to the Héroes de Playa Girén
Ambulatorio Héroes de Playa Girdn, de Cienfuegos, Specialized Ambulatory Center, in Cienfuegos, with a
con diagndstico presuntivo, probable o confirmado presumptive, probable or confirmed diagnosis of
de COVID-19 durante dos periodos de tiempo. A COVID-19 during two periods of time. All of them
todos se les realizé la prueba rapida para detectar underwent a rapid test to detect anti-COVID-19
anticuerpos anti COVID-19, ademds de un ensayo antibodies, in addition to a confirmatory molecular
confirmatorio por biologia molecular. Se calcularon biology test. Diagnostic sensitivity and specificity,
la sensibilidad y especificidad diagndsticas, los predictive values, and rapid test efficiency were
valores predictivos y la eficiencia de la prueba calculated within a 95% confidence interval.
rapida dentro de un intervalo de confianza del 95 %. Results: excellent specificity (98.75%) and regular
Resultados: se obtuvo una excelente especificidad sensitivity (54.54%) were obtained, as well as good
(98,75 %) y regular sensibilidad (54,54 %), asi como predictive values and overall diagnostic efficiency.
buenos valores predictivos y eficiencia diagndstica Conclusion: The rapid anti-COVID-19 tests
global. evaluated showed adequate diagnostic performance.
Conclusidn: Las pruebas rapidas anti COVID-19 They constitute an affordable and valuable
evaluadas mostraron un desempefo diagndstico diagnostic alternative to assess previous exposure to
adecuado. Resultan una alternativa diagndstica SARS-CoV-2. Its clinical use is restricted to certain
asequible y valiosa para evaluar exposicion previa al medical situations; however, they constitute a useful
SARS-CoV-2. Su uso clinico esta restringido para epidemiological tool.
ciertas situaciones meédicas; sin embargo,
constituyen una herramienta epidemioldgica util. Key words: Antibody, coronavirus infection, clinical
laboratory techniques, serologic tests
Palabras clave: Anticuerpos, infeccién por
coronavirus, técnicas de laboratorio clinico, pruebas
seroldgicas
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INTRODUCCION

Ante el resultado de un estudio de laboratorio,
sea positivo o negativo, siempre se impone la
pregunta acerca de su significacién para el
diagnéstico de la enfermedad o condicién que se
investiga. En esa valoracién, es imprescindible
tomar en consideracion las caracteristicas sobre
la validez interna de la prueba, que incluyen,
entre otras, a la sensibilidad y la especificidad
diagndsticas.*?

La capacidad de una prueba para detectar la
enfermedad en estudio se conoce como la
sensibilidad diagnéstica; por su parte, la
especificidad es la capacidad del ensayo para
identificar aquellos que no tienen la enfermedad.
Estos atributos son Utiles para decidir el
momento en que deben utilizarse los ensayos, o
conocer el significado del resultado de una
prueba en un paciente en particular.®

En el momento de escribir este articulo, varios
estudios de laboratorio estan disponibles para el
diagndstico del virus SARS-CoV-2, agente de la
COVID-19. Estos se clasifican en dos grupos, de
acuerdo a sus métodos de ensayos. En uno se
sitUan aquellos que utilizan técnicas moleculares;
y en el otro, los que emplean métodos
seroldgicos.™

Las técnicas moleculares incluyen los métodos
de laboratorio que aplican la reaccién en cadena
de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés),
para amplificar y detectar 4cidos nucleicos
virales del SARS-CoV-2 en distintas muestras
bioldgicas clinicas. Estas son consideradas como
el método de referencia (gold standard) para el
diagndstico de COVID-19.%

Las pruebas seroldgicas utilizan métodos de
inmnoensayos en diferentes formatos para
descubrir anticuerpos, antigenos o ambos.
Dentro de este grupo se encuentran los
enzimoinmunoensayos, los quimioluminiscentes
y los inmunocromatograficos de flujo lateral, los
cuales detectan proteinas virales o anticuerpos
dirigidos contra el SARS-CoV-2. Ademas, se
incluyen en este grupo las técnicas que utilizan
la deteccién de anticuerpos neutralizantes, que
evallan la capacidad funcional de los anticuerpos
séricos para evitar la infeccién del virus in vitro.*>®

