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Resumen

La deteccion oportuna de personas infectadas con el SARS-CoV-2 resulta fundamental en
el abordaje y control de la enfermedad pandémica COVID-19 que ha atacado al mundo
desde finales del 2019. La técnica RT-PCR representa la metodologia de referencia
diagnostica, sin embargo, el surgimiento de determinaciones seroldgicas ha brindado una
importante herramienta de apoyo en sensibilidad diagndstica al trabajarse en conjunto con
técnicas moleculares. Un papel fundamental de las pruebas seroldgicas se basa en la
posibilidad de evaluar titulos de anticuerpos provenientes de exposiciones previas al SARS-
CoV-2 o de tratamiento vacunal. Para poder entender la importancia y dar un correcto uso a
las pruebas serologicas, se debe conocer la composicion proteica del virus, su interaccion
con el organismo humano y la respuesta antiviral que se produce. En el presente trabajo, se
revisaran los métodos seroldgicos disponibles para detectar anticuerpos anti-SARS-CoV-2,
asi como el perfil de seroconversion y los posibles usos de las pruebas seroldgicas, al igual
que sus limitantes; se finaliza con una serie de recomendaciones que podrian optimizar la
aplicacion de estas pruebas en nuestra poblacion.
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Abstract

Early detection of people infected with SARS-CoV-2 is essential in the approach and
control of the global pandemic COVID-19 disease that has attacked the world since
December 2019. The RT-PCR technique represents the diagnostic reference methodology;

however, the emergence of serological determinations has provided an important support
tool in diagnostic sensitivity when working in conjunction with molecular techniques. A
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fundamental role of serological tests is based on the possibility of evaluating antibody titers
from previous exposures to SARS-CoV-2 or from vaccine treatment (in the future). In order
to understand the importance and correct use of serological tests, it is necessary to know the
protein composition of the virus, its interaction with the human body and the antiviral
response that occurs. The present work reviews the serological methods available to detect
Anti SARS-CoV-2 antibodies, as well as the seroconversion profile and the possible uses of
serological tests, as well as their limitations; ending with a series of recommendations that
could optimize the application of these tests in our population.
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Introduccion

En el mes de diciembre del 2019, se identifico un brote de neumonia atipica de etiologia
desconocida en pacientes de Wuhan, China. A partir de diversos andlisis realizados en
dichos pacientes se logro aislar e identificar un nuevo coronavirus denominado SARS-
CoV-2 (1). Este es un virus que pertenece a la familia Coronaviridae, especificamente
dentro del género Betacoronavirus, donde se incluyen virus zoonoticos con un genoma de
ARN de polaridad positiva (2). Los miembros mas comunes de esta familia (HCov-229E,
HCoV-NL-63, HCoV-0c43 y HCoV-HKU1) circulan continuamente en la poblacion
humana ocasionando cuadros respiratorios con severidad de leve a moderada, y tienen alta
prevalencia en las poblaciones humanas. Dentro de la misma familia, existen dos miembros
asociados con brotes importantes que remontan a 2002 con el SARS-CoV-1y 2012 con el
MERS-CoV; para ambos se reportaron cuadros severos respiratorios con importantes tasas
de mortalidad. La principal importancia de conocer estos antecedentes seria establecer si
existe algin grado de reactividad cruzada con SARS-CoV-2 y las posibles implicaciones de

esto a nivel clinico y diagnostico. El cuadro 1 resume los porcentajes de homologias de
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aminodacidos de las distintas proteinas virales al realizar comparaciones entre miembros de
la misma familia.
Cuadro 1. Homologia expresada en porcentaje de los aminoacidos de la proteina de la nucleocapside (N), la

proteina de la espicula (S), asi como las subunidades (S1 y S2) del SARS-CoV-2 con respecto a los otros

coronavirus de importancia clinica en humanos. Modificado de Okba et al, 2020

HCoV- HCoV- HCoV- HCoV- SARS- MERS-
0C43 HKU1 229E NL63 Cov-1 CoV
N 34% 34% 28% 29% 90% 49%
SC‘?\‘E' S 33% 32% 28% 29% 7% 33%
2 s1 25% 25% 24% 21% 66% 24%
) 42% 40% 35% 36% 90% 43%

