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Resumen: Introduccién: Las vacunas contra la Covid-19 inducen una respuesta de anticuerpos contra el
dominio de unién al receptor (RBD), por lo que los ensayos a emplear en la evaluacion de la inmunogeni-
cidad han de ser capaces de cuantificar la respuesta de anticuerpos IgG dirigida contra esta proteina. El ob-
jetivo de este estudio fue referenciar el ensayo desarrollado contra el estandar internacional de la OMS.
Métodos: Para el desarrollo del ensayo se empled una proteina RBD dimérica, muestras procedentes de
individuos vacunados con Abdala y Soberana caracterizadas por el ensayo Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S,
y el Working Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin, NIBSC 21/234. Resultados: La cuantifica-
cién del estandar interno del ensayo arrojoé una concentracion de 1470 BAU/mL, y se elabor6 una curva de
calibracion con un comportamiento lineal en el intervalo de 3,9 a 245 BAU/mL. Se obtuvieron coeficientes
de correlacion de Pearson de 0,966 y 0,963 para los dos estudios realizados al comparar el ensayo desarro-
llado y el de referencia, lo que indica una correlacion positiva muy alta entre ambas pruebas. El analisis
estadistico (t-Student) demostrd que no existen diferencias significativas entre los valores de concentracion
reportados por ambos ensayos para p<0,05, por lo que las muestras evaluadas, como parte de los ensayos
clinicos, pueden referenciarse, en términos de concentracion de anticuerpos, contra el estandar internacio-
nal de la OMS. Conclusiones: El UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD presenta excelentes parametros de
funcionamiento, lo que ha permitido su empleo en la evaluacion de la inmunogenicidad de las vacunas y
candidatos vacunales desarrollados en Cuba.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una infeccidn respiratoria causada por el nuevo virus
del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2; previamente conocido como 2019-nCov) (1). Los
signos comunes de la infeccion incluyen sintomas respiratorios, fiebre, tos seca, mialgia y dificultad para
respirar. En los casos graves la infeccion puede causar neumonia, sindrome respiratorio agudo severo
(SARS), shock séptico, acidosis metabdlica dificil de corregir y disfuncion de la coagulacion (2, 3).

Los coronavirus son virus envueltos con un genoma de ARN de sentido positivo y con una nucleocapside
de simetria helicoidal. Estdn compuestos por varias proteinas, entre ellas se encuentran: espiga (S), envoltu-
ra (E), membrana (M) y nucleocapside (N) (4). La proteina S se encuentra en la superficie viral y es la que
media la unién a las células hospederas a través del receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2). La proteina N es una de las principales proteinas estructurales del virus y participa en la transcrip-
cion y replicacion del ARN viral. Se reporta que tanto la proteina S como la N son altamente inmunogeni-
cas y pueden ser antigenos potenciales para el diagnéstico serolégico de la COVID-19 (5,6).

Varios centros de investigacién y compafiias farmacéuticas han desarrollado vacunas que en su mayoria
inducen una respuesta de anticuerpos contra la proteina S, y como parte de los ensayos clinicos para su
aprobacion por las autoridades regulatorias correspondientes, se incluye la evaluacion de la inmunogenici-
dad, y dentro de ella el titulo de anticuerpos. De esta forma la cuantificacién de los niveles de anticuerpos
es vital en el establecimiento de la eficacia de la vacuna, no solo para la prevencion de la infeccion, sino
también de la aparicion de las formas severas de la enfermedad.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el documento: WHO Points to consider for manufactu-
rers of COVID19 vaccines (24 de septiembre de 2020) plantea: “...deberan aportarse pruebas de la perti-
nencia y la normalizacion de los ensayos de inmunogenicidad. Los resultados de los ensayos deben ser re-
portados en unidades internacionales siempre que sea posible...”. En enero de 2021 la OMS desarrollé el
ler estandar internacional para ensayos de anticuerpos al SARS-CoV-2, que sirve de base para la calibra-
cion de los ensayos cuantitativos de anticuerpos.

OBJETIVO

Evaluar las caracteristicas funcionales del ensayo UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD, empleando una
curva de calibracion preparada a partir de un suero de alto titulo referenciado contra un estandar internacio-
nal de la OMS.

