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Resumen:

Introduccion: Aunque el diagnostico virologico de SARS-CoV-2 se ha realizado fundamentalmente
mediante RT-PCR, considerada estandar de oro, las pruebas que detectan antigeno han ido ganando
terreno ya que son menos trabajosas y costosas, ofrecen los resultados en un tiempo relativamente
menor y su resultado positivo indica infeccion por SARS-CoV-2. Este trabajo se propuso validar un
ensayo, basado en la tecnologia SUMA, para el diagnostico de COVID-19 mediante la deteccion de la
proteina de la nucleocapside (N) del SARS-CoV-2.

Método: Se validé el UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno, ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich
de doble anticuerpo para la deteccion de la proteina N viral en muestras de exudado nasofaringeo, para
ello se evalud la sensibilidad, especificidad y el grado de concordancia de sus resultados frente a la RT-
PCR (prueba de referencia), empleando 866 muestras de exudado nasofaringeo con resultado de RT-
PCR (137 positivas y 729 negativas).

Resultados: El ensayo mostrd una sensibilidad de 81,8%, incrementada a 86,3% en muestras con
mayor carga viral, la especificidad fue 97%, el VPP y el VPN de 83,6 % y 96,6%, respectivamente y la
concordancia (k) entre sus resultados y los de la RT-PCR fue “buena”. La exactitud diagndstica fue de
94,6%. Un estudio realizado en 18 laboratorios SUMA cubanos arrojé 84,1% de concordancia entre sus
resultados y la RT-PCR.

Conclusiones: Los resultados alcanzados por el UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno durante su vali-
daciéon demuestran la utilidad de esta prueba para el diagndstico de COVID-19 y el seguimiento de ca-
S0S positivos.
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I. INTRODUCCION

A finales de 2019 se informé el brote de un nuevo coronavirus en Wuhan, China, llamado virus 2 del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) (1, 2) que causa una infeccion respiratoria llamada
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) (3). La rapida diseminacion de esta enfermedad en varis
continentes provoco que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la declarara como pandemia el 11
de marzo de 2020 (4). Los signos comunes de la infeccion incluyen sintomas respiratorios, fiebre, tos
seca, mialgia y dificultad para respirar. En los casos graves la infeccién puede causar neumonia, sin-
drome respiratorio agudo severo (SARS), shock séptico, acidosis metabdlica dificil de corregir y dis-
funcion de la coagulacion (5, 6).

SARS-CoV-2 es un virus envuelto con un genoma de ARN de sentido positivo y con una nucleocéapside
de simetria helicoidal. Su genoma codifica para al menos 16 proteinas no estructurales y 4 proteinas
estructurales: espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y nucleocapside (N) (7, 8). La proteina S se en-
cuentra en la superficie viral y es la que media la union a las células hospederas a través del receptor de
la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (9). Las proteinas M y E son necesarias para el en-
samblaje viral (10, 11) y la proteina N es una de las principales proteinas estructurales del virus y parti-
cipa en la transcripcion y replicacion del ARN viral (12). Se reporta que, en muchos coronavirus, inclu-
yendo el SARS-CoV-2, la proteina N tiene una alta actividad inmunogénica, asi como la S (13, 14) y es
la mas abundante del SARS-CoV-2 ya que cada virion transporta alrededor de 1 240 copias, en compa-
racion con las aproximadamente 30 copias de la proteina S, lo cual potencia su valor para el diagnostico
(15, 16).

Hasta la fecha, el diagnostico de la infeccion por SARS-CoV-2 se basa fundamentalmente en la prueba
molecular de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR), que continta siendo el
“estandar de oro” del diagnostico por sus altos niveles de sensibilidad y especificidad. Las pruebas que
detectan antigeno son menos trabajosas, ofrecen los resultados en un tiempo relativamente mas corto y
tienen menor costo, a pesar de ser menos sensibles que la RT-PCR. No obstante, han mostrado suficien-
te sensibilidad para detectar casos con alta carga viral, que probablemente constituyen la mayor fuente
de transmision de COVID-19. Por otra parte, con la intensificacion de la pandemia, la demanda de
diagnodstico de los laboratorios de PCR se ha incrementado ostensiblemente por el alto volumen de
muestras a procesar, lo que ha extendido el tiempo de entrega de los resultados, con las consecuencias
epidemioldgicas que esto conlleva. Es por ello que las pruebas de antigeno pueden servir de comple-
mento para el diagndstico, siempre y cuando estén adecuadamente validadas y sean empleadas teniendo
en cuenta las circunstancias epidemioldgicas y/o clinicas de la muestra a evaluar (17). Algunos paises
usan estas pruebas como parte de su estrategia en el enfrentamiento a la COVID-19 para la deteccion
temprana de casos, el oportuno rastreo de sus contactos; asi como la implementacion de los protocolos
de aislamiento y cuarentena (18).

