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RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este estudio era doble. Por un lado, se
evalud la validez diagnostica de un método rapido semicuantitativo
inmunocromatografico de fluorescencia resuelta en el tiempo (LFIA-
TRF) que determina niveles de IgM e IgG y, por otro lado, se realizd
un estudio de seroprevalencia entre trabajadores sanitarios.

Métodos: Para la validacion diagndstica se analizd una muestra
de voluntarios (n = 75) con el LFIA-TRF, a los que previamente se
les habia realizado la prueba de RT-PCR para confirmar o desmentir
la posible infeccion por SARS-CoV-2. Finalmente, se selecciond
aleatoriamente una muestra de profesionales de salud directamente
implicados en el cuidado de enfermos infectados por SARS-CoV-2
para determinacion de IgM/IgG por LFIA-TRF.

Resultados: Los niveles de fluorescencia relativos
considerados positivos oscilaron entre 0,85-707 U/L para IgGy 0,75
- 64,5 U/L para IgM. La sensibilidad fue del 100%, la especificidad
del 95,4%, el valor predictivo positivo (VPP) del 76,9%, y el valor
predictivo negativo (VPN) del 100%. De los 77 trabajadores
sanitarios, 4 resultaron positivos en serologia, el 5,2%, superando
la seroprevalencia de la poblacién de la comunidad.

Conclusiones: Los LFIA-TRF, sobre todo el resultado de la IgG,
mostraron una buena sensibilidad y utilidad clinica, tanto para
determinar el curso de la infeccion del SARS-CoV-2, como para
realizar estudios de seroprevalencia.

Palabras clave: anticuerpo, COVID-19, SARS-CoV-2, prueba
rapida, inmunoensayo de flujo lateral, serologia.

INTRODUCCION

La COVID 19 es la enfermedad infecciosa causada por
el coronavirus SARS-CoV-2. Tanto este nuevo virus como
la enfermedad que provoca eran desconocidos antes
de que estallara el brote en Wuhan (China) en diciembre
de 2019". La rapida expansién de este virus por todo el
mundo hizo que la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) declarara una pandemia mundial el 11 de marzo
del 2020.

La pandemia de la COVID-19 es un evento repentino'>,
que estd causando una carga econdmica dramatica,
comprometiendo la calidad de vida de la poblacién
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ABSTRACT

Objective: The objective of this study was two-fold. On one
hand, the diagnostic validity of a semiquantitative rapid time
resolved fluorescence immunochromatography method (LFIA-TRF)
to determine IgM and 1gG levels was evaluated and, on the other
hand, a seroprevalence study was carried out among healthcare
workers.

Methods: To validate the diagnosis, a volunteer sample (n=75)
was analyzed with LFIA-TRF after previously undergoing an RT-PCR
test to confirm or rule out a possible SARS-CoV-2 infection. Finally,
a sample of healthcare professionals directly involved in caring
for patients infected with SARS-CoV-2 was randomly selected to
determine IgM/IgG using LFIA-TRF.

Results: The relative fluorescence levels considered positive
ranged from 0.85-707 U/L for IgG and 0.75-64.5 U/L for IgM. The
sensitivity was 100%, the specificity 95.4%, the positive predictive
value (PPV) 76.9% and the negative predictive value (NPV) 100%.
0f the 77 healthcare workers, 4 had positive serology, with 5.2%
exceeding the seroprevalence in the community population.

Conclusions: LFIA-TRF, especially the IgG result, showed good
sensitivity and clinical utility both in determining the course of
SARS-CoV-2 infection and to carry out seroprevalence studies.

Keywords: antibody, COVID-19, SARS-CoV-2, rapid test, lateral
flow immunoassay, serology.

confinada y limitando los recursos de salud publica para
atender a los pacientes mas débiles.

Alrededor del 20% de los pacientes infectados
requieren hospitalizacion y el 5%, cuidados intensivos con
la consiguiente limitacién de la disponibilidad de camas,
atencién médica y dispositivos de asistencia respiratoria.
Hasta el 17 de mayo de 2020, se ha informado de mas de
6,5 millones de casos de la enfermedad en mas de 213
paises y territorios en el mundo.