La enfermedad causada por SARS-CoV-2 se denomina COVID-19. Esta enfermedad tiene
un amplio espectro de presentaciones clinicas que incluye individuos que cursan
asintomaticos, aquellos que cursan con enfermedad respiratoria leve (entre 80 a 90%),
moderada o grave y un pequefio grupo que desarrolla sindrome de distrés respiratorio,
coagulopatias trombdticas y un sindrome similar al de activacion macrofagica que puede
llevar a fallo multiorgdnico y muerte (3,4). Los individuos de mayor edad, asi como
aquellos con comorbilidades, son los que estan en mayor riesgo de desarrollar la forma

grave de la enfermedad.

El SARS-CoV-2 se transmite de persona a persona principalmente por secreciones
derivadas de la via respiratoria en forma de gotas o aerosoles o por medio de superficies
contaminadas que pueden actuar a manera de fomites (5). El virus se dispersa facilmente en

poblaciones susceptibles en gran parte, probablemente, por una fuerte probabilidad de
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transmision durante la fase asintomdtica. Esta fase se caracteriza por un periodo de

incubacidén medio de cinco dias.

Para mediados de setiembre de 2020, en nuestro pais, la mortalidad de este virus rondaba el
1% con una prevalencia cercana al 1.5% (6), sin embargo, estos datos son aproximaciones
ya que se supone que hay un gran subregistro de la enfermedad (7) derivado,
principalmente, de individuos asintomaticos, que podrian representar hasta el 40% de las

infecciones totales (8).

Para minimizar el impacto de la pandemia, se ha empleado el distanciamiento social que ha
logrado demostrar una disminucién de la dispersion de la enfermedad en la poblacion, sin
embargo, este tipo de medida ha provocado una fuerte contraccion econodmica,
proyectandose como una medida insostenible a largo plazo. Otra estrategia exitosa ha sido
la educacion de la poblacion en medidas de prevencion basadas en la higiene: promocion
del lavado de manos, desinfeccion de fomites y superficies, asi como el empleo de

mascarillas.

Por otro lado, la aplicacién de pruebas diagnosticas basadas en laboratorio ha sido vital
para identificar los casos de enfermedad activa e indicar medidas de aislamiento, asi como
realizar estudios de contactos. Hasta el momento, la técnica méas empleada que es capaz de
identificar enfermedad activa es la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés). Otras técnicas como la deteccion de anticuerpos
se han propuesto para usos complementarios, como por ejemplo, estudios de

seroprevalencia en trabajadores de la salud, complemento diagnostico de la RT-PCR,
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estudio de contactos y seroprevalencia en puntos calientes de transmision e identificacion
de posibles donantes de plasma inmune de convaleciente; estas pruebas serologicas tienen
la limitante de que no son un buen indicador de enfermedad activa y su positividad mas
bien parece indicar exposicion pasada; tampoco hay evidencia de que la deteccion de

anticuerpos correlacione con proteccion inmunologica contra posibles reinfecciones.

Respuesta inmune antiviral

La infeccion de la via aérea por SARS-CoV-2 compromete las células epiteliales del tracto
respiratorio que detectan el virus a través de sus receptores de reconocimiento de patron
desencadenando el estado antiviral que se caracteriza por la produccion de interferon tipo 1.
Este interferén tipo I pone en marcha varios mecanismos innatos para interferir con la
replicacion del virus y favorecer el desarrollo de elementos de la inmunidad adaptativa (9).
La proliferacion y activacion de linfocitos TCD4+ y linfocitos TCD8+ es importante para
identificar células infectadas e inducir su apoptosis; por otro lado, algunos linfocitos B se
diferencian a células plasmaticas secretoras de anticuerpos especificos que pueden
colaborar con la eliminacion del virus a través de secrecion de anticuerpos con actividad
neutralizante y anticuerpos no neutralizantes (7). Un reporte de caso, que dio seguimiento a
un paciente que curso la forma leve de la enfermedad, evidencio los hallazgos clésicos de la
inmunidad antiviral en pacientes con COVID-19: evidencio6 proliferacion de linfocitos T y
B asi como seroconversion de anticuerpos al séptimo dia de evolucién (10). En pacientes
que cursan la forma grave de la enfermedad, es frecuente que la inmunidad antiviral
exprese un fenotipo que se caracteriza por una severa linfopenia y concentraciones elevadas

de anticuerpos y citocinas proinflamatorias que parecen ser incapaces de prevenir la
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progresion de la enfermedad (11), pero que favorecen el desarrollo de la fase inflamatoria

que se asocia con mayor gravedad (12).