Il. METODO

Ensayo: El UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD es un ensayo cuantitativo que utiliza como fase sélida
placas de ultramicroELISA revestidas con el fragmento RBD de la proteina S del virus. Las muestras se
incuban en los pocillos de las tiras y si contienen anticuerpos especificos éstos se fijan a dicha proteina. La
realizacion de un lavado posterior elimina los componentes de la muestra no fijados. Se afiade entonces un
anticuerpo monoclonal anti IgG humana unido a biotina, el que se unira a los anticuerpos fijados en el paso



anterior. Un nuevo lavado elimina los anticuerpos biotinilados que no reaccionaron. Se afiade entonces el
conjugado estreptavidina/fosfatasa alcalina, que se unird a las moléculas de biotina. Un nuevo lavado eli-
mina el conjugado en exceso. Al afiadir un sustrato fluorigénico (4-metilumbeliferil fosfato), éste sera hi-
drolizado y la intensidad de la fluorescencia emitida permitird cuantificar los niveles de anticuerpos IgG a
la proteina S de SARS-CoV-2 en las muestras.

Ensayo de Referencia: Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S, Roche Diagnostics, ensayo cuantitativo, tipo sand-
wich de doble antigeno y basado en el principio de electroguimioluminiscencia, que detecta anticuerpos
totales de alta afinidad dirigidos contra la proteina S del SARS-CoV-2,

Working Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin, NIBSC code: 21/234. Calibrado frente al Estan-
dar Internacional NIBSC cddigo 20/136 en un estudio colaborativo internacional con ensayos para la de-
terminacion de diferentes tipos de anticuerpos. Producto de dicho estudio se le asignd una concentracion
para 1gG anti RBD de 817 BAU/mL (IC 95% 663-1008 BAU/mL) (Binding Antibody Unit o Unidades de
Union a Anticuerpos).

Paneles de muestras empleados:

Panel 1: Conformado por 149 muestras cuantificadas por el ensayo de referencia empleado y procedentes
de individuos vacunados incluidos en los estudios clinicos Soberana 02 y Soberana Pediatria.

Panel 2: Conformado por 126 muestras de suero cuantificadas por el ensayo de referencia empleado y
procedentes de individuos incluidos en el ensayo clinico fase 1 de la vacuna Abdala, divididas en 43 mues-
tras tomadas previo a la vacunacién y 83 de individuos con esquema completo.

Panel 3: Conformado por 205 muestras de individuos no vacunados en los que se descarté una infeccion
previa a SARS-CoV-2 con el empleo del UMELISA ANTI SARS-CoV-2.

Panel 4. Conformado por 24 muestras de suero positivas a diferentes agentes virales infecciosos (con ge-
nomas ARN o ADN) que pueden co-infectar junto al SARS CoV-2 o que poseen cuadros clinicos similares,
que fueron empleadas para la evaluacion de la Especificidad analitica (Reactividad cruzada), desglosadas
de la siguiente forma: Citomegalovirus (CMV) n=5, Virus de Epstein Barr (EBV) n=3, Virus de la hepati-
tis Ay E (VHA/VHE) n=2, Virus de la hepatitis B (VHB) n=4, Virus de la hepatitis C (VHC) n=4, Saram-
pion n=3 e Infeccion Respiratoria Aguda (IRA) n=3.

Parametros de validacion:

Curva de calibracion: Partiendo de la media geométrica de concentracion establecida para el Working
Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin, NIBSC code: 21/234(817 BAU/mL) se obtuvo una curva
de calibracion en el ensayo desarrollado, cuantificandose el suero de alto titulo en dicha curva. Una vez
asignada la concentracion a dicho suero de alto titulo se procedio a preparar muestras de diferentes concen-
traciones diluyéndolas en Solucion reguladora Tris-BSA 8%. Cada una de estas concentraciones fueron
evaluadas en el ensayo con el objetivo de determinar el rango lineal de la curva de calibracion.
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Especificidad analitica: Se estudiaron las sustancias 0 componentes que producen interferencias u otras
que tienen reactividad cruzada con el analito en cuestién que pueden alterar el resultado de la prueba. Para
calcular este parametro se emplearon las muestras del panel 4.