El diagndstico oportuno y preciso es muy importante
para la deteccion, la terapia de los pacientes y el
seguimiento evolutivo de la enfermedad, incluso hasta
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después de la curacién, sobre todo para el seguimiento
de lainmunizacién de la poblacién.

En la practica clinica, el estdndar de deteccién del
SARS-CoV-2 es la técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR por sus
siglas en ingles). Esta prueba se basa en la deteccién
de varias regiones (al menos dos) gendmicas virales del
SARS-CoV-2 como el Gen E+ que codifica la proteina
envolvente, el Gen N que codifica la proteina de la
nucleocapside, o el gen ORFlab que codifica proteinas
con un papel vital en la patogenicidad del virus. Si la RT-
PCR se ha convertido en “gold-standard” es gracias a que
posibilita una deteccién temprana del virus, debido a que
permite amplificar niveles bajos del mismo.

Sin embargo, el rendimiento de la RT-PCR depende
en gran medida del ARN diana seleccionado y de los
cebadores empleados, demostrando muchas veces
un porcentaje no despreciable de falsos negativos®
7. Ademads, el diagnéstico mediante la deteccién de
acido nucleico tiene varias limitaciones, como tiempo y
coste elevados, la necesidad de personal cualificado y
equipos, o un facil riesgo de contaminacién, que tienen
consecuencias serias en la gestion de enfermos. Frente a
ellas las pruebas basadas en la inmunocromatografia de
flujo lateral (LFIA, lateral-flow immunocromatography) al
realizarse cerca del paciente (Point-of-Care) y ser pruebas
rapidas, pues el resultado se genera en unos 15 minutos,
se han presentado como alternativa barata, rapida y que
no requiere de equipamiento ni personal cualificado.
Asimismo, supera las limitaciones para identificar
infecciones pasadas, recuperadas Yy asintomaticas.
Los LFIA pueden basarse en la deteccién de antigeno,
proteinas virales, o anticuerpos.

Las pruebas LFIA de anticuerpos permiten detectar
distintos tipos inmunoglobulinas (normalmente la IgM e
IgG, debido a que son mayoritarias). Actualmente existen
en el mercado espafiol mas de 60 kits con marcado CE
que permiten detectar anticuerpos (IgA, IgM o IgG) frente
a SARS-CoV-2.

La sensibilidad y especificidad clinica aportada por
estos test suele depender del estadio de la enfermedad,
yendo en aumento de la primera semana de infeccién a
la tercera, permitiendo detectar infecciones desde el dia
0 de la infeccién hasta el dia 53”. Ademas, los valores de
sensibilidad de los test de inmunocromatografia que
recogen los fabricantes en su informacién comercial
pueden no ser del todo fiables ya que la validacién ha sido
efectuada de forma apresurada por la necesidad urgente
de métodos rapidos en la pandemia y con un nimero de
muestras pequefo®.

Este tipo de inmunoensayos auna la sencillez de los
métodos rapidos con una alta sensibilidad, la trazabilidad
y proporcionar ademas informacién sobre la clase y
los niveles de respuesta inmunoldgica. Ademas, la
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combinacion de los métodos diagndsticos de flujo
lateral cercanos al paciente (Point of Care) con un lector
permite la interpretacion y medicién de la sefial de estos
inmunoensayos’.

El presente trabajo de investigacién constituye un
estudio de evaluacion clinica de una prueba diagndstica
para determinar niveles de IgM o IgG anti-SARS-CoV-2,
con tecnologia fluorescente de tiempo resuelto de Ultima
generacion; que combina una alta sensibilidad, con un
amplio rango dindmico y la capacidad de registrar los
resultados de forma que puedan permitir la trazabilidad
de los mismos. Se compararon con el resultado de la
deteccién de ARN viral mediante RT-PCR en pacientes
afectados por COVID-19. También se pretendié ver la
utilidad de estos test para detectar respuesta inmunitaria
frente a SARS-CoV-2 en profesionales de salud altamente
expuestos a esta infeccidn por sus condiciones laborales.

1. Diseno del estudio

Se realizd un estudio observacional para confirmar
la validez de una técnica serolégica, y evaluar la
utilidad de esta técnica para determinar la incidencia
de profesionales que trabajan en contacto cercano con
pacientes afectados por COVID-19 en el Hospital de
Jerez. El nUmero de voluntarios incluidos en este estudio
fue delimitado por el nimero de test disponibles en el
momento debido a limitaciones en la cantidad que podia
facilitar el fabricante en aquellas circunstancias.