Dianas de la respuesta inmunoldgica

El SARS-CoV-2 es un virus ARN monocatenario, envuelto cuyo virion estd conformado
por varias proteinas estructurales (Figural): la proteina de membrana, la proteina de la

envoltura, la proteina de la nucleocapside (N) y la proteina de la espicula (S) (13).

La proteina de la nucleocdpside es la proteina mas abundante e inmunogénica; es una
proteina interna que estd estrechamente ligada al material genético del virus por lo tanto no
pareciera ser un blanco importante de anticuerpos neutralizantes, sin embargo, podria
inducir anticuerpos no neutralizantes que medien otras funciones importantes como la
citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Los anticuerpos anti-N podrian ser detectados de
manera mas precoz (14, 15). Esta proteina es altamente conservada entre los coronavirus
(16), por lo tanto, se espera que pueda generar algin grado de reactividad cruzada con otros
coronavirus (17). Es de vital importancia que los fabricantes que empleen plataformas que
detecten estos anticuerpos provean estudios que certifiquen que no hay reactividad cruzada

con otros coronavirus.

La proteina de la espicula es una proteina muy expuesta y parece ser el blanco preferente de
los anticuerpos neutralizantes (18). Esta conformada por dos dominios S1 y S2; el dominio
S1 contiene un dominio de unidn al receptor (RBD, por sus siglas en inglés) que es clave
para la entrada del virus al interactuar con el receptor ACE2 expresado en las células de la

via aérea y otros tejidos (19, 20). Actualmente, se piensa que los anticuerpos dirigidos

114



Rev. Colegio de Microb. Quim. Clin. de Costa Rica, vol. 26, N.°2, mayo-agosto 2021

contra este dominio pueden neutralizar el virus y promover su eliminacion (18). La proteina
de la espicula es menos conservada entre los coronavirus, especialmente, el dominio de
union al receptor tiene poca homologia con otros coronavirus (16), excepto con SARS-

CoV-1, del cual no se encontraron reportes de su circulacién en nuestra poblacion.

Algunos estudios sugieren que ambas especificidades de anticuerpos pueden neutralizar el
virus, ex vivo (21). Es probable que los anticuerpos que no son neutralizantes medien otros
efectos in vivo como citotoxicidad dependiente de anticuerpos u opsonizacion para facilitar
la fagocitosis de particulas virales; ex vivo, algunos anticuerpos no neutralizantes podrian
mediar efectos que bloqueen la interaccion del virus con el receptor, que no sean

necesariamente una neutralizacion. Actualmente falta mas evidencia de estos mecanismos.

Proteina de
membrana (M) Anti S

A

Espicula (S)
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\\\
Anti N Proteina de la

envoltura (E)

Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2. Las dianas mas importantes de los anticuerpos son las proteinas Ny S.

Historia natural del virus y su implicacion en el diagnodstico y manejo de la infeccion

por SARS-CoV-2

Previo a la aparicion de los sintomas y durante las primeras dos semanas, la técnica que

tiene mayor probabilidad de detectar la presencia de SARS-CoV-2 es la RT-PCR. En
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nuestro pais, esta técnica se emplea utilizando como muestra el hisopado nasofaringeo; la
sensibilidad de esta técnica es maxima desde uno a dos dias previo al desarrollo de
sintomas y durante la primera semana, con un pico estimado a los cinco dias de evolucion
(22, 23), luego tiende a disminuir conforme la carga viral disminuye o el virus se empieza a
replicar en el tracto respiratorio inferior. La cantidad del virus puede ser heterogénea en
distintos tipos de muestras del tracto respiratorio; adicionalmente, el virus puede mostrar
una excrecion erratica y finalmente la calidad de la muestra impacta el rendimiento de la
prueba; estos tres factores limitan la sensibilidad del método (24). Esta prueba puede ser
indicativa de infeccion activa permitiendo valorar y dar seguimiento al estado de salud de
los pacientes indicando medidas como aislamiento domiciliar u hospitalizacion. También
permite realizar un estudio de contactos para minimizar la probabilidad de dispersion del

virus en la poblacion.