Especificidad clinica: Para calcular este pardmetro se emplearon las muestras del panel 3.
Para el célculo de la Especificidad analitica y clinica se empled la siguiente ecuacion:

Especificidad (%) = [Total de verdaderos negativos/(Total de verdaderos negativos + Falsos positivos)] x
100

Sensibilidad clinica: Para calcular este pardmetro se emplearon las muestras de los paneles 1y 2. Se ex-
presdé como el porciento de positividad en muestras donde el analito a determinar estuvo presente, se em-
pled la siguiente ecuacion:

Sensibilidad (%) = [Total de verdaderos positivos/(Total de verdaderos positivos + Falsos negativos)] x
100

Limite de deteccion y cuantificacion: El limite de deteccion y cuantificacién del ensayo se determind de
acuerdo a lo descrito en la literatura internacional (7). Para calcular ambos parametros se evalu6 80 veces el
calibrador A (0 U/mL) del ensayo en una misma corrida y se calculd la media y la (DE), empleandose las
siguientes formulas:

Limite de deteccion = Media + 3 DE
Limite de cuantificacién= Media + 10 DE

Determinacion de los niveles de IgG contra la proteina RBD de SARS-CoV-2 en muestras de individuos
vacunados: se evaluaron las muestras del panel 1. Con los resultados obtenidos se realizé un procesamiento
estadistico empleando t de Student para determinar si habia diferencias significativas entre los valores de
concentracion de anticuerpos obtenidos por ambos ensayos, y ademas se calculd el coeficiente de correla-
cién de Pearson, prueba que mide la relacion estadistica entre 2 variables continuas.

Rango de medicién: Para calcular el rango de medicién del ensayo, dentro del intervalo analitico de la cur-
va (rango de trabajo), se evaluaron diez muestras con diferentes concentraciones de 1gG. De cada concen-
tracion se evaluaron dos réplicas en el ensayo UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD y la media de los
valores de fluorescencia obtenidos, fueron interpolados en un gréafico XY, utilizando el método de interpo-
lacién lineal punto a punto con el empleo del programa Strips Reader Software (SRS), version 9.1 (CIE,
Cuba) utilizado en la tecnologia SUMA (9) y el de la recta de mejor ajuste.



I1l. RESULTADOS

La figura 1 nos muestra el comportamiento de la curva de calibracion del ensayo. El rango dtil de la cur-
va se encuentra en un intervalo aproximado de concentracion de 1gG de 0 a 245 BAU/mL.
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Figura 1. Curva de calibracién del UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD.

La especificidad clinica del ensayo al evaluar las muestras del panel 3 fue de 99,51 %, ya que una de las
muestras resultd positiva, la evaluacién de estas muestras permitié determinar el valor de corte del ensayo,
fijado en 25 BAU/mL, valor calculado por la media de la poblacién de dichas muestras negativas mas 3
desviaciones estandar. La especificidad analitica obtenido fue del 100 %. Todas las muestras de los paneles
2 y 3 correspondientes a individuos vacunados resultaron positivas, tanto por el ensayo en evaluacion como
por el de referencia, para un 100 % de sensibilidad. EI limite de deteccion, fue de 2,1 BAU/mL, mientras
que el limite de cuantificacion, fue de 3,9 BAU/mL.

En la figura 2 se muestran los resultados del estudio de correlacion realizado al evaluar las muestras pro-
cedentes de individuos incluidos en los ensayos clinicos Soberana 02 y Soberana Pediatria, por los ensayos
UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD vy Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S. La figura 3 por su parte, muestra
similar analisis pero llevado a cabo con las muestras procedentes de individuos vacunados con Abdala.