Se consideré como muestra poblacional a sujetos
mayores de 18 anos, que estuvieran trabajando o
ingresados en el Hospital de Jerez durante marzo y abril
2020. Fue imprescindible obtener el consentimiento
consciente de los sujetos para su inclusién en el estudio. El
estudioserealizddeacuerdoconlas pautasde GoodClinical
Practice (International Conference of Harmonization) y la
regulacion local siendo aprobado por el Comité de Etica
Independiente del Hospital Universitario de Jerez, Cadiz,
Espafa, bajo el cédigo 0975-N-20.

2. Poblaciones de estudio

En una primera fase para la validacion, se reclutaron,
por un lado, voluntarios confirmados para COVID-19, tanto
pacientes hospitalizados (n = 10) y no hospitalizados (n =
3) con confirmacién virolégica reciente de infeccién por
SARS-CoV-2 por RT-PCR o sintomatologia, y por otro lado,
voluntarios que no mostraban sintomas previos y habian
obtenido un resultado en RT-PCR de SARS-CoV-2 entre
los 1y 30 dias previos a la realizacion del test seroldgico,
este grupo también estaba divido en una poblacién
sana (n = 58) y una enferma (n = 4) pero con otras
patologias diferentes a la COVID-19. Los grupos control
negativo (n = 62) y positivo (n = 13) son necesarios para
la validacién de una técnica; el grupo control negativo
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es necesario descartar posibles reacciones cruzadas con
inmunoglobulinas del mismo tipo.

En segundo lugar, el estudio continué con una muestra
aleatoria entre profesionales de la salud que trabajan con
pacientes con COVID-19 de las unidades de Medicina
Interna, Enfermedades Infecciosas y Neumologia (n = 77).

3. Diagnéstico
Los registros médicos se revisaron entre marzo y
abril de 2020. Los datos recopilados incluyeron: datos
demograficos, historia clinica, que incluia comorbilidades,
valores analiticos (ferritina, dimero D, RT-PCR del SARS-
CoV-2, procalcitonina, AST, ASL. LDH, recuento celular
sanguineo).
3.1.  Sintomatologia
Los pacientes se consideran enfermos de COVID-19,
bien cuando presentan un cuadro clinico compatible con
infeccion respiratoria aguda (inicio subito de cualquiera
de los siguientes sintomas: tos, fiebre, disnea) de cualquier
gravedad y en los 14 dias previos habia mantenido
contacto con un enfermo por COVID-19 o habia viajado
a areas con evidencia de transmisidn comunitaria. Las
areas consideradas actualmente se pueden consultar
en el siguiente enlace: https:/www.mscbs.gob.es/
profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov-
China/areas.htm (consultado el 1 de mayo del 2020). O
bien, cuando se encontraban hospitalizadas por una
infeccidon respiratoria aguda con criterios de gravedad
(neumonia, sindrome de distrés respiratorio agudo, fallo
multiorganico, shock séptico o ingreso en UCI) en la que
se descartaron otras posibles etiologias infecciosas que
justificaran el cuadro (resultados negativos para un panel
de virus respiratorios, incluyendo gripe).
3.2. Prueba RT-PCR para SARS-CoV-2
El test de diagnostico por RT-PCR utilizado se realizé en
muestras de tracto respiratorio, segiin recomendaciones
del Ministerio de Sanidad® El kit empleado para la
extraccion fue MagCore (R) Viral Nucleic Acid Extraction
kit (RBC Bioscience Corp, Belgium), y el test se realizé con
VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit (Certest
Bioetc SL, Zaragoza, Espafia).
3.3. Prueba seroldgica
Los test seroldgicos se realizaron con el suero
sanguineo extraido a los voluntarios del estudio. Se
analizaron dos test complementarios adquiridos por
Biomedal S.L (Sevilla, Espafa) al fabricante (Beijing
Diagreat Biotechnologies Co. Beijing, China). Dichas
pruebas de flujo lateral se ejecutaron de forma simultanea,
detectando IgM e IgG por inmunofluorescencia de
tiempo resuelto.
a) Diagreat® (Beijing, China): 2019-nCoV IgM
Antibody detection Kit, para la detection de
anticuerpos IgM.
b) Diagreat® (Beijing,

China):  2019-nCoV IgG
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Antibody detection Kit, para la deteccion de
anticuerpos IgG.

