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RESUMEN

Introduccion. Las pruebas seroldgicas han resultado una
herramienta de gran valor en el transcurso de la pandemia por
SARS-CoV-2, tanto en la deteccion, apoyando a los métodos
moleculares, como en el sequimiento de la respuesta inmune,
provocada por la vacunacion o por la infeccion natural. Dentro
de todas estas técnicas, las pruebas rapidas resultan interesan-
tes por su facil uso, rapida respuesta y bajo coste econdmico.

Material y métodos. Se evaluaron dos técnicas inmuno-
logicas diferentes: Realy Tech y Mikrogen Diagnostik recomlLi-
ne SARS-CoV-2 lgG. Como técnicas de referencia se utilizaron
pruebas automatizadas: SARS-CoV-2 IgG Il Quant antibody
test y SARS-CoV-IgG assay, ambos de Abbott Diagnostics.

Resultados. Mikrogen Diagnostik fue el que, en conjunto,
ofrecio mejores resultados (5=0,985; E=0,839). Las dos técni-
cas mostraron buenos valores predictivos positivos, pero los
valores predictivos negativos de Realy Tech estuvieron lejos de
lo deseable.

Conclusiones. Mikrogen Diagnostik recomline SARS-
CoV-2 IgG ofrecid muy buenos resultados en la deteccion de
anticuerpos frente a SARS-CoV-2 y podria ser utilizada como
alternativa a las técnicas automatizadas.
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ABSTRACT

Introduction. Serological tests have been a valuable
tool during the SARS-CoV-2 pandemic, supporting molecular
methods for detection, and monitoring the immune response,
caused by vaccination or by natural infection. Within all these
techniques, rapid tests are interesting due to their ease of use,
rapid response and low cost.

Methods. Two different immunological techniques were
evaluated: Realy Tech and Mikrogen Diagnostik recomline
SARS-CoV-2 1gG. SARS-CoV-2 IgG Il Quant antibody test and
SARS-CoV-IgG assay, both from Abbott Diagnostics, were used
as reference techniques.

Results. Mikrogen Diagnostik recomLine SARS-CoV-2 IgG
shows the best results (5=0.985; E=0.839). Three techniques
offered good positive predictive values, but Realy Tech and
Healgen negative predictive values left to be desired.

Conclusions. Mikrogen Diagnostik recomline SARS-
CoV-2 IgG showed good results in the detection of antibodies
against SARS-CoV-2 and could be used as an alternative to
automated techniques

Keywords: COVID. SARS-CoV-2. Serology. Rapid test.

INTRODUCCION

A finales de diciembre de 2019 las autoridades sanita-
rias de la ciudad de Wuhan (Hubei, China), informaron de una
serie de casos de neumonia atipica producida por un nuevo
coronavirus. A este nuevo coronavirus se le dio el nombre de
SARS-CoV-2, vy a la enfermedad que produce se la denominé
COVID-19.
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En muy poco tiempo la infeccion por este coronavirus,
que se inicid como a un brote aislado, paso a constituir un pro-
blema sanitario de caracter mundial, debido a su rapida capa-
cidad de transmision a través de secreciones respiratorias [1].

En la mayor parte de casos, la infeccion por SARS-CoV-2
cursa de manera asintomadtica o provocando un cuadro pseu-
dogripal. Sin embargo, este nuevo coronavirus también puede
ocasionar cuadros de neumonia grave, sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA), tromboembolismo pulmonar (TEP)
y otras complicaciones que pueden conducir a un desenlace
fatal para el paciente [2].

La deteccion de este virus se realiza mayoritariamente por
técnicas moleculares y, entre ellas, el principal método diag-
nostico, es la RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con
retrotranscripcion) [3]. Esta técnica resulta muy util para el
diagnostico de la infeccion aguda, y, por tanto, para el rastreo
y control de brotes. Junto a las pruebas moleculares se han
desarrollado distintas pruebas seroldgicas para la deteccion de
anticuerpos especificos, que resultan interesantes tanto para el
diagnostico a posteriori de pacientes que han pasado la infec-
cion, como para evaluar el grado de proteccion frente a SARS-
CoV-2 [4].

En la actualidad, la principal estrategia para romper la ca-
dena de transmision y terminar con la pandemia causada por
el SARS-CoV-2, es la vacunacion mundial. Es por ello que ha
aumentado en gran medida la utilizacion de test seroldgicos,
que son de gran utilidad para la determinacion de anticuerpos
vacunales. Los test seroldgicos son técnicas sencillas que ofre-
cen resultados con rapidez y bajo coste economico [5].