La infectividad del SARS-CoV-2 por lo general se asocia con altos niveles de carga viral, por tanto,
varios estudios aseveran que la sensibilidad de las pruebas de antigeno es mayor en este tipo de mues-
tras, que en RT-PCR presentan valores de Ct (ciclo de amplificacion) < 30 segin algunos autores o <
33, en opinién de otros (18, 19, 20). Por el contrario, se ha reportado que los falsos negativos de estas
pruebas corresponden a individuos con baja carga viral y por consiguiente baja infectividad (17).



Se reporta que las pruebas de antigeno son mas utiles durante la aparicion de los sintomas en personas
sintomaticas y en la fase inicial de la infeccion, en el caso de las asintomaticas (21). Estas pruebas pue-
den también formar parte del programa de examenes periddicos para la identificacion, el aislamiento y
por tanto, el descarte de individuos con infeccion activa (22, 23).

La OMS recomienda el uso de pruebas de antigeno que posean como parametros de funcionamiento una
sensibilidad > 80 % y una especificidad > 97 % (17). No obstante, la prueba de RT-PCR continda sien-
do la referencia para el diagndstico, por lo que se recomienda su uso para la confirmacion de todos los
casos que resulten positivos en las pruebas de antigeno; asi como de aquellos que aun teniendo un resul-
tado de antigeno negativo, su situacién epidemiolégica o clinica apunte a una posible infeccion con
SARS-CoV-2.

OBJETIVO

Evaluar las caracteristicas funcionales del ensayo UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno, para la detec-
cién de antigenos correspondientes a la proteina de la nucleocéapside viral (N) en muestras de exudado
nasofaringeo procedentes de individuos con sospecha de COVID-19.

Il. METODO

Ensayo: EI UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno es un ensayo inmunoenzimatico heterogéneo tipo
sandwich de doble anticuerpo, que emplea las ventajas de la reaccion de alta afinidad entre la Estrepta-
vidina y la Biotina. Este ensayo utiliza como fase sélida placas de ultramicroELISA revestidas con anti-
cuerpos especificos a la proteina (N) del SARS-CoV-2.

Las muestras de exudado nasofaringeo deben ser colectadas en medios de transporte viral universales,
gue no contengan sustancias inactivantes. Las mismas requieren de un paso de preparacion en el cual la
proteina N es extraida, en caso de encontrarse presente. Posteriormente, se incuban en los pocillos de las
tiras y los anticuerpos en su superficie capturan los antigenos correspondientes a la proteina N. A conti-
nuacion, previo lavado que elimina los componentes de la muestra no fijados, se afiaden anticuerpos
biotinilados especificos a la proteina N, que se uniran al complejo anticuerpo-antigeno formado sobre la
fase solida. Un nuevo lavado eliminara los anticuerpos biotinilados que no reaccionaron y quedaron en
exceso. Seguidamente se afiade el conjugado Estreptavidina/Fosfatasa Alcalina, que se unira a las molé-
culas de biotina y luego de otro paso de incubacion y lavado, se adiciona el sustrato fluorigénico
(4-Metilumbeliferil fosfato), que sera hidrolizado y la intensidad de la fluorescencia emitida permitira
detectar la presencia de antigenos de SARS-CoV-2 en la muestra.

Para esta validacidén se emplearon como resultados de referencia los obtenidos por RT-PCR.

Paneles de muestras:

Panel 1: 866 muestras de exudado nasofaringeo con resultado de RT-PCR: 636 (73,4 %) tomadas en
medio de transporte viral BTV, BIOCEN, Cuba y 230 (26,6 %) tomadas en medio de transporte viral
CITOSWAB, China.