Todos los test se ejecutaron en un mismo dia por
personal de laboratorio cualificado siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la lectura de los
resultados es necesario acoplar el test a un lector, D10
Time-Resolved Immunofluorescence Analyzer (Diagreat,
Beijing, China) cuyo resultado se indica en forma de
unidades relativas (semicuantitativa), y considera valores
superiores a 1 U/L de anticuerpo como positivo, para
ambos anticuerpos, IgM e IgG, siendo la precisién del test
de1+0,2U/L.

4. Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como porcentajes,
frecuencias y numero de observaciones para las variables
cualitativas y como medias con intervalo de confianza
(IC 95%) o mediana con rango intercuartilico (IQR) para
las cuantitativas. Para la evaluaciéon de la validez de las
pruebas seroldgicas se determinaron la sensibilidad y
especificidad, y los valores predictivos positivos (VPP) y
negativos (VPN)delas mismasconrespectoalosresultados
de RT-PCR. Para la estimacion de la seroprevalencia entre
el personal sanitario del Hospital Universitario de Jerez se
tuvieron en cuenta los valores obtenidos por los test LFIA-
TRF y se calcularon tanto por separado frente a IgG e IgM,
como de forma conjunta frente IgG e IgM.

Los analisis de los valores diagndsticos se realizaron
con el Epidat: programa para andlisis epidemioldgico de
datos, Version 4.2, julio 2016 (Conselleria de Sanidade,
Xunta de Galicia, Espafa). Para el resto de los andlisis
estadisticos se ha empleado el software IBM SPSS
Statistics for Windows software, Version 23 (Armonk, NY,
IBM Corp.). El software SigmaPlot (Systat Software, San
Jose, CA) fue usado para la creacién de graficas.

Valores diagnésticos del método LFIA-TRF

Para confirmar la funcionalidad de los test mostrada
por los fabricantes se estudiaron muestras de suero
de 13 voluntarios del grupo control positivo, tres de los
cuales habian sido diagnosticados de COVID-19 debido
a hallazgos epidemioldgicos, clinicos, radiolégicos (TAC)
y analiticos a pesar de tener RT-PCR negativa, y el resto
de los voluntarios, 77% (10/13) fue confirmado por RT-PCR
positivo (Tabla 1, Tabla 2).
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Tabla 1. Caracteristicas de los voluntarios en los que se recogio
muestras de COVID-19.

Controles Personal
positivos Sanitario
Muestras 13 77
Hombres 46(6/13) 25% (19/77)
Sexo, % yn
Mujeres 54(7/13)  75% (58/77)
Mediana 61 44
RIC (P25-P75) 57-74 35-53
Edad
Minimo 39 25
Maximo a3 64
. _ Moderada- 77% (10/13) 0,039
f/:"t°"'at°'°g'a’ Critica 23%(3/13) 0
Asintomaticos 0 0,861
RT-PCR, % Positivos 77%(10/13)  3,9%(3/77)
Mediana 1,35 0,22
RIC (P25-P75) 0,5-10,91 0,16-0,29
IgM, U/L. Minimo 0,04 0
Maximo 64,46 4,31
% Positivos 62% (8/13)  2,6%(2/77)
Mediana 16,67 021
RIC (P25-P75) 1,12-45,93 0,15-0,29
IgG, U/L. Minimo 0,67 0
Méaximo 707,33 1045
% Positivos 77%(10/13)  5,2% (4/77)
IgM e IgG % Positivos 77%(10/13) 5,2% (4/77)

RIC: rango intercuartilico; P25-P75: percentil 25-75; RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa a tiempo real

Tabla 2. Resultados de clinica, RT-PCR y serologia IgM/IgG para
infeccién de SARS-CoV-2. Controles negativos n=4) y positivos
(n=10).

