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RESUMEN

Introduccion: La serologia nos permite la deteccion rapida
de pacientes positivos al SARS-CoV-2, aislarlos y cortar la
cadena epidemiologica; por ello se han disefiado ensayos
de flujo lateral (LFA) que identifican anticuerpos IgG/IgM en
suero. En México la COFEPRIS aprob¢ distintas pruebas
rapidas, usadas para el diagnostico por COVID-19. Ma-
terial y métodos: Se evalud sensibilidad y especificidad
con el Kit Vazyme 2019-nCoV IgG/IgM, comparandolo
con los resultados de dos inmunoensayos automatizados,
SARS-CoV-2 1gG/IgM (ARCHITECT, Abbott), utilizando
suero de 75 pacientes con diagnéstico de SARS-CoV-2
y 25 negativos a SARS-CoV-2. Resultados: Se obtuvo la
sensibilidad y especificidad de forma individual (100 y 52%
IgG Vazyme, 15.2y 100% IgM Vazyme) y global 100%, 60%,
respectivamente. Conclusion: Demostramos que la prueba
rapida Vazyme tiene bajo rendimiento en comparacion con
las prueba ARCHITECT, por lo que se limita su uso para el
diagnéstico por COVID-19.

INTRODUCCION

finales de diciembre de 2019, se detec-
taron en la provincia de Wuhan, China
mudltiples casos de neumonia, los cuales eran
causados por un nuevo coronavirus, deno-
minado SARS-CoV-2 al ser aislado de esos

ABSTRACT

Introduction: Serology allows us to quickly detect
SARS-CoV-2 positive patients, isolate them and cut the
epidemiological chain; Therefore, lateral flow assays have
been designed to identify IgG/IgM antibodies in serum. In
Mexico, COFEPRIS approved several rapid tests, used
for diagnosis of COVID-19. Material and methods: The
Vazyme 2019-nCoV IgG/IgM kit, was evaluated sensitivity
and specificity compared to the results of two automated
immunoassays, SARS-CoV-2 IgG/IgM (ARCHITECT,
Abbott), using serum from 75 patients diagnosed with
SARS-CoV-2 and 25 negative to SARS-CoV-2. Results:
Sensitivity and specificity were obtained individually (100
and 52% IgG Vazyme, 15.2% and 100% IgM Vazyme) and
globally 100%, 60%, respectively. Conclusion: We show that
the Vazyme rapid test performs underperforming compared
to the ARCHITECT test, so its use for COVID diagnosis is
limited its use for the diagnosis of COVID-19.

pacientes una semana después.’? Desde en-
tonces, se extendi6 e infecté a 114,140,104
millones de casos confirmados de COVID-19,
incluidas 2,535,520 muertes hasta el 02 de
marzo de 2021.3

El diagnéstico del SARS-CoV-2 se hace
mediante técnicas moleculares como la RT-PCR
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amplificando diversos genes, los mas comunes
son RARP, ORF1ab, N, Ey S;* tienen un tiempo
de respuesta prolongado, requieren equipo
de alto costo y profesionales con capacitacion
especializada.>®

Por ello, la deteccién de anticuerpos
especificos contra el SARS-CoV-2 es buena
opcion para un diagnéstico rapido, sencillo
y sensible.” Las pruebas rdpidas actuales de-
tectan principalmente inmunoglobulinas de
tipo 1gM e 1gG contra la proteina spike (S) y
nucleocdpside (N).8

Los niveles de anticuerpos en plasma se
detectan entre tres a seis dias para IgM e 1gG
entre seis y 14 dias desde el inicio de los sinto-
mas.>? Este Gltimo se mantiene elevado en la
fase de convalecencia tanto en asintomaticos
como sintomdticos.’