Por otro lado, la deteccion de anticuerpos indica exposicion al virus, con una limitada
capacidad de discriminar una infeccion activa de una infeccion pasada. Puede evidenciarse
seroconversion en el suero de los individuos desde la primera semana de evolucioén con una
sensibilidad aproximada del 20 al 40%. La sensibilidad aumenta durante la segunda
semana donde rondaria entre el 50 y el 80%, y contintia incrementandose durante la tercera
y cuarta semana, donde alcanzaria la sensibilidad mas alta que rondaria entre el 80 y 95%;
la media de seroconversion suele ser de diez dias (25, 26). Los datos de sensibilidad pueden
variar de método a método y en distintas poblaciones (asintomaticos, leves, moderados,

graves y criticos); las variables mas importantes entre métodos suelen ser el antigeno de la
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fase de captura (N o S) asi como el isotipo detectado (IgM, IgA, IgG). La figura 2 resume

el impacto de la historia natural del virus sobre el diagnéstico basado en laboratorio.

Exposicién inicial Enfermedad activa Resolucién

Sensibilidad

&

ARN viral == Anticuerpos
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Figura 2. Historia natural del SARS-CoV-2 y su implicacién en la sensibilidad del diagndstico basado en
laboratorio. Durante la fase aguda, cuando la enfermedad es activa y es mas probable que se pueda transmitir
el virus, la sensibilidad de la deteccion de ARN viral es maxima. Durante la segunda y tercera semana de

evolucion, la sensibilidad de la RT-PCR suele decaer mientras la probabilidad de detectar anticuerpos es mas

alta.

Tipos de pruebas serologicas
En el mercado hay disponibilidad de varios tipos de inmunoensayos para detectar
anticuerpos anti-SARS-CoV-2; la oferta incluye inmunocromatografia de flujo lateral,

ELISA y plataformas de inmunoensayo automatizadas. La fase de captura de los

inmunoensayos contiene principalmente las proteinas S, N, RBD e incluso combinaciones
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de S/N; adicionalmente, varian notablemente en la deteccion de isotipos con estrategias que
incluyen deteccion de IgA, IgM, IgG o anticuerpos totales (27, 28). En laboratorios mas
especializados, se puede detectar anticuerpos neutralizantes. El ensayo de reduccion de
placas basado en neutralizacion viral (PRNT, por sus siglas en inglés) se considera el
estandar de oro para el diagndstico serologico de los coronavirus (16); su principal
limitante es el tiempo de respuesta que suele ser de tres dias o mas y que para su ejecucion
se requiere de un laboratorio de bioseguridad tipo 3. Estos ensayos son muy informativos
ya que normalmente la presencia de anticuerpos neutralizantes se puede asociar con
proteccion inmunoldgica (16). Una variante de este ensayo emplea pseudovirus
posibilitando su ejecucion en laboratorios de bioseguridad tipo 2 (29). Algunas variantes de
estos ensayos se han desarrollado para poder ser analizadas con mayor nivel de
procesividad y en laboratorios de especializacion media (30); por otro lado, también se han
realizado estudios de correlacion entre las técnicas de deteccion de anticuerpos
convencionales y ensayos de neutralizaciéon encontrando un buen grado de correlacion entre
ambas pruebas (31). En nuestro pais, hay una urgente necesidad de llenar vacios de
conocimiento con la aplicacién de este tipo de inmunoensayos que detectan anticuerpos
neutralizantes, particularmente enfocdndose en el plasma inmune convaleciente y en la
respuesta vacunal, asi como la valoracion inmunologica de los individuos recuperados. La
figura 3 resume las principales caracteristicas de algunos de los inmunoensayos que se han

desarrollado para detectar anticuerpos anti-SARS-CoV-2.
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Figura 3. Esquema comparativo de los distintos inmunoensayos para la deteccion de anticuerpos. La ventaja
de las pruebas rapidas es su poca complejidad que permite su descentralizaciéon permitiendo su aplicacion en
laboratorios satélite de todas las areas de salud. Las pruebas mas complejas, como los inmunoensayos
automatizados, suelen estar centralizados y pueden ser mas informativos al permitir la cuantificacion de
anticuerpos; normalmente cuentan con mejor sensibilidad y especificidad. Las pruebas de neutralizacion son

mas especializadas y pueden indicar cantidades de anticuerpos neutralizantes.