Los ensayos inmunocromatograficos de flujo
lateral para estudiar esta entidad, comdnmente
reconocidos como pruebas rapidas, han ganado
amplia aceptacion debido a la simplicidad de su

disefo, facilidad para transportar y almacenar;
no requieren de equipamiento, instalaciones
especiales, ni de personal especializado, ademas
de aportar tiempos de respuesta muy breves,
generalmente pocos minutos.®

Estas caracteristicas las convierten en pruebas
muy atractivas para el manejo y monitorizacién
de los pacientes, puesto que propician un
diagnoéstico precoz y mayor efectividad en la
estrategia epidemioldgica, siempre orientada a
interrumpir la cadena de transmisién a un menor
costo.*?

Sin embargo, estas pruebas rdpidas poseen
diferentes grados de sensibilidad, especificad
diagndstica y valores predictivos. De ahi, que sea
importante, al utilizarlas en la préctica
clinico-epidemioldgica, conocer la probabilidad
de que el resultado sea confiable.

El presente trabajo pretende evaluar el
desempefio analitico de pruebas rapidas para
detectar anticuerpos IgG/IgM anti COVID-19 en
las condiciones concretas del sistema sanitario
de Cienfuegos.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo, con los
pacientes (n=410) que ingresaron en el Centro
Especializado Ambulatorio (CEA) Héroes de Playa
Girdn, de Cienfuegos, con diagnéstico presuntivo,
probable o confirmado de COVID-19, durante dos
periodos de tiempo: 1) 1ro. de marzo hasta el 31
mayo del 2020: todos los pacientes ingresados
con criterio de sospecha de COVID-19,
asintomaticos; 2) 6 de enero hasta el 30 de abril
del 2021: todos los pacientes ingresados
confirmados con COVID-19, sintomaticos.

Se obtuvo informaciéon mediante la revision
documental de las historias clinicas y los
registros de trabajo de los laboratorios del CEA y
de Biologia Molecular, del Centro Provincial de
Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de
Cienfuegos.

Técnicas analiticas

Ensayo serolégico (prueba rapida):
Inmunoensayo de captura para la determinacién
de anticuerpos IgG/IgM anti SARS-CoV-2 en
sangre total, suero y plasma humano, basado en
el método de flujo lateral, donde la muestra es
adsorbida por capilaridad en el casete, vy
mezclada con un antigeno desecado unido a un
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conjugado. Cuando el nivel de anticuerpos en la
muestra se encuentra por encima del nivel de
deteccién, el complejo antigeno
conjugado-anticuerpo es capturado por un
anticuerpo IgG inmovilizado en la regién T del
casete, produciendo una banda coloreada que
indica un resultado positivo. Para la evaluacién
de este ensayo fueron utilizados los
diagnosticadores Assut Europe (Roma, Italia),
LUNGENE (Hangzhou Clongene Biotech, Ltd.
China) y Wondfo (Guangzhou Wondfo Biotech,
Ltd. China).7#9

Ensayo de biologia molecular: Reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real con
transcriptasa inversa (RT-PCR) multiplex para la
deteccion cualitativa directa del ARN del
coronavirus SARS-CoV-2. Las secuencias diana

amplificadas se detectan mediante sondas de
hidrélisis marcadas con un colorante fluorescente
indicador (fluoréforo). El indicador emite una
sefial fluorescente que se detecta en la unidad
Optica del equipo de lectura. Se utilizé el estuche
diagndstico RIDA® GENE SARS-CoV-2.19

Toma de muestra: para el ensayo seroldgico se
utilizé sangre total obtenida por puncién capilar,
y para el PCR se us6 muestra de exudado
nasofaringeo.

Se calcularon la sensibilidad y especificidad
diagnéstica, el valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) y eficiencia de la
prueba dentro de un intervalo de confianza del
95 % a partir de los datos primarios insertados
en tabla de contingencia 2 x 2.2 (Tabla 1).