'D!a‘s c::s:le Dias desde el
Cuadro Im,m: o8 inicio de los
Ne clinico s': a:nas Resultado sintomas hasta CoV-IgM CoV-lgG
paciente  COVID-19 a‘; RT- PCR recogida [/l /Ll
(Sintomas) recogica muestra para
muestra para LF-TRF
RT-PCR
E1 Sl 8 - 20 0,48 8,17+
E2 S| 5 + 21 0,98# 31%
E3 S| 12 I 32 0,75 0,88#
E4 Sl 5 + 12 64,5% 707+
E5 Sl 5 - 12 3,9% 23
E6 S| 5 + 17 7.75 157+
E7 S| 10 I 17 15,1% 32,55%
E9 Sl 7 + 14 14,1% 16,8+
E10 Sl 13 - 20 1,72% 59,4+
s7 SI* -3 + -3 2,43% 0,26#
$17 S ND + 34 10,45% 4,31%
$43 S| ND + 28 1,36% 0,04
S64 S| 5 + 31 0,85 0,27
E11 NO NA - NA 0,32 0,71
E12 NO NA = NA 042 0,7
E17 NO NA - NA 0,79 072
E18 NO 2 = 6 04 074

NA: No aplicable. ND: No determinado. #: resultados positivos en serologia de acuerdo con el
fabricante (> 1 U/L). #: valores superiores a 0.85 U/L. *Repetida la prueba dos veces. E: pacientes, S:
sanitarios.

Las muestras para RT-PCR se recogieron a los 7,45 dias
del inicio de los sintomas, entre el 5°y el 13° dia del inicio
de enfermedad. Los falsos negativos en RT-PCR oscilan
entre el 70 - 80 %™.

En cuanto a la IgM, 5/13 (38,4 %) fueron positivos.
Sin embargo, para la IgG el 10/13 (77 %) serian positivos
segun el valor de corte indicado por el fabricante y 11/13
(92,3 %), si usaramos el valor de corte de 0,85 U/L. No se
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detectd ningun caso de IgM positivo/lgG negativo. Por
tanto, todos los casos positivos fueron o IgG positivo o
IgM e IgG positivo.

Aunque el punto de corte escogido sugerido por el
fabricante para ser positivo es de 1 U/L, posteriormente se
observo que los valores negativos son consistentemente
menores a 0,74 U/L para IgM. Para IgG el nivel negativo
mostré una media de 0,25 U/L (IC 95% = 0,21 - 0,29).
Observando que los test tienen una variabilidad de 1
0,2 U/L, y que los resultados de los voluntarios que no han
pasado la COVID-19 no rebasaron el limite de 0,74 U/L,
se reconsideré el punto de corte superior a 0,85 U/L con
lo cual en 12/13 (92,3 %) serian positivos, frente a 10/13
(77%) si se siguieran las indicaciones del fabricante (Figura
1). Curiosamente el Unico caso negativo en serologia
de los casos positivos con niveles bajos de IgM/IgG era
un paciente tratado con quimioterapia, por lo que, si
descartamos inmunodeprimidos y se consideran los
niveles superiores a 0,85 como positivos, la sensibilidad
de esta prueba seroldgica seria del 100% (12/12).

Figura 1. Concentracién de anticuerpos A: IgM y B: IgG en los
tres grupos del estudio. Se muestra el nivel de anticuerpos
en base de logaritmo y en cajas y barras, coincidiendo con la
mediana y los rangos intercuartilicos.
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La recogida de muestras de suero para estos ensayos
se hizo entre el dia 12 y el 34 desde los inicios de los
sintomas, con una mediana de 18,5 dias. Los dos casos de
voluntarios, con resultados negativos en IgM y positivos
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en IgG, se produjeron cuando la recogida de muestra
seroldgica se realizd a los 20 y 34 dias de la aparicién de
los sintomas. Hubo cinco casos en los que se obtuvo una
serologia positiva con un resultado previo de RT-PCR
negativo. En tres ocasiones, los voluntarios mostraron una
sintomatologia compatible con la COVID-19, la recogida
de muestra para RT-PCR se les realizé en los 5, 8 y 13° dias
posteriores a la aparicidon de los sintomas. En los otros
dos casos, una de las pruebas fue un falso positivo para
serologia, y, curiosamente, en el otro la manifestacién de
los sintomas cursé tres dias después de la realizacion de la
prueba serolégica, y el resultado de la RT-PCR positiva se
obtuvo una semana mas tarde.