Limitaciones de los estudios de anticuerpos anti-SARS-CoV-2

1. Deteccion temprana y discriminacion entre enfermedad activa y enfermedad

pasada

Durante la etapa presintomatica y los primeros diez dias de evolucion, la probabilidad de
hallar anticuerpos es baja, la probabilidad continia aumentando conforme el paciente

evoluciona a través del tiempo; se recomienda realizar mediciones cerca del dia 14 de
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evolucion. Dado este panorama, actualmente, no es recomendable realizar diagndstico o
cribado en la fase aguda empleando una prueba de anticuerpos en vez de un prueba
molecular ya que la prueba tiene poca capacidad de descartar un caso activo. Para lograr
descartar de manera mas oportuna los casos sospechosos, los sueros tomados en fase aguda
deben ser sometidos a una segunda prueba en la fase convaleciente para poder descartar el
caso. Esta estrategia basada en sueros pareados es poco préctica para poder indicar

seguimiento, aislamiento y estudio de contactos.

En algunos modelos de respuesta inmune como dengue o chikungunya, la deteccion de [gM
suele asociarse a infeccion aguda e IgG suele asociarse con la fase convaleciente (32, 33);
por su lado SARS-CoV-2 es un virus respiratorio y puede tener una respuesta inmune
atipica con mucha heterogeneidad en los patrones de seroconversion. Algunos estudios
apuntan a que puede ocurrir seroconversion simultanea de IgG e IgM (23), e incluso, que la
seroconversion de IgG puede detectarse de manera mdas precoz (34); también la
seroconversion varia de paciente a paciente, y aquellos que cursan la forma grave de la
enfermedad parecen desarrollar anticuerpos mas temprano y con mayores titulos (25). Por
otro lado, se ha observado que algunos sujetos seroconvierten después de tres semanas de
evolucion (35) y una pequefia parte de sujetos recuperados podria no tener anticuerpos
detectables (36). En un estudio recientemente divulgado, se encontré6 que 15% de los
trabajadores de la salud con antecedente de COVID-19 no presentaban anticuerpos de
ningln isotipo posterior a su recuperacion; de manera notable, la mayoria de estos
trabajadores curs6 con la forma leve de la enfermedad (37). Algunos fabricantes también

han apostado por la deteccion de IgA; algunos hallazgos apuntan a que la deteccion de IgA
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puede ser mas precoz y duradera que la de IgM (38); adicionalmente, se ha observado que
los niveles de IgA son més elevados en pacientes que presentan las formas mas graves de la
enfermedad (39, 40). En una reciente revision sistematica, la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (IDSA) no encontrd diferencia significativa en sensibilidad entre
los distintos métodos (basados en N o S) y recomendd emplear técnicas serologicas hasta
después de 14 dias de evolucion. Esta organizacion recomienda el uso de IgG o anticuerpos
totales, mientras que sugiere que sobre la aplicacion de IgM o IgA no hay suficiente

evidencia y que podrian adolecer de especificidad suficiente para la prevalencia actual (41).

2. La deteccion de anticuerpos no se asocia al prondstico clinico de la enfermedad ni a

proteccion inmunoldgica

El hallazgo de anticuerpos en pacientes infectados tiene un significado clinico incierto. En
una cohorte de 285 pacientes hospitalizados se logré evidenciar un 100% de seroconversion
al dia 19 desde el inicio de sintomas. El desarrollo de estos anticuerpos no correlaciond con
la resolucion clinica de la enfermedad aun cuando los niveles de IgG alcanzan su meseta

(34); otros estudios también encontraron que no hay asociacion entre la seroconversion y la

resolucion de la enfermedad (40, 42, 43).