En este estudio evaluamos una prueba inmunocromato-
grafica de flujo lateral y un test de inmunoanalisis en linea, de-
terminando su sensibilidad y especificidad en tres cohortes de

pacientes: la primera integrada por individuos sin vacunar, que
no habian pasado COVID; la segunda cohorte, por pacientes a
los que se les habia detectado la infeccion, bien por estudios
seroldgicos, bien por PCR; y, el tercer y ultimo grupo, integra-
do por individuos vacunados con distinto nivel de respuesta a
la vacuna. Se evaluo, asimismo, la capacidad de estas técnicas
como herramienta de diagnostico en aquellos laboratorios en
los que no se disponga de los medios ni de la tecnologia para el
diagnostico molecular.

MATERIAL Y METODOS

Muestras y disefio del estudio. Se realizd un estudio re-
trospectivo, analizando 98 muestras de suero de la coleccion
del Hospital Clinico San Carlos. Las muestras se dividieron en
tres grupos distintos: en el grupo A se incluyeron 25 sueros
de pacientes que, a priori, no habian pasado enfermedad CO-
VID-19; en el grupo B, 23 sueros de pacientes diagnosticados
de infeccion por SARS-CoV-2 mediante serologia o RT-PCR y
en el grupo C, 50 sueros de individuos vacunados con distinta
respuesta inmunologica. No se aplicaron criterios de exclusion.

La inclusion en cada uno de los grupos se realizd acorde
a los resultados obtenidos mediante las técnicas de referencia
utilizadas en la rutina del laboratorio de Microbiologia.

La determinacion cualitativa de IgG anti-NP se llevo a ca-
bo mediante SARS-CoV-1gG assay de Abbott Diagnostics. Las
muestras se consideraron positivas cuando el ensayo daba va-
lores >1.4 tal y como recomienda el fabricante. Esta prueba
posibilito la distribucion entre los grupos Ay B.

Los niveles de anticuerpos frente a la region RBD del
SARS-CoV-2 se determinaron mediante la técnica SARS-CoV-2
lgG Quant assay (Abbot Diagnostics) en un equipo ARCHITECT
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Figura 1 Esquema de bandas de Mikrogen Diagnostik
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Figura 2 Distribucion de los resultados obtenidos por

Realy Tech en funcion del grupo seleccionado
y de la intensidad de las bandas.

Tabla 1 Distribucion de los resultados obtenidos para las bandas anti N, anti
RBD y anti S1en la técnica Mikrogen Diagnostik recomLine SARS-
CoV-2.
Bandas SARS-CoV-2
0 bandas 1 banda 2 bandas 3 bandas
Grupo A 22 1 1
Grupo B 3 0 18+(1)*
Grupo C 0 31+(3) 44(12)*
*Positivo débil

i2000. Los resultados se expresaron como Unidades Arbitrarias
por mililitro y, tal y como recomienda el fabricante, se con-
sideraron positivos todos los valores superiores a 50 UA/mL
Esta técnica se utilizd para valorar el nivel de respuesta a la
vacunacion. Este ultimo ensayo también se utilizo en aquellos
casos en los que se observaron discrepancias atribuibles a la
sensibilidad de la prueba cualitativa.

Técnicas inmunocromatograficas. Se evaluaron dos
técnicas inmunocromatograficas diferentes. Realy Tech es
una prueba inmunocromatografica de flujo lateral que detec-
ta anticuerpos frente a la proteina S de SARS-CoV-2. Permite
evaluar de manera semicuantitativa el nivel de respuesta, dis-
tinguiendo entre respuesta alta (High), respuesta media (Me-
dium) y respuesta baja (Low), en funcion de la intensidad de
las bandas.

Mikrogen Diagnostik recomLine SARS-CoV-2 IgG, un in-
munoandlisis de linea (LIA) que permite la deteccién de anti-
cuerpos especificos frente a la nucleoproteina (NP), la region
de union al receptor de la proteina de la espicula (RBD) vy la
region S1 de esta misma proteina. Asimismo, la tira de detec-
cion cuenta con bandas que permiten la identificacion de anti-
cuerpos frente a coronavirus estacionales (HcCoV: 229E, NL63,
0C43, HKU1) (Figura 1).