Para este mismo objetivo también se estudié a los
datos de los controles negativos, habia dos grupos
de voluntarios, los sanos (n = 58), los cuales no habian
tenido patologias previas, y los enfermos (n = 4), asi
denominados pues presentaban alguna patologia
previa (lesiones traumatoldgicas, cancer de pulmoén,
apendicitis o leucemia con trasplante e infeccién
pulmonar), pero ningun cuadro clinico compatible con
la COVID-19. La importancia de los voluntarios enfermos
radica en descartar la posible reaccién cruzada con otras
inmunoglobulinas generadas frente a otras patologias.
Todos ellos (pacientes: E11, E12, E17 y E18) presentaron
niveles elevados de anticuerpos, pero sin superar el limite
de 1 U/L. Los valores negativos variaron entre 0,7 y 0,74
(U/L) paralgGy 0,4y 0,79 para IgM.

Los valores diagndsticos obtenidos de esta prueba
de LFIA-TRF tras un promedio de 18,5 dias (rango
intercuartilico = 16 - 29 dias) desde la apariciéon de los
sintomas, fueron los siguientes; una sensibilidad del
100% (IC 95%: 95 - 100%), una especificidad del 95,4% (IC
95% = 89,5 - 100%), asi como un valor predictivo positivo
(VPP) 76,9% (IC 95% = 50,17 - 100%) y un valor predictivo
negativo (VPN) del 100% (IC 95% = 99,19 - 100%).

Determinacién de la prevalencia de COVID-19 en
profesionales sanitarios por el método de LFIA-TRF

Una vez confirmada la funcionalidad del método
para, al menos detectar el nivel de la RT-PCR (73 - 90%
sensibilidad, 100% especificidad, dentro del rango
propuesto por el fabricante), se aleatorizé una muestra
entre los profesionales de la salud que permanecieron en
contacto cercano con pacientes afectados por COVID-19.
De esta manera, se recogiod suero para los test serolégicos
en 77 profesionales cuyas caracteristicas se enumeran
en la Tabla 1. Tres de ellos habian enfermado previamente
y tenian antecedentes de RT-PCR positiva en muestra
nasofaringea y habian cursado con sintomatologia leve
en domicilio. La mayoria (72/77 con resultado positivo
falso) dio negativo en serologia, confirmandose por RT-
PCR negativa y ausencia de sintomas compatibles con
COVID-19.
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Los resultados negativos mostraron una mediana de
0,21 U/L (IC 95% = 0,15 - 0,29) para IgG, comprendiendo
los resultados entre 0 y 0,49 U/L, y una mediana de
0,22 U/L (IC 95% = 0,16 - 0,29) para IgM, oscilando los
resultados entre 0 y 0,78 U/L. Hubo un falso positivo de
2,3 U/L para IgM, este voluntario obtuvo dos resultados
negativos en RT-PCR, uno previo y otro posterior al test
de anticuerpos y nunca llegé a desarrollar sintomas, por
ende, fue considerado falso positivo.

En este estudio de seroprevalencia se encontraron
cuatro voluntarios con resultado positivo en la prueba
serolégica, de los cuales uno fue positivo para ambos
anticuerpos, IgM e IgG, el resto solo positivaron para IgG
considerando como punto de corte 0,85 U/L. Por tanto, la
seroprevalencia para el COVID-19 entre los trabajadores
sanitarios del Hospital de Jerez fue de un 5,2% (IC 95%
= 0,12 - 10,26%; n = 77). De estos cuatro voluntarios,
tres habian presentado previamente un cuadro clinico
compatible con la COVID-19 y habian sido diagnosticados
por RT-PCR; la prueba de LF-TRFIA se les realiz6 entre 28 y
34 dias después de la aparicion de los sintomas. El cuarto
voluntario, uno de los casos IgG+/IgM-, fue personal
sanitario que 8 dias antes del test LF-TRFIA tuvo una RT-
PCR negativa, sin sintomatologia previa a la realizacién
del test serolégico, 3 dias después de los resultados
serolégicos positivos presentd sintomas compatibles
con COVID-19, y 7 dias después la RT-PCR fue positiva
confirmando infeccién por SARS-CoV-2.