En la actualidad, se emplean distintas
técnicas como inmunofluorescencia indirec-
ta (IF1), inmunoandlisis quimioluminiscente
(CLIA), inmunoanalisis quimioluminiscente
de microparticulas (CMIA), ensayo inmunoab-
sorbente ligado a enzimas (ELISA) (Figura 1)
y pruebas répidas, manifestando su eficacia
dependiendo de la etapa que curse la enfer-
medad,? si se monta una respuesta inmuno-
l6gica, determinar la tasa de mortalidad por
infeccion y aquellos individuos que generan
una gran respuesta de anticuerpos para utili-
zarlos como donantes en terapias con suero
convaleciente. !

Sin embargo, un obstaculo para controlar
la propagacion del virus son los pacientes asin-
tomdticos, ya que son portadores de éste, por
lo que las pruebas rapidas buscan diferenciar
los casos positivos de los negativos més rapido
y asi contener la cadena epidemioldgica del
SARS-CoV-2.1213

Los ensayos comerciales (CMIA) son de dos
pasos, primero se combina e incuba la muestra,
las microparticulas recubiertas con antigeno
(spike o nucleocdpside) del SARS-CoV-2 vy el
diluyente del ensayo. Después los anticuerpos
IgG presentes en la muestra anti-SARS-CoV-2
se unen a las microparticulas y posteriormente
con el conjugado de anticuerpo anti-IgG hu-
mano marcado con acridina forman la mezcla
de reaccion y se incuban. Después de los ciclos
de lavado, se afaden las soluciones preactiva-
dorasy activadoras, dando como resultado una

reaccion de quimioluminiscencia que se mide
en unidades relativas de luz (URL).

Las pruebas rapidas de anticuerpos (Ac)
utilizan el método de inmunocromatografia en
fase s6lida para su captura y formar los conjuga-
dos entre los anticuerpos IgG/IgM presentes en
la muestra con particulas de oro coloidal recu-
biertas por antigenos del SARS-CoV-2 debido
ala accién capilar. Migran a la zona de captura
(membrana de nitrocelulosa) y se inmoviliza por
un anticuerpo IgG/IgM antihumana en la zona
de captura correspondiente.

El objetivo del presente trabajo es determi-
nar el rendimiento de prueba rapida comer-
cial, comparandolo con los resultados de dos
inmunoensayos automatizados en pacientes
atendidos en el Hospital Infantil de México «Fe-
derico Gémez» con diagndstico de neumonia
por SARS-CoV-2.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 75 muestras de pacientes
con diagnéstico confirmado por biologia
molecular de SARS-CoV-2 (mujeres n = 38;
hombres n = 37; mediana de edad 38 anos;
rango, 0.8-68 anos) entre mayo y julio de
2020 y positivos a la prueba de anticuerpos
SARS-CoV-2 IgG (ARCHITECT, Abbott) y
SARS-CoV-2 IgM (ARCHITECT, Abbott). Por
otro lado, 25 muestras con ausencia de la
infeccion por SARS CoV-2 (mujeres n = 15;
hombres n = 10; mediana de edad 34 anos;
rango 24-58 anos) dichas muestras presen-
taron un resultado negativo en la prueba de
anticuerpos SARS-CoV-2 1gG (ARCHITECT,
Abbott), para evaluar el Kit de deteccién
2019-nCoV IgC/IgM VAZYME (Nanjing Vazy-
me Medical Technology Co., LTD.).

Pruebas de laboratorio

Diagnéstico molecular de SARS-CoV-2: la
extraccion de ARN, purificacién, deteccion
de los genes virales ORF1ab, nucleocapside
(N), spike (S), gen humano ARNasa P, am-
plificacién y deteccién segln lo descrito en
publicaciones previas.

Prueba de anticuerpos anti SARS-CoV-2:
las muestras utilizadas previamente se ob-
tuvieron por puncién venosa en tubos rojos
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Figura 1: Deteccion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 por CMIA.

y centrifugaron a 3,500 rpm/10 min, después en una
campana de seguridad se separ6 el suero, depositandose
en tubos criogénicos para su almacenamiento (-70 °C) y
posterior andlisis.