Ambas técnicas inmunocromatograficas se llevaron a ca-
bo siguiendo las instrucciones de uso de los fabricantes. La lec-
tura de los resultados se realizd mediante evaluacion visual,
siendo revisada al menos por dos personas diferentes.

Analisis estadistico. Se calculo la sensibilidad, especifi-
cidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negati-
vo (VPN) siguiendo sus definiciones y utilizando como técnica
de referencia el ensayo cuantitativo de Abbott. El analisis de
los datos se realizd mediante el software estadistico IBM SPSS
Statistics v.26

RESULTADOS

Realy Tech. Del total de muestras analizadas, 55 (56,1%)
dieron senal baja (Low), 15 (15,3%) dieron bandas de intensi-
dad media (Medium) y 28 (28,6%) dieron senal alta (High).

Se pueden observar diferencias entre los resultados en
funcion del grupo que se considere (Figura 2). En el grupo A,
las 25 (100%) muestras dieron bandas de intensidad baja. En
el grupo B, 10 (43,5%) de las muestras dieron sefal baja, 5
(21,7%) dieron bandas de intensidad media y 8 (34,8%) die-
ron bandas de intensidad alta. En el grupo C se obtuvieron 20
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Tabla 2 Valores de sensibilidad y especificidad de las técnicas
estudiadas
Sensibilidad Especificidad VPP VPN
Realy Tech 0,627 0,968 0977 0,545
Mikrogen Diagnostik recomLine S 0,985 0,839 0,93 0,963

VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo

(409%) muestras con sefal alta, 10 (20%) con sefial media y las
20 (40%) restantes dieron intensidad baja. Se analizo la posible
relacion entre la intensidad de las bandas obtenidas y los ni-
veles de anticuerpos anti-RBD para cada una de las muestras.
Los resultados obtenidos indicaron que no existia ninguin tipo
de relacion entre ambos analisis. Asi, el rango de IgGs anti-RBD
de las muestras con bandas de baja intensidad iba desde 46,3
hasta 61894,8 UA/mL; el de las muestras con bandas de inten-
sidad media desde 325,5-1879,1 UA/mL y el de las muestras
con bandas de intensidad alta desde 0 hasta 80000 UA/mL.

Mikrogen Diagnostik; recomLine SARS-CoV-2 IgG.
Mediante esta técnica se evaluaron tanto la respuesta frente
a SARS-CoV-2 como la respuesta frente a la nucleoproteina
de cuatro coronavirus estacionales (HcCoV: 229E, NL63, 0C43,
HKU1),

De las 98 muestras analizadas solo 2 (2,04%) fueron ne-
gativas para los cuatro coronavirus estudiados. Las 96 mues-
tras restantes (97,96%), tuvieron sefial con, al menos una de
las cuatro bandas asociadas a los coronavirus estacionales.
La distribucion de los resultados fue la siguiente: 2 muestras
(2,04%) negativas para todos los coronavirus estacionales, 1
muestra (1,02%) con una banda positiva; 5 muestras (5,1%)
con dos bandas positivas; 7 muestras (7,14%) con tres ban-
das y 83 muestras (84,7%) con sefal en las cuatro bandas. La
cepa HcCoV-NL63 fue la que se detectd en un mayor nimero
de muestras (95,92%) sequida de HcCoV-0C43 (93,88%), 229E
(92,86%) y HKU1 (89,8%).

No se observaron diferencias significativas entre los dis-
tintos grupos estudiados.

La respuesta frente a SARS-CoV-2, sin embargo, si mostro
mayor variabilidad en cada grupo.

En el grupo A, 22 sueros (88%) no tuvieron reaccion en
ninguna de las bandas del SARS-CoV-2. Las 3 muestras res-
tantes (12%) presentaron sefial en alguna de las bandas co-
rrespondientes a las proteinas especificas de SARS-CoV-2: una
de ellas dio sefal frente a las tres proteinas (NP, RBD, S1); otra
solo frente a NP y la muestra restante dio positivo frente a S1
y RBD. Estos tres sueros habian resultado negativos en el ana-
lisis cualitativo de SARS-CoV-2 IgG de Abbott (IgG anti-NP).
Con objeto de resolver estas discrepancias se analizaron las
tres muestras con el test cuantitativo de Abbott, para deter-
minar la posible presencia de anticuerpos frente a la proteina
S. La muestra positiva para las tres proteinas de SARS-CoV-2
incluidas en el ensayo Mikrogen Diagnostik; recomLine SARS-

CoV-2 lgG, tuvo un valor claramente positivo con el ensayo de
Abbott, no asi las dos muestras restantes.