Ladisponibilidad de unnimero de datos altos permitié
determinar el valor basal relativo de IgG y ajustar el nivel
de fluorescencia para considerar los valores positivos y
conseguir unos parametros diagndsticos elevados con el
método de inmunofluorescencia con resoluciéon temporal
(LFIA-TRF). En la validacion clinica se obtuvieron unos
valores de sensibilidad del 100%, una especificidad del
95,4%, y una VPP del 76,9% y una VPN del 100%, tras un
promedio de 18,5 dias desde la aparicidn de los sintomas
(Tabla 3). Estos datos diagnésticos son comparables con los
delaRT-PCRteniendo en cuentalos tiempos desde elinicio
de la infeccion registrados en este estudio. Asimismo, en
nuestra experiencia las técnicas de inmunocromatografia
con fluorescencia semicuantitativas son sensibles y
especificas pudiendo aportar un mayor valor diagndstico
frente a otras pruebas de flujo lateral como se ha descrito
recientemente’.
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Sensibilidad y especificidad de cada método segun los
resultados acumulados confirmados respecto a la alta sospecha
clinica de COVID-19 o RT-PCR positiva.

Dias desde inicio| Media de dias

de sintomas | tras el iniciode

hasta resultado | sintomas hasta
positivo (minimo.  resuitado
maximo) positivo

Sensibilidad Especificidad

Técnica

n Media (%) 1€95% n Media (%) 1€95%
RT-PCR 15 733* 47,6991* |62 100 99,2100 [2a28 835
IgM 14 57,1 27,6866 |77 %87 95,5100 12234 194
13+ 61,54 31,3-91,8%
19G 14 786 535100 |77 100 294100 |-3a34 194
13+ 84,64 61,2100%
1344 10084 9621004
lgMelgG |14 786 535-100 |77 %87 955100 |-3a34 194
134 84,64 61,2-100%
1344 10044 962

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa.

*A un paciente COVID-19 se repite la prueba con 15 dias de separacion. La primera prueba es negativa
y alos 15 dias es positiva en RT-PCR.

+ Se excluye un paciente tratado con quimioterapia (inmunodeprimido).

# Estableciendo valor positivo para IgG a partir de 0,85 U/L..

Por otro lado, el estudio en el personal sanitario
aleatorizado con alta exposicién a enfermos de COVID-19
confirmo la utilidad del método no solo para en uso de
la determinacién de la seroprevalencia epidemiolégica,
sino también en el diagnéstico de la enfermedad pasada
y/o en el transcurso, sea sintomatica o asintomatica. La
detecciéndeanticuerposenel personalsanitario tiene una
gran utilidad debido a que ayudara a identificar a aquellos
profesionales que han desarrollado respuesta inmune y
pueden tratar a pacientes infectados, minimizando el
riesgo de propagar el virus a personal sanitario y a otros
pacientes.

Ademas, la deteccion temprana de un profesional
sanitario antes de tener sintomas son prometedores a la
hora de aplicarlos al diagnéstico temprano. Sin embargo,
se tienen que disponer de mas resultados para confirmar
que esta posibilidad se puede generalizar. Por contra,
el método podria ser de baja utilidad en enfermos
de COVID-19 que estdn inmunodeprimidos al no dar
positivo en un caso de paciente infectado tratado con
quimioterapia confirmado por PCR.

La dificultad técnica en el diagnéstico mediante PCR
para la deteccion del SARS-CoV-2, debido al elevado
tiempo en el que se suelen proporcionar los resultados,
asi como los casos de falsos negativos descritoss',
proporcionan a los test seroldgicos en formato de test de
flujo lateral un método de diagndstico complementario
pero relevante para detectar casos de enfermedad pasada
y/o en evolucién sea sintomdtica o asintomatica. Estos test
ofrecen una alternativa sencilla y de facil ejecucion frente
a los test de laboratorio, especialmente interesante para
clinicas u hospitales comunitarios pequefios sin acceso a
equipos de laboratorio de alta tecnologia, ni personal con
la experiencia para llevar a cabo pruebas de diagnéstico
molecular como la PCR.