Tabla 1- Prueba de evaluacion y de referencia para
el diagnostico del SARS-CoV-2

PCR en tiempo real

Resultado Total
Positive  Negativo
e Posithvo a(VE) b (FP) a+h
Testrapdo  \votive  c(FN)  d.(VN) c+d
Total a+c b+d a+b+c+d

Donde:

a: niumero de muestras positivas en ambos
ensayos: prueba rapida y prueba de referencia
(verdaderos positivos: VP).

b: nimero de muestras positivas en la prueba
réapida y negativas en la prueba de referencia
(falsos positivos: FP).

C: nimero de muestras negativas en la prueba
rédpida y positivas en la prueba de referencia
(falsos negativos: FN).

d: nimero de muestras negativas en ambos

ensayos: prueba rapida y prueba de referencia
(verdaderos negativos: VN).

RESULTADOS

La edad promedio de los pacientes incluidos
(n=410) fue de 53 afios + 27,73 (edad minima 2

afos y edad méxima 97 afos), con ligero
predomino del sexo femenino (n 210 (51,3 %).

Del total de individuos estudiados, 52
presentaron una prueba rdpida positiva;
distribuidos segun clases de inmunoglobulinas
IgM e IgG: 41 y 2 pacientes positivos de forma
respectiva y para ambas clases 8. De todos ellos,
la fraccion de verdaderos positivos quedé
conformada por 48 que fueron clasificados
correctamente como tal para ambas pruebas
(cuatro pacientes falsos positivos con prueba
rdpida positiva y confirmatorio negativo). La
fraccion de verdaderos negativos quedd
conformada por 318 personas, a partir de 358
con resultados negativos en el examen
seroldgico (40 falsos negativos con prueba rapida
negativa y prueba confirmatoria positiva).

Se obtuvo una excelente especificidad (98,75 %)
y regular sensibilidad (54,54 %), asi como
buenos valores predictivos y eficiencia
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diagndstica global. (Tabla 2).

Tabla 2- Resultados de la evaluacion de la prucba rapida para detectar anticuerpos

contra la COVID-19.

Prueba rapida para anticuerpos contra la COVID-19  Valor Formulas

Sensibilidad 54,54 % VE/VP+FIN*100

Especificidad 98,75 % VIN/VIN+FP*100

Valor predictivo positivo 0230 % VE/VP+FP*100

Valor predictivo negativo 88,82 % VN/VN+FN*100

Eficiencia de la prueba 8026 % (VPVN)VP+FP+FN+VN*100
DISCUSION para el individuo afectado y su familia.®?

La especificidad mostrada (98,75 %) estad en
correspondencia con la reportada por la
literatura interna de los fabricantes y la
reportada por otros autores.®’8%11 En este
sentido, fueron identificados cuatro pacientes
como falsos positivos, relacionado directamente
con la especificidad diagnéstica del ensayo, y
expresado, ademas, a través del valor predictivo
positivo.*?

Esta condicion de falsa positividad en pruebas
serolégicas para enfermedades infecciosas
podria ser consecuencia de la presencia de
sustancias interferentes presentes en la muestra;
o de la reactividad inespecifica o cruzada debido
a diversas condiciones médicas, como la
presencia de otros coronavirus circulantes,
inmunizaciones recientes, hepatopatias,
enfermedades autoinmunes, enfermedades
alérgicas, hipergammaglobulinemias,
anticuerpos polirreactivos no especificos; o bien
a la presencia de anticuerpos heteréfilos, entre
otras causas.® Ademds, se incluyen en este
apartado los pacientes convalecientes de la
enfermedad con prueba negativa de biologia
molecular y anticuerpos circulantes como
respuesta inmune contra el virus.