Por otra parte, se sabe que los anticuerpos neutralizantes son claves cuando se piensa en
proteccion inmunolodgica, sea contra la infeccion o contra enfermedad causada por SARS-
CoV-2 (44). Algunos estudios demuestran que los pacientes recuperados de COVID-19
desarrollan niveles variables de anticuerpos neutralizantes. Se ha encontrado que pacientes

recuperados cursaron con bajos titulos de estos anticuerpos y en otros casos no se
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detectaron; por otro lado, los individuos afiosos y quienes cursan la forma grave de la

enfermedad tuvieron mayores niveles de anticuerpos (18, 45).

También se ha planteado que existe un potencial riesgo de que el desarrollo de respuestas
de anticuerpos puedan causar efectos deletéreos cuando no son adecuados en cantidad y

calidad (46).

Actualmente, no se puede asociar un nivel y una especificidad de anticuerpos dada con
proteccion inmunologica (correlato de proteccion), tampoco se sabe el tiempo en el cual los
anticuerpos permaneceran detectables en sujetos expuestos previamente. Reportes
preliminares hablan de hasta seis meses en una gran cantidad de sujetos (47), mientras que
otros hallazgos indican caidas importantes de los niveles de anticuerpos en pacientes
recuperados (21). Finalmente, si esos anticuerpos son detectables, tampoco hay evidencia
de si mediardn proteccidon contra reinfecciones o al menos contra la forma grave de la
enfermedad. Un reciente reporte de reinfeccion asintomatica sugiere la posibilidad de

proteccion inmunologica contra la enfermedad (48).

Dado este panorama, actualmente, no se recomienda emplear las determinaciones de

anticuerpos para inferir proteccion inmunologica o pronosticar la evolucion de un paciente.

3. La baja prevalencia de la enfermedad tiene como consecuencia un menor valor

predictivo positivo (VPP) de las pruebas serologicas

Los falsos positivos son un problema inherente de los inmunoensayos, principalmente

cuando la cantidad de verdaderos positivos en la poblacion es baja, en cuyo caso la
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probabilidad de clasificar inadecuadamente un sujeto negativo como positivo es mas alta

(49).

El VPP de una prueba se ve impactado por la prevalencia, mas aliin considerando que las
pruebas de anticuerpos suelen asociar cierto riesgo de falsos positivos derivado de su
especificidad imperfecta. Actualmente, la prevalencia del SARS-CoV-2 en la poblacién
general tiende a ser baja. Aun en paises con brotes importantes y gran cantidad de
fallecimientos, la prevalencia, que se puede estimar, en la poblacion general, suele ser
cercana al 5% (50). Cuando la prevalencia es baja el VPP de una prueba disminuye. La
figura 4 muestra un escenario donde la especificidad de una prueba de deteccion de
anticuerpos es de 99%, cuando la prueba se aplica a una poblacidon con una prevalencia de

1% el VPP de la prueba es aproximadamente 50%.

ELISA 99% especificidad
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Figura 4. Impacto de la prevalencia sobre el VPP de una prueba. En una poblacion con una prevalencia de 1%

de COVID-19, la probabilidad preprueba es de un positivo cada 100 habitantes. Al emplear un ELISA con
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99% de especificidad en una poblacion de estas caracteristicas, la probabilidad de falso positivo es cercana a
50%.

Actualmente se piensa que uno de los mayores riesgos de falso positivo es la reactividad
cruzada con otros coronavirus, sin embargo, las interferencias ya conocidas para otras
pruebas deben ser consideradas. Por ejemplo, el factor reumatico y anticuerpos heterofilos.
También es importante que las pruebas seroldgicas puedan mostrar capacidad de
discriminar otras etiologias que sean diagndstico diferencial. Conforme aumente la
prevalencia de la enfermedad la cantidad de verdaderos positivos de la poblacion

aumentard, de igual forma aumentara el valor predictivo positivo de la prueba.