En el momento de su uso, las muestras se descon-
gelaron y mezclaron con un agitador tipo vortex a baja
velocidad o invirtiéndolos 10 veces, tomando 150 plL
de muestra depositandolos en copas de recoleccién. Se
procesaron en el instrumento Abbott Architect usando el
ensayo Abbott SARS-CoV-2 IgM o 1gG, previo al proceso
de las muestras, se verifico la confiabilidad del ensayo con
los criterios de control de calidad analitico establecidos
en el laboratorio clinico.

Pruebas rdpidas: el ensayo se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los kits de prueba se atem-
peraron previamente a su uso y se colocaron horizon-
talmente sobre una superficie plana. Usando el gotero
provisto, se agreg6 una gota (20 pL) de suero/plasma y
tres gotas (60 pL) de tampén de dilucién en la almohadilla
de muestra. El resultado fue leido después de 10 minutos
y antes de 15 minutos ya que después de este tiempo el
resultado es invélido.

Andlisis estadistico: la sensibilidad y especificidad de
las pruebas rapidas se obtuvieron al definir los verdaderos
positivos y negativos, respectivamente. En el grupo de
los positivos, se confirmaron por ensayos de quimiolu-
miniscencia al igual que los controles. Para determinar
el rendimiento de los ensayos se calculé el AUC, indice
Kappa, indice de Youden y la precisién utilizando la base
de datos WinEpi y Epidat 3.1.

RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 100 muestras de pacientes
(75 positivas y 25 negativas), los cuales fueron procesa-
dos de manera simultdnea en ambas plataformas Ab-
bott SARS-CoV-2 I1gM/IgG y prueba rapida 2019-nCoV
IgG/IgM Vazyme.

La mediana de tiempo desde el inicio de la enfer-
medad hasta las pruebas de anticuerpos IgM/IgC fue
de 35 dias. En la Figura 2 se muestra una fotografia
representativa de las pruebas de anticuerpos IgM e IgG
del SARS-CoV-2; la Figura 2A muestra la deteccién de
[gM en baja concentracion e I1gG en alta concentracion;
la Figura 2B muestra 1gG sélo en alta concentracién al
igual que en la Figura 2C. No se present ninglin caso
de IgG negativo.

Se determiné el rendimiento de la prueba Vazyme
por tipo de inmunoglobulina, obteniendo la sensibili-
dad y especificidad 100% [IC 95% (99.33-100)], 52%
[IC 95% (30.42-73.58)] para IgG y 15.6% [IC 95%
(3.86-27.26), 100% [IC 95% (95-100)] para IgM, como
se muestra en la Tabla 7. Ademds combinando los an-
ticuerpos 1gG/IgM, siendo 100% [IC 95% (98.89-100)]
y 60% [IC 95% (24.64-95.36)]. Diferente a las que se
tiene en el inserto correspondiendo a 91.54 y 97.02%
respectivamente.

Tomando como el valor real los ensayos ARCHITEC,
Abbott detecté como positivas 15.6% para IgM y 100%
IgG, como se muestra en la Tabla 2.

Dentro del andlisis, el &rea bajo la curva de las pruebas
de 1gG, las pruebas de IgM y las pruebas combinadas de
IgM/1gG para el diagnéstico de COVID-19 fueron 0.76
(IC de 95%: 0.66-0.85), 0.69 (IC de 95%: 0.63-0.75) y
0.80 (IC de 95%: 0.64-0.96) (Figura 3).

A 1 B C

C — C -— C
IgG - IgG - IgG

IgM gV IgM

' Vazyme w Vazyme

Figura 2: Resultado de la prueba Vazyme experimental.

w Vazyme
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Tabla 1: Rendimiento del kit de deteccion 2019-nCoV IgG/IgM Vazyme.

lgG IgM lgG/IgM
Sensibilidad (IC 95%) 100 (75/75) 15.6 (7/45) 100 (45/45)
Especificidad (IC 95%) 52 (13/25) 100 (10/10) 60 (6/10)
Valor predictivo positivo 86.20 100.000 91.800
Valor predictivo negativo 100.00 20.800 100.000
Precision 88.00 30.900 92.700
indice de Youden 0.52 0.160 0.600
indice kappa 0.62 0.063 0.711
Area Bajo la Curva 0.76 0.690 0.800

Tabla 2: Taza de positividad en la deteccion

de anticuerpos contra SARS-CoV-2.