Como se observa en ambos graficos las mayores diferencias se observan en muestras con concentracio-
nes por encima de las 4000 U/mL o BAU/mL, resultado légico, si tenemos en cuenta que son personas con
altos titulos de anticuerpos y las diferencias entre ambos ensayos, el de Roche detecta anticuerpos totales
mientras que el UMELISA detecta solo anticuerpos tipo 1gG. Al calcular el coeficiente de correlacion de
Pearson se obtuvieron valores de 0,966 y 0,963 respectivamente, lo que indica una correlacion positiva
muy alta entre los valores de concentracion obtenidos por ambos ensayos.
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Figura 2. Andlisis de correlacion de los titulos Figura 3. Andlisis de correlacion de los titulos
de anticuerpos obtenidos por los ensayos de anticuerpos obtenidos por los ensayos
UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBDy Elecsys® UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD y Elecsys®
Anti-SARS-CoV-2 S Anti-SARS-CoV-2 S

El anélisis estadistico (t-Student) demostré que no existen diferencias significativas entre los valores de
concentracion reportados por ambos ensayos para p<0,05.

Actualmente existe consenso en definir como limite inferior del rango de medicidn el valor de concentra-
cién del limite de deteccion o de cuantificacion. El limite superior se establece de acuerdo a distintos facto-
res o criterios como los mencionados en el acapite 8 de materiales y métodos.

Para el caso de los anticuerpos 1gG a SARS-CoV-2 existen estandares internacionales aprobados o en
desarrollo, pero todos son preparados a partir de muestras de pacientes recuperados, con una respuesta na-
tural a la infeccién y por consiguiente con anticuerpos dirigidos a todas las proteinas inmunogénicas del
virus, por lo que los valores de concentracion de IgG asignados a dichos estandares no se corresponden con
los que se obtienen en ensayos desarrollados para estudiar la respuesta inmunoldgica a antigenos vacunales,
que emplean Gnicamente una proteina del virus.

Para el analisis de los resultados obtenidos producto de la cuantificacion de las 10 muestras por ambos
métodos (regresion lineal y método de ajuste punto a punto de la curva de calibracidn), que se muestran en
la tabla 2, se realiz6 un analisis de regresion lineal para las muestras que estan en un rango entre 24,25-
193,32 BAU/mL. La ecuacion obtenida se ajusta a un modelo lineal (y = 0,9911x + 0,0885) con un nivel de
significacion del 99 % (p<0,01) y coeficiente de correlacion (R) y determinacién (R?) de 0,9995 y 0,9992
respectivamente.



Tabla 1. Comparacion de los valores de 1gG obtenidos por el ajuste lineal y la interpolacion lineal punto
a punto.

19G Diferencia
Muestra 9G (BA.U /mL) (BAU%mL) Absoluta
(Modelo lineal)
(Punto a punto)
1 25,38 24,25 -1,12
2 57,43 57,65 0,22
3 63,15 60,71 -2,44
4 79,33 80,82 1,49
5 119,38 118,74 -0,64
6 120,42 121,99 1,57
7 152,40 149,48 -2,92
8 157,80 155,50 -2,30
9 173,50 171,17 -2,33
10 194,20 193,32 -0,87

Teniendo en cuenta que el rango de medicién puede definirse como el rango de valores del analito donde
se cumplen los criterios de aceptabilidad del método y donde los errores debidos a la no linealidad (impre-
cision u otras fuentes) se encuentran dentro de limites definidos (en el caso de las técnicas UMELISA los
criterios de aceptacion estan en un rango de £ 20%), proponemos utilizar como limite inferior del rango de
medicion el valor de 3,9 BAU/mL que se corresponde con el limite de cuantificacién del ensayo. Se esta-
blecié como limite superior de concentracion 245 BAU/mL, tomando en consideracion que la curva mues-
tra un comportamiento lineal en todo este rango de concentracion (3,9 a 245 BAU/mL) y el resultado obte-
nido en este estudio, donde se evaluaron muestras que se encuentran en todo este rango de cuantificacion,
con resultados satisfactorios.

IV. CONCLUSIONES

El ensayo desarrollado resulta util para la cuantificacion de los niveles de anticuerpos IgG anti RBD ya
que presenta adecuados niveles de precision y exactitud, limite de deteccién y cuantificacion, asi como de
sensibilidad, especificidad clinica y analitica. Se obtuvo ademas una correlacion positiva muy alta entre el
UMELISA SARS-CoV-2 ANTI RBD Yy el ensayo Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 Sy la curva muestra un
comportamiento lineal con un rango de medicion de 3,9 a 245 BAU/mL.
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