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Dos estudios consecutivos, en
pacientes en distinta etapa clinica,
para evaluar la dindmica en la
carga viral.
El andlisis de la respuesta de
anticuerpos fue secundario
El primer estudio incluyé a 39
pacientes a los que a su ingreso
hospitalario se tomé muestras
orales, anales y sanguineas. Las
muestras se obtuvieron después
del tratamiento
15 sujetos tuvieron carga viral
detectable en los hisopos anales o
en sangre, aun cuando ya no fuera
detectable en muestras orales
En el segundo estudio, se tomd
muestra de 139 pacientes, a
partir del 102 dia de tratamiento
La confirmacidn de COVID-19 se
hizo por gRT-PCR
La serologia se realizé para IgM e
IgG, con ensayos caseros de tipo
ELISA, usando la nucleoproteina
Rp3 del SARSr-CoV como antigeno.
El punto de corte fue determinado
con muestras bioldgicas de sujetos
sanos

Los titulos de IgM e 1gG fueron
relativamente indetectables en los
primeros dias de iniciada la
sintomatologia

Los titulos de anticuerpos se
incrementan al 52 diaen la
mayoria de los sujetos

En el segundo estudio, la tasa de
resultados positivos a IgM subié de
50 a 80%, y la de IgG se
incrementd de 81 a 100%

Aun cuando los hisopos sean
negativos, los pacientes pueden
tener viremia, lo que sugiere que
el virus podria transmitirse por
rutas multiples

La deteccion de anticuerpos es
muy Util cuando avanza la
enfermedad, cuando la deteccion
de los virus se reduce

Se requieren pruebas moleculares
y seroldgicas para confirmar de
manera definitiva a los portadores
del virus
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ESTUDIO
* Estudio transversal, en muestras * Sensibilidad diagndstica: * El método puede usarse para
sanguineas (capilar y venosa) de 88.66% detectar portadores de SARS-
8 clinicas para detectar * Especificidad diagnostica: CoV-2, sintomaticos o
portadores del COVID-19 90.63% asintomaticos, en hospitales,
* 397 muestras de pacientes * Resultados similares en sangre clinicas y laboratorios de
confirmados por PCR; 128 capilar, suero y plasma de prueba
muestras clinicas negativas sangre venosa
* Método: ELISA combinado, para
China, 2020 Li, et al. determinar IgM e IgG en

muestras sanguineas.
Estandarizacion con antigeno
recombinante, de Medomics
(dominio de unidn del receptor
MK201027 de SARSCoV-2) y anti
IgG and IgM, de Nanjing
Lefushidai Inc.
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Wuhan y Beijing, P. R.

China, 2020 e el

METODOLOGIA

Estudio transversal para estimar el valor
diagnodstico de la determinacion de IgM
en muestras sanguineas de pacientes a
los 1-39 dias de inicio de los sintomas:
82 pacientes con COVID-19 confirmada
58 casos probables (qPCR negativa y
manifestacciones clinicas tipicas de
COVID-19)

Método: ELISA combinado, para
determinar IgA, IgM e 1gG en muestras
sanguineas. Estandarizacion con
proteinas recombinantes de la
nucleocapside de SARS- Cov-2 (CoV-
229E, -NL63, -0C43, -HKU1 y SARS-CoV)

RESULTADOS

Tiempo de deteccion de
anticuerpos IgM e IgA: 5 dias
después del inicio de sintomas
(IQR 3-6)

Tiempo de deteccién de 1gG: 14
dias (IQR 10-18)

En casos confirmados, la tasa de
positivos a IgM fue de 75.6%

En casos probables, la tasa de
positivos a IgM fue de 93.1%

La tasa de deteccion al
combinar el ELISA IgM con
gPCR es de 98,6% superior a la
prueba de qPCR sola (51,9%)

CONCLUSIONES

El método puede
usarse para el
diagnostico de
COVID-19, inclusive
en los casos no
confirmados por
qPCR