De ellas:
-729 muestras negativas al SARS-CoV-2 segun resultado de RT-PCR.
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-137 muestras positivas al SARS-CoV-2 segun resultado de RT-PCR. De ellas, 134 muestras con valor
de Ct <33y 3 conCt>33.
Todas las muestras del Panel 1 fueron evaluadas dentro de las 48 horas posteriores a su colecta.

Panel 2: 901 muestras de exudado nasofaringeo con resultado de RT-PCR, que fueron evaluadas en el
UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno después de 48 horas de haber sido colectadas.

Parametros de validacion:

Sensibilidad clinica: Para calcular este parametro se emplearon las muestras del panel 1. Se expreso
como el porciento de positividad en muestras donde el analito a determinar estuvo presente, se emple6
la siguiente ecuacion:

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

Especificidad clinica: Para calcular este parametro se emplearon las muestras del panel 1. Se expresé
como el porciento de negatividad en muestras donde el analito a determinar estuvo ausente, se empled
la siguiente ecuacion:

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

Valor predictivo positivo (VPP): Es la probabilidad de estar infectado o enfermo que tiene un indivi-
duo, cuando el resultado del ensayo ha sido positivo o reactivo. Es la proporcién de individuos con re-
sultados positivos o reactivos correctamente diagnosticados por el ensayo. (VPP (%) = [Total de verda-
deros positivos /(Total de verdaderos positivos + Falsos positivos)] x 100)

Valor predictivo negativo (VPN): Es la probabilidad de no estar infectado o enfermo que tiene un in-
dividuo, cuando el resultado del ensayo ha sido negativo o no reactivo. Es la proporcion de individuos
con resultados negativos 0 no reactivos correctamente diagnosticados por el ensayo. (VPN (%) = [Total
de verdaderos negativos /(Total de verdaderos negativos + Falsos negativos)] x 100)

Concordancia: Se emple6 como método de referencia la RT-PCR, se calculd por medio del indice
Kappa (x), que es una prueba basada en la comparacion de los indices de concordancia esperados (pe)
respecto a los indices de concordancia observados (po).

La concordancia fue también determinada por medio de la Exactitud diagndstica= [ (verdaderos posi-
tivos + verdaderos negativos / total (positivos + negativos) ] x 100, como método para determinar la
utilidad clinica del diagnosticador.



Adicionalmente, 105 muestras PCR positivas del panel 1 se evaluaron simultdneamente en el
UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno y la prueba rapida SARS CoV-2 Rapid Antigen Test, de SD
BIOSENSOR, Korea del Sur, distribuida por Roche Diagnostics GmbH.

I1l. RESULTADOS

Para la evaluacion de la sensibilidad clinica se emplearon las muestras del Panel 1 clasificadas como
positivas al SARS-CoV-2 segln resultado de RT-PCR. De 137 muestras PCR positivas, 112 fueron
también positivas en el UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno, resultando 25 muestras falsas negativas,
para una sensibilidad de 81,8 %, lo cual cumple con la recomendacién de la OMS, publicada en el Te-
chnical Report of European Center for Disease Prevention and Control, de noviembre de 2020, acerca
del uso de pruebas de antigeno que posean como parametro de funcionamiento una sensibilidad > 80 %
y una especificidad > 97 %.

En nuestro estudio, la sensibilidad de la prueba se incrementé de 81,8 a 83,6 % para muestras con va-
lores de Ct <33y a 86,3 % para muestras con valores de Ct < 30.

Atendiendo a que se reporta que las pruebas de antigeno son mas Utiles durante la aparicion de los
sintomas en personas sintomaticas y en la fase inicial de la infeccion, en el caso de las asintomaticas
(19), se evalu6 el comportamiento de la sensibilidad del UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno en estos
grupos (Figura 1). El anélisis se llevo a cabo en 106 de las 137 muestras PCR positivas del Panel 1, ya
que para 31 muestras no se obtuvo el dato de sintomatico/asintomatico. Nuestros resultados coincidie-
ron con lo reportado internacionalmente: 7 de 10 muestras asintomaticas fueron positivas en el ensayo,
para un 70 % de sensibilidad en este grupo, en tanto de 96 individuos evaluados que presentaban sinto-
mas, 80 resultaron positivos en el UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno, para una sensibilidad de 83,3 %
en personas con sintomatologia de COVID-19.

