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Al editor,

Actualmente, nos enfrentamos al SARS-CoV-2; el estandar de oro para el diagnéstico
de COVID-19 es a través del analisis de &cido nucleico, es decir, la demostracion del
ARN del SARS-CoV-2 en muestras respiratorias. Dentro del aporte de las pruebas de
laboratorio se encuentran las pruebas seroldgicas, que siguen siendo parte integral de la
respuesta general y pueden complementar el diagnostico basado en la prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR),
al confirmar la respuesta de anticuerpos durante la etapa temprana de la infeccion

[ 1]. El esquema tradicional de deteccidn de IgM e 1gG especificas para el SARS-CoV-2
permite clasificar el estado temporal de la infeccion; aunque la dinamica de la respuesta
inmune en COVID-19 no se comprende completamente, tipicamente los anticuerpos
IgM son producidos por las células inmunes del huésped durante las primeras etapas de
una infeccion viral [ 2 ]. Sin embargo, se ha prestado mucha menos atencion a las
respuestas de IgA mucosas y sistémicas que pueden desempefiar un papel fundamental
en la patogenia de la enfermedad.

La deteccion de estos anticuerpos se puede realizar mediante una amplia variedad de
métodos; Hay cuatro tipos principales de métodos para el diagndéstico seroldgico:
ensayo inmunocromatogréafico de flujo lateral (LFIA), ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas (ELISA), inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA) y ensayo de
neutralizacion [ 3 ]. Entre las ventajas de LFIA, también llamado “test rapido”, tenemos
que es facil de usar, con un tiempo para obtener resultados entre 10 y 30 min; ademas de
la escasez de pruebas moleculares, ha sido la técnica elegida dentro del flujo de trabajo
para paises con recursos limitados [ 4]. Generalmente, las pruebas rapidas tienen un
rendimiento diagnostico pobre en comparacion con las pruebas ELISA, lo que puede
explicarse no solo por las diferencias técnicas conocidas entre las dos metodologias sino
también por las posibles bajas concentraciones de anticuerpos que pueden contribuir
aun mas a falsos negativos o falsos positivos porque de una unién no especifica
observada con el método LFIA. Muchas investigaciones demuestran la gran variabilidad
en el desempefio de LFIA; Ante esto, parece que otras metodologias como ELISA 'y
CLIA han mostrado un mejor desempefio [ 5 ].

Yuy col. detectaron la seroconversion de IgA el dia 2 e IgM / IgG el dia 5 después del
inicio de los sintomas. Ademas, el estudio informé que el 100% de los casos tenian
niveles detectables de IgA, IgG e IgM el dia 32 después de la aparicion de los sintomas

[6]
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Parece que la deteccion de IgM a pesar de ser realizada por otras metodologias distintas
a LFIA mantiene una gran variabilidad en los resultados. Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de una alternativa que pueda ayudar a evaluar la seroconversion
temprana; esto podria deberse a la deteccion de IgA, que parece detectarse antes que los
anticuerpos IgM e IgG [ 7 ].

Padoan y col. describieron las caracteristicas de la cinética de los anticuerpos IgA en
comparacion con los anticuerpos IgM. La respuesta de IgA aparecio y crecid antes,
alcanzo su pico en la tercera semana y mantuvo una respuesta mas fuerte y persistente
quelalgM[8].

Realizamos la deteccion de IgA especifica para SARS-CoV-2 en muestras de la seroteca
del laboratorio del Hospital Nacional Dos de Mayo; Se analizaron aleatoriamente 65
sueros que tenian una solicitud de deteccion de IgM / IgG por LFIA debido a la
sospecha de COVID-19 y también al resultado de RT-PCR. Todas las muestras se
almacenaron a -20 ° C antes de su uso. El analisis estadistico se realiz6 con GraphPad
Prism (version 8.4.2).

De 65 muestras, 39 resultaron positivas para la PCR y 26 negativas para la PCR. Las
muestras se procesaron con el EUROIMMUN Analyzer 1 y el EUROIMMUN
(Euroimmun Medizinische Laboradiagnostika, Luebeck, Alemania) anti-SARS-CoV-2
IgA ELISA, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los pocillos de la
microplaca estan cubiertos con proteina s1 estructural recombinante. Los resultados se
examinan semicuantitativamente calculando una relacion entre la absorbancia de las
muestras y la absorbancia del calibrador. La interpretacion de la relacion fue la
siguiente: <0,8 = negativo, > 0,8 a <I,1 = limite (o limite) y > 1,1 = positivo. Los datos
limite (0 en el limite) se consideraron positivos para los analisis estadisticos. En total se
obtuvieron 46 positivos y 19 negativos. De las muestras positivas para RT-PCR, 36
fueron positivas y 3 negativas para IgA (92,3% de concordancia positiva, IC del

95%: 1). Los resultados del analisis de la curva ROC se muestran en la Fig. 2a. El area
bajo la curva (AUC) de IgA anti-SARS-CoV-2 fue 0,98 (IC del 95%, 0,97-1,00; p >
0,0001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7519852/#CR7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7519852/#CR8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7519852/figure/Fig1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7519852/figure/Fig2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7519852/figure/Fig1/