La falsa positividad es relativamente menos
grave que la falsa negatividad, desde el punto de
vista del manejo clinico-epidemioldgico de los
enfermos y del control de la enfermedad en la
poblacién. No obstante, un resultado positivo de
COVID-19 en un individuo sano conlleva a
molestias innecesarias que generan el
aislamiento, estudios de contactos; todo ello con
una repercusién psicoldgica, econémica y social

La sensibilidad observada (54,54 %) indica que
cerca de la mitad de las personas infectadas
(sintomaticas o asintomaticas) por el SARS-CoV-2
incluidas en el estudio, mostraron erréneamente
resultados negativos a la prueba répida de
anticuerpos IgG/IgM anti COVID-19. Esta
categoria de falsos negativos se encuentra
relacionada directamente con la sensibilidad
diagndstica del ensayo, y expresada ademas a
través del valor predictivo negativo; por lo que
un resultado negativo de la prueba rapida no
descarta la presencia de la enfermedad.*??

Para explicar este nivel de sensibilidad, hay que
referirse a la dindmica de la respuesta y
producciéon de los anticuerpos durante las
diferentes fases de la infecciéon por el
SARS-CoV-2. Aunque es un aspecto que aln no
estd completamente dilucidado para esta
enfermedad, se plantea que la inmunoglobulina
M (IgM) proporciona la primera linea de defensa,
antes de la generaciéon de una respuesta de
inmunoglobulina G (IgG) de alta afinidad, la cual
es importante a largo plazo en la inmunidad y
memoria inmunoldgica.™”

Existen estudios donde se analiza la respuesta de
anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en infecciones
recientes; la mayoria de estos informan una
respuesta inmune caracterizada por un
incremento en los titulos de anticuerpos
especificos después de la segunda o tercera
semana de evolucion de los sintomas.™

En uno de los estudios realizados en China, los
niveles de inmunoglobulinas anti COVID-19 se
comenzaron a detectar en los primeros siete dias
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de la enfermedad, y aumentaron rdpidamente
durante la segunda semana. La seroconversion
tuvo lugar en un tiempo promedio de 11 dias
para anticuerpos totales,12 dias para IgM y 14
dias para IgG.®®

En otra investigacién de cinética viral y respuesta
de anticuerpos en enfermos con COVID-19, la IgM
frente a la proteina N del SARS-CoV-2 se
detectaba al séptimo dia, y el punto maximo se
alcanzaba en el dia 28 con una disminucién a
partir del dia 42; mientras que la IgG se detecté
al décimo dia con un maximo al dia 49 tras la
aparicion de los sintomas.® Aunque algunos
autores han reportado que la seroconversién,
tanto para la immunoglobulina G (IgG) como para
la immunoglobulina M (IgM) ocurre
simultdneamente, comportamiento considerado
como inusual, por el Centro de Prevencién y
Control de Enfermedades (CDC por sus siglas en
inglés).®

En un estudio realizado en Francia con un grupo
de pacientes con resultados positivos al
PCR-COVID-19, evaludé de forma evolutiva el
desempefio analitico de un ensayo rapido para
anticuerpos IgM/IgG anti COVID-19. Los autores
observaron que, a medida que transcurrian los
dias de evolucién de la enfermedad, la
sensibilidad diagndstica del ensayo mostraba
valores crecientes en correspondencia a la
cinética de anticuerpos de la enfermedad
(sensibilidad diagnéstica de 10 % en los primeros
cinco dias; 58 % entre sexto y décimo dias; 63 %
entre los 11 a 15 dias; y 100 % después de esa
fecha).®?

De acuerdo con la literatura interna de las
pruebas rdpidas de anticuerpos 1gG/IgM anti
COVID-19,"%9 un resultado negativo indica que
los anticuerpos contra el virus no estdn
presentes o sus niveles no son detectables por el
ensayo. De acuerdo a la cinética viral y a la
respuesta de anticuerpos en enfermos con
COVID-19 descrita con anterioridad, la diferencia
entre la sensibilidad reportada por los fabricantes
(87,01 %), y la calculada en la presente
investigacion, puede radicar precisamente en el
momento de la realizacién del ensayo en los
pacientes estudiados.

El desempefio diagndéstico global de la prueba
expresada por medio de la eficiencia diagndstica,
garantiza que el 89,26 % de los individuos sera
correctamente clasificado con el empleo de las
pruebas rapidas para la deteccién de anticuerpos
contra el SARS-CoV-2.