.nCoV
2019 oe
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ESTUDIO
Estudio para validar la * De los 30 pacientes * La mayoria de pacientes que
prueba rapida, por hospitalizados, 19 dieron dieron positivo para COVID-
inmunoensayo, IgM/1gG positivo a IgM e IgG; cinco 19 mediante RT-PCR en
VivaDaig® para el fueron débilmente positivas  tiempo real, se habrian
diagnéstico de COVID-19 para IgM e IgG, cinco fueron  identificado como negativos
30 muestras séricas de negativos para ambas, y uno utilizando sélo el ensayo
hospitalizados, colectadas al fue positivo para IgM pero serolégico rapido, lo que
72 dia de confirmacion por negativo para IgG llevaria a un diagndstico
RT-PCR por COVID-19 e Las 30 muestras de los erroneo de la enfermedad
30 muestras séricas de sanos fueron negativas. No de COVID-19 en la gran
voluntarios sanos con hubo reactividad cruzadaen  mayoria de los pacientes
muestras respiratorias los 10 casos de infeccidn * No se recomienda esta
negativas a SARS-Cov-2 por por otros coronavirus prueba parala
RT-PCR; diez de ellos con * De los 50 pacientes que identificacion de pacientes

Cooany antecedente dg infeccio'llw entraron pf)f urgencias, 38 con sospecha de COVID-19

Brescia. Italia por un coronavirus comun fueron positivos a COVID19
20’20 " Cassaniti, etal. como OC43, 229E, HKU1y por RT- PCR. De ellos, 7

NL63)

50 muestras séricas tomadas
al ingreso a urgencias, de
pacientes con fiebre y
sintomas respiratorios
Método: ELISA combinado,
para determinar IgM e IgG
en muestras sanguineas.
Estandarizacion con
antigeno recombinante, de
Medomics (dominio de
unién del receptor
MK201027 de SARSCoV-2) y
anti IgG and IgM, de Nanjing
Lefushidai Inc.

mostraron una reaccion
débil o francamente positiva
a lgM y/o 1gG; otros 31
fueron negativos. De los 12
(24%) negativos por RT-
PCR, solo 1 fue positivo a
IgG/IgM con la prueba
rapida, y 11 fueron
negativos

Sensibilidad de la prueba:
18.4%; Especificidad: 91.7%.
Valor Predictivo Negativo en
pacientes ingresados por
Urgencias: 26.2%. Valor
Predictivo Positivo 87.5%
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* Estudio transversal para detectar anticuerpos IgM e IgG  * Sensibilidad diagnéstica del método *  El método puede ser
en 214 pacientes hospitalizados por COVID-19 1: IgM: 68.2%, y de IgG: 70.1% complementario para el
(confirmada por RT-PCR en muestras faringeas). La * Sensibilidad diagndstica del método diagnéstico de COVID-19
informacidn general fue obtenida de los expedientes 2:1gM: 77.1% (superior al método
médicos electrénicos 1), mientras IgG: 74.3%
* 397 muestras de pacientes confirmados por PCR * La tasa de positividad usando
* 100 muestras clinicas negativas, de sujetos ambos métodos fue menor del 60%
Wuhan. Hubei. China aparentemente sanos, como controles durante la fase temprana de la
’ ’ ’ Liu W, etal * Usaron dos métodos: enfermedad (0-10 dias de iniciada la

2020

1. ELISA, para determinarIgM e IgG en muestras enfermedad), pero aumenta
sanguineas, usando el antigeno recombinante: Proteina después del décimo dia en el caso
rN de la nucleocapside del SARS-Cov-2 (Lizhu, Zhuhai, de lalgG
China)

2. ELISA, para determinar IgM e IgG en muestras

sanguineas, usando el antigeno recombinante: Proteina
rS del SARS-Cov-2 (Hotgen, Beijing, China)
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* Estudio longitudinal en 173 pacientescon *  Los titulos mas altos de anticuerposse ¢ La mediana, en dias, para la