40-

1 Negative

30- 1 Positive

20+

10-

igM IgA igM IgA
PCR+ PCR-

Figura 1

Frecuencia de los resultados de las pruebas seroldgicas para la deteccion del SARS-CoV-

2. Deteccién de anticuerpos IgM mediante LFIA y deteccion de anticuerpos IgA mediante
ELISA en sueros que dieron positivo por PCR (39 casos) o negativo para el virus por PCR (26
casos). Abreviaturas: ELISA, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; g,
inmunoglobulina; LFIA, ensayo inmunocromatografico de flujo lateral; PCR, reaccion en
cadena de la polimerasa; +, positivo; -, negativo
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Figura 2

Q

80-
X
2 60
>
2 40
Q
(/)]
20-
0_.
0
b
100-
)
(o))
S 10
O
©
|
g H
Q
(7))
< 0.H
2]
—
L
0.0

20 40 60 80 100
100% - Specificity%

EUROIMMUN DIESSE
IgA

Anélisis de IgA especifica de SARS-CoV-2. a Analisis de la curva de caracteristicas operativas
del receptor (ROC) del kit ELISA EUROIMMUN anti-SARS-CoV-2 IgA en comparacion con
la PCR. La concordancia general de la prueba positiva es del 98%. b Distribucion de las
relaciones sefial / corte obtenidas para el ELISA entre ensayos serologicos comerciales para la
deteccién de SARS-CoV-2-1gA (Euroimmun y DIESSE). Las graficas de caja muestran
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medianas (linea media) y tercer y primer cuartiles (cajas), mientras que los bigotes muestran el
rango intercuartil (IQR) por encima y por debajo de la caja.

A pesar de ser clases de inmunoglobulinas diferentes, realizamos una comparacion entre
los resultados positivos / negativos de IgM informados por LFIA versus los resultados
positivos / negativos de IgA anti-SARS-Cov-2 de ELISA. Encontramos una
concordancia del 74% (estadistico kappa = 0,474; IC del 95%, 0,25-0,70; p = 0,001).

Ampliamos nuestra observacién comparando los resultados de EUROIMMUN IgA anti-
SARS-CoV-2 con el kit comercial ENZY-WELL SARS-CoV-2 IgA desarrollado por
DIESSE Diagnostica Senese SpA que se basa en antigeno nativo obtenido de células
Vero E6 infectadas con SARS -Cepa CoV-2 “2019-nCoV / Italia-INMI1” (EVAg Ref-
SKU: 008V-03893). La interpretacion del resultado (absorbancia de la muestra /
absorbancia del calibrador) <0,9 = negativo, > 0,9 a <I,1 = limite, > 1,1 = positivo, los
datos limite también se consideraron positivos para los andlisis estadisticos. Esta
comparacion se realiz6 en 45 de 65 muestras (Fig.(Figura 2b).2b). Los resultados
obtenidos muestran una concordancia del 89% (estadistico kappa = 0,71; IC 95%, 0,41-
0,99; p =0,001).

Nuestros resultados, aunque se basan en un pequefio nimero de muestras, son
consistentes con el estudio previamente publicado por Pauline H Herroelenetal. [ 9],
quienes informaron una positividad para IgA anti-SARS-CoV-2 del 91,1% (51/56),
utilizando el mismo inmunoensayo.

Los resultados muestran una mayor positividad para IgA que para IgM en muestras RT-
PCR positivas (92% vs 61,5%), con un estadistico kappa moderado. Parece que el uso
de IgM sigue siendo limitado, como se ha informado para otros kits que prueban IgM,
lo que sugiere la investigacion de mejoras técnicas [ 10 ].

En cuanto a la diana antigénica, es fundamental comparar las pruebas que se dirigen a la
deteccidn de los mismos anticuerpos. En este estudio comparamos por primera vez dos
pruebas ELISA que detectan anticuerpos IgA especificos, encontrando una
concordancia del 89% con un buen estadistico kappa, aunque la diana antigénica fue
diferente (proteina S1 vs antigeno viral inactivado).

Los autores son conscientes de las limitaciones del estudio al no considerar el momento
de inicio de los sintomas, pero creemos que la presentacién de nuestros resultados
proporciona informacion para futuras investigaciones.

El dificil acceso a las pruebas moleculares en los paises de bajos ingresos, como la
mayoria en América Latina, propone el recurso de la deteccion de anticuerpos por
metodologias con tiempo de respuesta corto y facil de realizar; sin embargo, la
realizacion de las llamadas pruebas rapidas parece no ser adecuada. Por tanto, es
necesario el uso de diferentes metodologias con mejor desempefio.

En nuestra opinion, sugerimos que la deteccion de IgA podria afiadirse a los anticuerpos
IgM e IgG de uso clasico como ayuda complementaria en el diagnostico de COVID-109.

Ir:

Expresiones de gratitud

Deseamos agradecer al personal del laboratorio Delfina Soto y Carmen Ramos por su
asistencia técnica.
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