No obstante, se recomienda que estos ensayos
serolégicos no deben ser usados para descartar
un caso durante los primeros dias de enfermedad.
Asimismo, la deteccién de anticuerpos después
del dia siete solo indica contacto previo con el
virus, pero no dice nada respecto a la presencia y
excreciéon del virus. Los anticuerpos asi
detectados podrian resultar de una infeccidén
previa y no de la infeccién aguda para la cual se
estd requiriendo el diagndstico.®

Aunque los fabricantes de estas pruebas
indiquen que los ensayos poseen una excelente
sensibilidad y especificidad —nunca igual a 100 %
porque el ensayo ideal no existe—, en muchos
casos la realidad es bastante distinta. Un aspecto
es la capacidad diagndstica del test, es decir, del
reactivo, y otra la capacidad diagnéstica del
proceso completo, el cual no estd exento de
fallos, en ocasiones subvalorados por la
simplicidad en la ejecucién de las pruebas
rapidas.®*?

Tanto la sensibilidad como la especificidad
diagnéstica pueden ser afectadas por problemas
preanaliticos relacionados con la toma de
muestras, asi como su manejo e identificacidn,
por dificultades analiticas durante la ejecucién
del ensayo, las cuales afectan su calidad; y
debido a errores posanaliticos en la confeccién
del informe del ensayo, la transcripciéon de
resultados, entre otros.*%!¥

Sobre la base de las consideraciones anteriores,
los ensayos de pruebas rapidas no deben ser
usados para descartar la enfermedad por su
valor predictivo negativo bajo, pero son Uutiles
para confirmarla, ya que poseen un valor
predictivo positivo bueno. La combinacién de la
prueba RT-PCR y la deteccién de anticuerpos
especificos logra un aumento significativo en la
sensibilidad para hacer un diagndstico
patogénico de la COVID-19.%

Recientes estudios han indicado la presencia de
falsos negativos en los ensayos de PCR como
consecuencia de la baja carga viral en periodos
iniciales de la enfermedad, o de la degradacion
del material viral en las muestras de exudados.®"*®
No obstante, estos métodos de biologia
molecular, son considerados como “gold
standard” para el diagnéstico de COVID-19.%

Es preciso definir que estd consensuado que la
sensibilidad, la especificidad, el VPN y el VPP con
valores mayores o iguales al 95 %, sean
catalogados como excelente, mientras que
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valores entre un 80 % y un 94 % se consideren
como buenos; la categoria regular esta reservada
para valores entre 50 % y 79 %; y la mala para
menor del 50 %."*?

Por todo lo anterior, se ha recomendado que
durante el curso de la pandemia la utilidad de las
pruebas rapidas para la deteccién de anticuerpos
contra SARS-CoV-2 en la practica
clinica-epidemiolégica, se encuentre limitada
para las siguientes situaciones:®¥

1. Investigaciones epidemioldgicas de
prevalencia de la enfermedad en la comunidad y
la definicion de tasa de transmisién local.

2. Estudios de contagio en poblaciones de riesgo
aumentado.

3. Identificaciéon de portadores asintomaticos o
en pacientes con baja carga viral, por debajo del
limite de deteccién de los ensayos de PCR, o
cuando no sea posible obtener muestra del
tracto respiratorio.

4. Seleccion de donantes de plasma
convalecientes para la preparacién del suero
convaleciente hiperinmune.

Los inmunoensayos para la deteccién rapida de
anticuerpos 1gG/IlgM contra la COVID-19
mostraron un desempefio diagnéstico adecuado.
Constituyen una alternativa diagnéstica
asequible y valiosa para evaluar exposicién
previa al SARS-CoV-2. Su uso clinico esta
restringido para ciertas situaciones médicas, no
obstante, son una herramienta epidemioldgica
muy Util. En el futuro, cuando existan mayores
evidencias sobre la cinética viral y la respuesta
de anticuerpos en esta infeccién, estos ensayos
rapidos podrian resultar de mucha utilidad para
evaluar la respuesta a la vacunacion.
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