En el grupo B, 19 muestras (84%) fueron positivas para
las tres proteinas de SARS-CoV-2 estudiadas en el test. Una
muestra (4%) mostro reaccion en la banda NP pero no con las
correspondientes a las proteinas S1 y RBD; esta muestra no
se tuvo en cuenta para los estudios estadisticos posteriores.
Las 3 muestras restantes (12%) fueron negativas para las tres
bandas de proteinas. Estas 3 muestras fueron también negati-
vas por el ensayo cualitativo de Abbott. La infeccion de estos
pacientes se habia confirmado por RT-PCR en el momento en
el que acudieron al hospital con clinica compatible con CO-
VID. Para comprobar los resultados negativos del test inmu-
nocromatografico, las tres muestras se analizaron por el en-
sayo cuantitativo de Abbott, dando resultado negativo, lo que
parece indicar un resultado falso positivo en el momento del
diagnostico. La muestra positiva para NP y negativa para las
otras dos proteinas incluidas en las tiras del inmunoanalisis de
linea fue claramente positiva por el test cualitativo de Abbott.

En el grupo C, todas las muestras procedentes de indivi-
duos vacunados (100%), mostraron bandas positivas de mayor
0 menor intensidad frente a la proteina S1 y la RBD, inclu-
so aquellas en los que el ensayo cuantitativo de Abbott habia
dado valores por debajo del punto de corte establecido por la
casa comercial.

La banda correspondiente a la proteina NP, que solo de-
beria positivizar en aquellos individuos que hubiesen pasado
la infeccion, dio valores positivos (de intensidad variable seguin
la muestra) en 16 (32%) de las 50 muestras incluidas en este
grupo. En cuatro de estas 16 muestras, la banda NP-SARS-2
mostrd una intensidad claramente superior a la de la banda
control. El analisis por SARS-CoV-lgG assay de Abbott Diag-
nostics reveld que estas cuatro muestras eran claramente po-
sitivas, indicando que correspondian a individuos que habian
pasado la infeccion por COVID. De las 12 muestras restantes,
4 dieron valores claramente negativos (<0.1) por la técnica de
referencia, los otros 8 dieron valores negativos pero cercanos
al punto de corte.

La tabla 1 es un resumen de los resultados obtenidos me-
diante esta técnica.

Sensibilidad y especificidad de las técnicas evaluadas.
Los datos estadisticos de las pruebas evaluadas se recogen en
la tabla 2.
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Realy Tech mostrd el peor resultado de sensibilidad de las
técnicas a estudio; por el contrario, los datos de especificidad
fueron los mas favorables. La sensibilidad mas alta se obtuvo
con Mikrogen Diagnostik recomLine (con las distintas bandas
de la proteina S). En general, las dos técnicas obtuvieron bue-
nos valores predictivos positivos, si bien, salvo en el caso de
Mikrogen Diagnostik recomLine, los valores predictivos negati-
vos fueron peores de lo esperado.

DISCUSION

La necesidad de control de la pandemia de COVID-19 ha
llevado al desarrollo de numerosas técnicas de diagnostico y
seguimiento, con el fin de facilitar el manejo de la infeccion
por este nuevo coronavirus. Dentro de estas técnicas, las prue-
bas rapidas han jugado un papel esencial debido a su sencillez
y facil manejo, asi como su menor coste economico y la ra-
pidez de resultados. Aunque actualmente, en nuestro entor-
no, la mayor parte de la poblacion ha sido vacuna, infectada
0 ambas, no podemos olvidar que existen otros lugares en las
que el grado de vacunacion es mucho menor y en los que no
disponen de los recursos o la tecnologia necesarias para imple-
mentar técnicas automatizadas. Por ello, contar con una téc-
nica de las caracteristicas de las que se evaluan, puede seguir
siendo de gran interés.

Los principales usos de las pruebas seroldgicas en la infec-
cion por SARS-CoV-2 serian la deteccion de la infeccion pasa-
da, seguimiento de la respuesta inmune tras la vacunacion y
como complemento a las técnicas moleculares en el diagnosti-
co de la infeccion.

La capacidad de las pruebas seroldgicas de detectar infec-
ciones pasadas tiene mucha utilidad tanto a nivel epidemiolo-
gico (West et al. [6]) como para el diseno de vacunas (Galipeau
et al. [7]). Este estudio es un ejemplo del papel que puede des-
empenar la serologia para la deteccion de pacientes asintoma-
ticos.