Usos potenciales de los estudios de anticuerpos anti-SARS-CoV-2

1. Incremento de la sensibilidad diagnéstica en etapas tempranas

Las pruebas seroldgicas se pueden emplear en combinacion con las moleculares para tratar
de obtener mejores sensibilidades a través del tiempo; en este panorama, se propone que los
pacientes que consulten de manera tardia en el tiempo tengan una mejor probabilidad de ser
clasificados correctamente al emplear ambas pruebas de forma simultanea. Dos estudios
mostraron que la combinacién de ambas técnicas permite mejorar la sensibilidad de la
deteccion de la enfermedad hasta cerca de un 80% en la primera semana, llegando a cerca

del 100% en la segunda semana (51, 25).
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2. Confirmacion diagndstica en escenarios de alta sospecha clinica en etapas tardias de

la enfermedad

Cuando un sujeto con alta sospecha clinica esté negativo por RT-PCR, la deteccion de
anticuerpos podria ayudar a confirmar la sospecha diagnoéstica; este puede ser el caso de los
pacientes que se presenten de forma tardia a consultar o aquellos cuyas manifestaciones
clinicas son tardias, por ejemplo, la presencia de un sindrome multisistémico infantil cuyo

inicio parece ser tardio (52).

3. Identificacion y caracterizacion serolégica de potenciales donantes de plasma

inmune, un uso potencial

Actualmente, no se dispone de fArmacos especificos para prevenir o tratar la COVID-19,
ante tal situacion se ha propuesto el uso de plasma convaleciente con el fin de trasladar de
manera pasiva los anticuerpos de los sujetos recuperados a los sujetos con enfermedad
activa (53). Esta terapia tiene un importante registro de éxito historico en el contexto del
tratamiento del virus Junin; este estudio aleatorizado doble ciego mostr6é una reduccion de
la mortalidad del 16% al 1% al emplear plasma inmune de convaleciente como tratamiento
en fases tempranas de la enfermedad (54). En este contexto, el empleo de una prueba
serologica permite evaluar la presencia de anticuerpos en los sujetos recuperados y
titularlos o cuantificarlos; de este modo, se puede predecir con mayor certeza la
probabilidad de éxito de aplicar esta terapia (55). Los usos de una terapia de esta naturaleza

parecen tener sus mejores resultados cuando se administran plasmas con altos titulos de
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anticuerpos neutralizantes y durante los primeros cinco dias de evolucion, donde es

probable que puedan prevenir la infeccion viral (56, 57).

4. Estudios epidemiolégicos

Los estudios de seroprevalencia pueden ser muy informativos para labores propias de la
vigilancia epidemiologica asociada a este tipo de brotes. Con estos estudios se puede
estimar la mortalidad y la prevalencia, asi como analizar nuevas estrategias para el estudio
de contactos e incluso incentivar tamizajes comunitarios basados en una combinacion de

prueba seroldgica con prueba molecular.

Recomendaciones

Como se discutio anteriormente, estas pruebas no son utiles para descartar la infeccion en
etapas tempranas (enfermedad activa). Una estrategia de mejorar el rendimiento de estas
pruebas es realizar el andlisis empleando sueros pareados (58); esto podria aumentar la
probabilidad de registrar adecuadamente un caso como negativo o positivo, sin embargo,
esta aproximacion parece poco practica ya que demora el diagnostico al menos una semana

mas, lo cual no permite indicar de manera oportuna el aislamiento.

Por otro lado, cuando la prevalencia es baja, se recomienda emplear este tipo de pruebas
unicamente a grupos de individuos donde la probabilidad preprueba (prevalencia estimada)
sea razonablemente alta. El cuadro 2 resume las probabilidades esperadas asociadas a

algunos grupos de interés.
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Cuadro 2. Posibles poblaciones diana de pruebas serologicas y su probabilidad preprueba asociada esperable

Poblacién diana Probabilidad preprueba esperable
Trabajadores de la salud expuestos y sintomaticos Muy alta
Trabajadores de la salud con alto grado de exposicion Alta
Contactos cercanos de sujetos positivos Mediana
Pruebas masivas a nivel comunitario en sitios calientes Baja
Poblacion general sintomatica Baja
Poblacion general asintomatica Muy baja

Una estrategia recomendada para aumentar el valor predictivo positivo es realizar una
determinacion de anticuerpos en dos pasos. Este tipo de estrategia permite alcanzar un
umbral de confianza mayor en los resultados generados (59). Uno de los primeros grupos
en desarrollar y socializar un inmunoensayo emplea esta estrategia (60). La figura 5 resume

una aplicacion sugerida de esta propuesta.
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Figura 5. Propuesta de una estrategia para mejorar el desempeiio diagnostico de las pruebas de anticuerpos
anti-SARS-CoV-2. En la siguiente propuesta un ensayo con buena sensibilidad con N en la fase de captura se
emplea en una etapa inicial. Si este inmunoensayo resulta positivo se requiere una confirmacién con un
ensayo de otra metodologia, por ejemplo, un inmunoensayo basado en S. En caso de que la segunda prueba
resulte negativa se indica reconsulta en 7-10 dias para valorar seroconversion.