infeccién por SARS-Cov-2 (535 muestras asociaron con la mayor gravedad clinica seroconversion fue de 11-14,
sanguineas), para determinar los valores ¢  Sensibilidad diagndstica: 38.3% en la dependiendo del método usado
clinicos de anticuerposigM e IgG y la primera semana del inicio de los *  Laaplicacion simultdnea de detecciones
dinamica humoral durante la progresién de sintomas y >79% a partir del dia 15 del por PCR y anticuerpos, puede mejorar la
la enfermedad inicio de los sintomas (se presenta lo sensibilidad diagnéstica de COVID-19
* Método usado: ELISA de Beijing Wantai contrario con PCR)
Biological Pharmacy Enterprise Co. Ltd., con *  Porcentaje y mediana del tiempo de
Guangdong e 0 . s i o .
- ) especificidad >98.5%, que usa un antigeno seroconversion de IgM: 93.1%; 11 dias
Province, China, . . ., . . .
2020 Zhao J, et al recombinante del dominio de unién del *  Porcentaje y mediana del tiempo de
receptor de la proteina espiga del SARS- seroconversion de IgG: 82.7%; 14 dias
CoV-2

Uso de pruebas rapidas para el diagnostico de COVID-19
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DE ESTUDIO
* Estudio de caso. Se describen los datos clinicos y * Los titulos de anticuerpos fueron * Para que las pruebas
moleculares de una mujer turista China en detectables hasta el 92 dia del inicio serolégicas sean Utiles para
Finlandia, asi como los datos seroldgicos de tres de sintomas el diagndstico de COVID-19,
de sus contactos * Larespuesta de IgG mas elevada se es necesario determinar la
* Tres dias después de iniciar sintomas fue detecté en el dia 20 cinética, asi como mejorar la
hospitalizada y se confirmé COVID-19 por RT- * Durante la fase aguda de la infeccién especificidad y sensibilidad
PCR se detectaron titulos bajos de de los métodos en
* Alos 8 dias después de inicio de sintomas, anticuerpos neutralizantes en el caso desarrollo
Haveri A, Zstaﬁa asintomatica y 3 dias después fue dada indife, pero no se detectaron en los
1 1 e alta contactos
Finland 4, 2020 et al * Respuesta humoral del caso:

* Las muestras sanguineas, tomadas al 42, 92, 102
y 202 dia de iniciados los sintomas, fueron
incubadas con los cultivos celulares Vero E6
infectados con SARS-CoV-2 y los anticuerpos
fueron observados por inmunofluorescencia
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Wuhan, China, Du, et al,

Se midieron los titulos de
anticuerpos anti-SARS-Cov-2
en 60 pacientes
convalecientes de COVID-19,
con un tiempo de inicio de los
sintomas entre 6y 7 semanas
y pruebas moleculares
negativas a SARS-CoV-2, para
ver la progresion de la
respuesta humoral

En 10 pacientes, se hizo una
segunda medicién una
semana después de la primera
toma de muestra sanguinea

Primera muestra sanguinea:
78.3% de los pacientes
tuvieron titulos positivos de
IgM

100% de los pacientes
tuvieron titulos positivos de
IgG

Segunda muestra: Los
titulos de IgM e IgG
disminuyeron
significativamente

* La combinacion de pruebas

seroldgicas y moleculares
podria ayudar a la identificacion
de personas infectadas, con
cuadros atipicos o con
infecciones subclinicas
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Hong Kong,

positivos) de 62 anos de edad (rango 37-75), 13
hombres y 10 mujeres, incluidos consecutivamente
en dos hospitales

Se analizé la carga viral por qRT-PCR de 173
muestras (7.5 muestras por paciente en promedio)
seriadas de saliva de orofaringe, asi como la
respuesta de anticuerpos (AC’s) en muestras
sanguineas

Los titulos de AC’s fueron determinados por EIA, en
108 muestras (4.7 muestras por paciente en
promedio) usando la nucleoproteina (anti-NP) y el
dominio de unidén al receptor de la proteina espiga
(anti-RBD); ambas proteinas fueron recombinantes
Los puntos de corte de la seropositividad fueron
determinados con sueros de 93 sujetos sanos

Se hicieron ensayos de neutralizacion

mL (IQR 4-1-7-0), pero en 53% de los
pacientes fue negativa

Los niveles de AC’s IgM e IgG se elevaron
hasta el 102 dia del inicio de los sintomas, o
después, en la mayoria de los pacientes. La
respuesta humoral temprana fue la
siguiente:

IgG antiRBP: 43% IgG antiNP: 9%

IgM antiRBP: 26% IgM antiNP: 17%

La seroconversion hacia IgG se detecta mas
rapido en los anticuerpos antiNP

En 70% de los pacientes la seropositividad
de IgG hacia NP fue de 94% y de 100%
hacia RBP. en el 142 dia del inicio de los
sintomas

No se observé asociacion entre las
comorbilidades, la edad, o la severidad
clinica, con los niveles de AC’s

Se observé correlacidn entre los niveles de
AC’s y los anticuerpos neutralizantes

 Estudio de cohorte con 23 pacientes (SARS-CoV-2 * Lacarga viral fue de 5-2 log10 copias por * Con base en la correlacion entre los

niveles de AC’s y los titulos de
neutralizacion, se concluye que los
resultados son importantes para el
disefio de vacunas, asi como para
recomendar el estudio del plasma de
pacientes convalecientes, con el
proposito de obtener AC’s
policlonales terapéuticos o para
disefiar AC’'s monoclonales
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. Se analizaron 15 muestras de

plasma de pacientes
infectados con SARS-CoV-2,
entre los dias 2 y 22 después
de iniciar los sintomas

Se determinaron los titulos
de anticuerpos (AC’s) por
ELISA, usando antigenos
recombinantes del ecto
dominio Sy RBD, tanto del
virus SARS-CoV-2 como del
SARS- CoV

Los resultados fueron
comparados con los
obtenidos con el plasma de
donadores sanos

. Se analizaron las muestras

sanguineas de 7 pacientes
convalecientes (3-6 semanas
postinfeccién)

. Se hicieron ensayos de

neutralizacion con las
muestras de ambos grupos
de pacientes

RESULTADOS

. Pacientes en etapa de infeccidn

temprana:

Se observaron titulos altos de
AC’s a partir del 102 dia de
iniciados los sintomas

El plasma de los pacientes con
COVID-19, reacciond con los
antigenos de SARS-CoV pero lo
hizo mas fuertemente con los
antigenos de SARS-CoV-2

El plasma de 5 pacientes (33%)
reacciond fuertemente con el
antigeno RBD del SARS-CoV

. Pacientes convalecientes

Se observo reactividad cruzada
con las proteinas espiga, RBD y
subunidad S2

. Ensayos de neutralizacion

Muestras de pacientes con
SARS-CoV no neutralizaron al
SARS- Cov-2
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CONCLUSIONES

* La deteccién de AC’s en
pacientes con infeccién
temprana no es
oportuna para
decisiones clinicas ni
para acciones sanitarias
de control
Es comun la reactividad
cruzada en las
respuestas de
anticuerpos hacia SARS-
CoV-2 y SARS-CoV, pero
la neutralizacién cruzada
es rara




* Los métodos para la determinacion de anticuerpos
(AC’s) en pacientes con COVID-19 (SARS-Cov-2) estan
en desarrollo

e La cinética de la deteccion de esos métodos, no ha sido

Comentarios

finales determinada
* La sensibilidad diagnodstica es baja (18.4-88.6%)

* La especificidad es discretamente superior a 90%, por
lo que aun debe disminuirse la reactividad cruzada,

especialmente con los antigenos del SARS-CoV
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e La deteccion de los niveles de AC’s es muy util al avanzar la enfermedad
por SARS-Cov-2, porgue en esa fase, la carga viral se reduce, pero

cuando se hace en la fase temprana de COVID-19, puede provocar un

diagndstico erroneo en la mayoria de los pacientes




Comentarios finales

Las pruebas moleculares son las pruebas que confirman de manera
definitiva a los portadores de SARS-Cov-2

La aplicacidon simultanea de PCR y la deteccion de niveles de AC’s, puede
mejorar la sensibilidad diagndstica de COVID-19, y ayudaria a identificar
personas infectadas con cuadros atipicos o con infecciones subclinicas

Es necesario realizar mas estudios para validar los métodos seroldgicos
actuales

Se requiere evaluar el uso del plasma de pacientes convalecientes para
la obtencién o diseifio de AC’s terapéuticos
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