Sensibilidad en pacientes sintomatico y asintomaticos
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Figura 1. Sensibilidad del UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno en pacientes sintométicos y asintomaticos.

Para evaluar el efecto del tiempo de colecta de la muestra en los resultados de la prueba, se evaluaron
las muestras del Panel 2 (Tabla 1). De 774 muestras de este panel clasificadas como negativas por RT-
PCR, 712 tuvieron igual comportamiento en el UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno, resultando 62 mues-
tras falsas positivas, para una especificidad de 92,0 %. La sensibilidad, sin embargo, se comporté de
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manera similar (81,9 %), ya que de 127 muestras PCR positivas, 104 fueron detectadas en el UMELISA
SARS-CoV-2 Antigeno, resultando 23 muestras falsas negativas. Estos resultados indican que existe
afectacion de la especificidad de la prueba, que decrece de 97 a 92 %, cuando las muestras son evalua-
das a méas de 48 horas de haber sido colectadas, en este caso el tiempo de evaluacion se extendié desde
mas de 48 horas hasta poco mas de 72 horas de haber sido tomadas las muestras.

Tabla 1. Efecto del tiempo de colecta de la muestra en los resultados de la prueba

Tiempo de colecta Sensibilidad Especificidad
Hasta 48 horas 81,8 % 97,0 %
Mas de 48 horas 81,9 % 92,0 %

Para comparar los resultados del UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno con los de la prueba rapida de
antigeno SARS CoV-2 Rapid Antigen Test, de SD BIOSENSOR, se evaluaron en ambas pruebas 105
muestras PCR positivas, correspondientes al Panel 1. EI UMELISA detect6 90 de las 105 muestras, para
una sensibilidad de 85,7 %, en tanto la prueba rapida alcanzé una sensibilidad de 80,9 % ya que detectd
85 muestras de las 105. Este resultado demuestra que el UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno puede ser
empleado para labores de pesquisaje, contribuyendo a sustituir importaciones en el diagndstico de
COVID-19 en el pais.

Comparacién de la sensibilidad UMELISA vs SD Biosensor
120
85,7 % 80,9 % Il Total
Positivos
100
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Figura 2. Comparacion de la sensibilidad del UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno contra la prueba rapida SD Biosensor.

La evaluacion de la especificidad clinica se realizé utilizando las muestras negativas al SARS-CoV-2
segun resultado de RT-PCR correspondientes al Panel 1. De 729 muestras clasificadas como negativas
por RT-PCR, 707 tuvieron igual comportamiento en el UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno, resultando
22 muestras falsas positivas, para una especificidad de 97,0 %.

Los VPP y VPN alcanzados fueron 83,6 % y 96,6 %, respectivamente e indican que el UMELISA
SARS-CoV-2 Antigeno arrojo un diagnostico correcto en mas del 80 % de los individuos infectados con
SARS-CoV-2 y en mas del 95 % de los individuos sanos evaluados.

La concordancia en términos de Exactitud diagnostica fue 94,6 %, lo que significa que en el
UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno el 94,6 % de las muestras evaluadas fueron correctamente diagnos-
ticadas. Asimismo, la concordancia de los resultados entre este ensayo y la prueba RT-PCR, empleada
como referencia, fue buena, con un indice Kappa (x) de 0,79 (IC 95 % 0,74 - 0,85).



IV. CONCLUSIONES

El UMELISA SARS-CoV-2 Antigeno mostré un adecuado desempefio de sus caracteristicas funcio-
nales, con niveles de sensibilidad y especificidad que se ajustan a las recomendaciones de la OMS. La
sensibilidad de la prueba se incrementd de 81,8 a 86,3 % en muestras con alta carga viral (Ct < 30). La
concordancia entre sus resultados y la RT-PCR fue buena, con un indice Kappa (k) de 0,79 y una Exac-
titud diagndstica que demuestra que el 94,6 % de las muestras evaluadas en este ensayo fueron correc-
tamente diagnosticadas.

Los resultados alcanzados por el ensayo durante su validacion demuestran la utilidad de esta prueba
para el diagndstico de COVID-19 y el seguimiento de casos positivos.
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