Para garantizar un buen desempefio del papel complementario de los test serologicos en el
diagnodstico, se debe emplear prioritariamente técnicas con especificidad (acuerdo
predictivo positivo) cercana al 99.5%, preferiblemente, probada en varios estudios

independientes donde no exista conflicto de interés. Es importante que los métodos tengan

al menos la aprobacion de emergencia de la FDA.

La premisa de nuestras autoridades debe ser no adquirir ninguna prueba serologica hasta

que no haya sido evaluada de manera independiente en una poblacion que represente la
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poblacion que sera objetivo de estas pruebas; adicionalmente, el mejor test seroldgico
disponible debe ser acompafiado por una adecuada estrategia para emplearlo, dictada por
nuestras autoridades competentes (cribado con anticuerpos y confirmacion con PCR,
evaluacion de sueros pareados para descartar o determinacion de anticuerpos en dos pasos
para confirmar) (58, 61). La determinacion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 debe siempre
indicarse en un contexto de sospecha clinica o epidemioldgica adecuado, limitando al
maximo su empleo en sujetos asintomaticos sin exposicion o sujetos que quieran satisfacer
su curiosidad de una virtual previa exposicion. Se debe reconocer que sus usos potenciales
actualmente son limitados, principalmente debido a su incapacidad de discriminar infeccion

activa de infeccion pasada.

Conclusiones

Existe una amplia variedad de estrategias para la determinacion de anticuerpos anti-SARS-
CoV-2 que difieren entre si por la especificidad y clase de los anticuerpos determinados. Es
posible que esto tenga un impacto en términos de especificidad y sensibilidad, asi como en
términos de sus aplicaciones. La gran cantidad de estrategias y la poca uniformidad en los
estudios publicados en la literatura explica en gran parte la falta de consenso en temas
como el patron de seroconversion tipico de la infeccion. Es necesario que nuestro pais
realice evaluaciones independientes del desempeiio de las plataformas disponibles para

conocer su rendimiento en nuestra poblacion.

Al emplear las determinaciones de anticuerpos anti-SARS-CoV-2, se asume el riesgo de
clasificar inadecuadamente a los pacientes; se pueden clasificar falsamente negativos en las

primeras dos semanas desde el inicio de sintomas o falsamente positivos en cualquier
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momento por una combinacion de especificidad imperfecta con baja prevalencia de la

enfermedad.

Finalmente, se concluye que es de vital importancia emplear test serologicos para
caracterizar adecuadamente los plasmas de convaleciente empleados de forma terapéutica.
En este sentido, los autores recomiendan revalorar el proyecto de administracion de plasma
convaleciente y definir la idoneidad de un donante no solo basdndose en requisitos de
seguridad desde el punto de vista del plasma como un hemoderivado sino en términos de
eficacia del plasma como un tratamiento que debe contener cantidades importantes de
anticuerpos neutralizantes. Este dato debe ser incluido en la base de datos del
hemocomponente y los clinicos deben contar con esta informacion. Las pruebas serologicas
también seran importantes para estudios epidemiologicos y a futuro para valoracion de la
respuesta vacunal e incluso inferir proteccion si los anticuerpos estdn presentes en una
determinada especificidad y concentracion (correlato de proteccion). En este sentido, es
importante que las autoridades correspondientes apoyen el desarrollo de pruebas
serologicas en los laboratorios de nuestro pais que detecten anticuerpos neutralizantes ex
vivo; estas pruebas pueden tener gran valor a la hora de predecir el éxito de la transferencia

pasiva de anticuerpos o bien, a futuro, valorar la respuesta vacunal en grupos de interés.
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