Son muchas las plataformas tecnoldgicas que han desa-
rrollado test rapidos para la deteccion de anticuerpos frente a
SARS-CoV-2. Esto hace que sean necesarios estudios que eva-
lien la utilidad de los mismos en la practica diaria, por compa-
racion con una técnica de referencia estandarizada y validada.
Varios autores (Nicol et al. [8] Montesinos et al. [9]) han reali-
zado trabajos de este tipo, valorando distintos inmunoensayos
por comparacion con técnicas de referencia. En la mayoria de
los casos de han obtenido muy buenos resultados en la de-
teccion de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 a los 14 dias del
inicio de los sintomas de COVID-19. En nuestro caso, las técni-
cas que se han evaluado son mas simples, pero, salvo con las
bandas frente a la espicula de Mikrogen diagnostik recomlLine,
los resultados obtenidos son menos prometedores.

Aunque existen diferencias en funcion del grupo de pa-
cientes considerado, las dos pruebas de flujo lateral han mos-
trado una sensibilidad y especificidad mejorable. En el caso de
Realy Tech debe resaltarse, ademas, la imposibilidad de discer-
nir visualmente entre el resultado negativo y el "low".

En cuanto a su papel en la respuesta a la vacunacion, to-
dos los individuos del grupo de vacunados de nuestro estudio
mostraron reaccion en las bandas de la proteina S con la téc-
nica de Mikrogen diagnostik recomLine. Incluso dos pacientes
con valores inferiores al punto de corte establecido con la téc-
nica de referencia (50 UA/mL) mostraron una clara sefial en las
bandas correspondientes a RBD-SARS-2 y la S1-SARS-2. Sin
embargo, no ha sido posible establecer una correlacion clara
entre los valores obtenidos por la técnica de referencia y la in-
tensidad de las bandas del test de inmunoanalisis en linea.

Diversos autores han resaltado el papel que este tipo de
técnicas tiene como complemento de los ensayos moleculares.
Asi Turbett et al. [10] pusieron de manifiesto que la serologia
es una herramienta que complementa la deteccion del ARN vi-
ral. La deteccion de ARN es muy sensible en los primeros dias
después del inicio de la sintomatologia, pero esta efectividad
cae por debajo del 50% después de 1 semana; por lo contrario,
los anticuerpos totales son detectables en el 50% de los pa-
cientes después de la primera semana, y la sensibilidad supera
el 90% después de 2 semanas. Por ello las pruebas seroldgicas
resultan adecuadas para respaldar el diagnostico de infeccion
por SARS-CoV-2.

Los resultados de este estudio concuerdan con estas afir-
maciones ya que mediante el analisis seroldgico se ha podi-
do detectar a un individuo sin constancia previa de infeccion
que, inicialmente, se habia incluido en el grupo de pacientes
negativos y que, tras las determinaciones llevadas a cabo, se
confirmo que habia pasado infeccion de manera asintomatica.
Cabe destacar también que con la técnica de referencia fue-
ron los anticuerpos frente a la espicula los que revelaron la
infeccion previa y no los anticuerpos frente a la nucleocdpside.
Este hecho ya habia sido constatado por Fedele et al. [11], que
comprobaron que los anticuerpos anti-S son mas duraderos y
estables y que, por tanto, son mejores para el diagnostico de
infeccion pasada.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que aunque los an-
ticuerpos anti-N tienen una vida media corta, son los unicos
que sirven para detectar la infeccion en individuos vacunados
y que, ademas, y gracias a la rapidez con la que se negativizan,
pueden ser de gran utilidad para detectar reinfecciones. Dado
que las manifestaciones clinicas de la enfermedad no suelen
ser tan evidentes en los individuos vacunados o que ya han pa-
sado una infeccion, la deteccion de IgG frente a la nucleocap-
side podria ser un buen recurso para detectarlas, aunque solo
sea para fines epidemioldgicos. En estos casos, los valores de
IgGs anti-RBD con una duracion mucho mayor tendrian una
utilidad menor.

Como resumen, de las dos pruebas evaluadas, Mikrogen
diagnostik recomline es la que ofrece unos resultados mas
satisfactorios, mostrando los otros dos valores de sensibilidad
por debajo de lo que seria deseable. No obstante, dado que los
valores de predictivo positivo son aceptables en ambos casos,
estas dos técnicas podrian ser de utilidad para detectar positi-
vOs en ausencia de otros sistemas.
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