Los test serologicos detectan la presencia de los
anticuerpos 1gG, IgM o ambos u otros. Los anticuerpos
aumentan tardiamente en el curso de la enfermedad. Los
estudios muestran una duracién media de la deteccién de
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anticuerpos IgM COVID-19 de 5 - 7 dias, mientras que la
deteccion de IgG comienza a ser muy sensible alrededor
de 14 dias después del inicio de los sintomas® & . Sin
embargo, resultados de varios laboratorios demuestran
que es posible detectarlos en individuos desde los
primeros dias de la infeccion®’. Los métodos de LFIA
son mas faciles de desarrollar y ejecutar que las pruebas
de diagnéstico molecular como la PCR y proporcionan
resultados en solo 15 minutos. Ademas, en el caso de la
LFIA-TRF, puede tener una sensibilidad potencialmente
mayor, asi como también cuantificar la intensidad de la
senal lo que puede aportar informacién sobre el nivel de
respuesta inmunitaria'.

Desafortunadamente, las pruebas de
inmunodiagndstico  inexactas pueden  categorizar
falsamente a las personas de dos maneras. La primera es
que pueden etiquetar falsamente a las personas que han
sido infectadas como negativas, y la segunda es que las
personas que no han sido infectadas estan falsamente
etiquetadas como positivas. Ambos errores tienen graves
consecuencias y afectaran los esfuerzos de control. Estas
pruebas también necesitan distinguir con precision
entre infecciones pasadas por SARS-CoV-2 y las causadas
por el conjunto conocido de seis coronavirus humanos.
Cuatro de estos virus causan el resfriado comun y circulan
ampliamente en la poblacién. Los dos restantes son los
virus que causan el Sindrome Respiratorio del Medio
Oriente (MERS) y el Sindrome Respiratorio Agudo Severo
(SARS). Las personas infectadas por cualquiera de estos
virus pueden producir anticuerpos que reaccionan
de forma cruzada con los anticuerpos producidos en
respuesta a la infecciéon con SARS-CoV-281-13,

Los resultados de los test de seroprevalencia que
ha realizado el Gobierno espanol reflejan una media de
inmunizacion del 5% de la poblacién, pero los resultados
son variables en las distintas comunidades auténomas
y provincias espafolas. Por ejemplo, en el momento de
la realizacién de nuestro estudio, sélo 21.082 personas,
un 2,4% de la poblacién de la provincia de Cadiz habian
superado la infeccién del virus COVID-19 y desarrollado
anticuerpos frente al coronavirus . No obstante, en
nuestra muestra de profesionales altamente expuestos al
SARS-CoV-2 por su trabajo con pacientes infectados por la
COVID-19, la prevalencia de inmunizados ha sido del 5,2%.

Otro aspecto importante es que la deteccién de IgM/
IgG contra el SARS-CoV-2 puede ser Util en la confirmacion
diagndstica ante la sospecha de COVID-19 y negatividad
de la RT-PCR. En el presente estudio, esto sucedié en tres
pacientes sintomdticos con RT-PCR negativa, prueba
realizada tras 5, 8 y 13 dias después de la aparicién de los
sintomas, y que sin embargo obtuvieron un resultado
positivo en la prueba seroldgicas tras 12 y 20 dias del
inicio de los sintomas, confirmando su diagndstico por
COVID-19.
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Las limitaciones de nuestro estudio pueden ser
relativas a la deteccién de respuesta IgM. La IgG ha
demostrado ser un anticuerpo mas especifico y mas
sensible que la IgM, no encontrandose ninguin caso de
COVID-19 que tuviese positiva la IgM y negativa la IgG.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que la LFIA-TRF de
determinacion de niveles de IgG es altamente especifica
y sensible, mostrandose superior a la IgM, e incluso a
la RT-PCR a la hora de identificar casos de COVID-19 en
un amplio rango de tiempos tras la infeccién. Los datos
indican que pudieran detectar algun caso de infeccion
presintomatica no identificado por RT-PCR en un
principio. También el método seroldgico pudo confirmar
el diagndstico de COVID-19 en casos de RT-PCR negativa,
pero con alta sospecha clinica.

Los estudios en los profesionales sanitarios de nuestro
hospital indican que éstos tienen una tasa superior de
prevalencia serolégica de IgG para SARS-CoV-2, un 5,2%,
frente a la media de la poblacién de la provincia 2,5% en
el momento de la realizacién de este estudio™ ™.
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