Vazyme IgG Vazyme IgM
Muestras % (n/N) % (n/N)
Positivas 100 (75/75) 15.6 (7/45)
Negativas 52 (13/25) 100 (10/10)
DISCUSION

La serologia juega un papel importante en la seropre-
valencia de la enfermedad, son pruebas indirectas que
detectan anticuerpos IgG/IgM contra SARS-CoV-2,
en plasma o suero. Ademas de apoyar el diagnéstico
por RT-PCR.14-16

El incremento de los casos generé la necesidad
de tener ensayos mas rapidos para identificar pa-
cientes positivos, asi como asintomaticos, lo cual
interrumpird la cadena epidemiolégica al aislarlos de
los negativos.?13

En este estudio retrospectivo actual, incluimos a 75
pacientes confirmados de COVID-19, para investigar
el rendimiento clinico de Vazyme, un ensayo de flujo
lateral que detecta cualitativamente anticuerpos IgG/IgM
del SARS-CoV-2 utilizando el método de referencia de
serologia CMIA 1gG/IgM (ARCHITECT, Abbott), ya que
siempre los comparan con ELISA o RT-PCR.'>1°

Los resultados obtenidos en este estudio fueron
una sensibilidad de 100% y especificidad de 52%
para anticuerpos de clases IgG, demostrando que
hay reaccién cruzada probablemente con otros anti-
genos, en cambio para anticuerpos de clases 1gM, su
sensibilidad fue de 15.6% con una especificidad de
100%, demostrando que tienen bajo rendimiento y
moderado para 1gG."”

Todas las muestras se tomaron en un promedio de
34 dias después de presentar los sintomas, por lo que
deben estar presentes anticuerpos I1gM, ya que éstos se
mantienen unos meses después.’

Esto se confirma ya que las muestras analizadas an-
teriormente se evaluaron con el ensayo CMIA 1gG/IgM
(ARCHITECT, Abbott) en el cual las muestras positivas y
negativas fueron confirmadas por los ensayos anteriores.

El indice de Youden demuestra que para los anticuerpos
IgG la prueba puede ser usada, pero para IgM no, al tener un
puntaje menor de 0.5. Las pruebas diagndsticas IgM Vazyme
e IgM ARCHITEC presentan un grado de concordancia es-
caso (kappa es igual a 0.063), para IgG presentan un grado
de concordancia adecuado (kappa es igual a 0.619).

Un estudio realizado en Polonia que evalué la misma
prueba con una poblacién de 516 voluntarios asinto-
maticos demostré que no sirve en la deteccién de casos
asintomaticos, ya que sélo detect6 siete para IgM y tres
para IgG, bajo rendimiento en las pruebas.'

Ademas, en otro estudio determinaron que esta
prueba rapida tiene un buen rendimiento para IgG pero
uno pésimo para IgM, similar al demostrado en esta
investigacion.'®

Al combinar las dos pruebas para IgG en serie se ob-
tiene una reduccion de los falsos positivos, y por lo tanto
aumenta la especificidad (100.0%), aunque a costa de
disminuir la sensibilidad (99.8%). Por el contrario cuan-
do combinamos las dos pruebas para IgM en paralelo
obtenemos una reduccién de los falsos negativos, y por
lo tanto aumenta la sensibilidad (99.9%), aunque dismi-
nuye la especificidad (99.8%), mejorando el diagnéstico
al utilizar estas pruebas en conjunto.

CONCLUSION

Demostramos que la prueba rapida Vazyme tiene bajo
rendimiento para detectar anticuerpos IgM contra
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Figura 3: Area bajo la curva de las pruebas de IgG, las pruebas de

IgM'y las pruebas combinadas de IgM/IgG.

SARS-CoV-2 y reaccién cruzada en 1gG, por lo que
no se recomienda su uso individual para el diagnosti-
co de COVID-19.
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