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Resumen

ANTECEDENTES. Las gotas de sangre seca (dried blood spots, bes) son una alternativa para identificar enfermeda-
des. Se evalué el uso de pBs para detectar anticuerpos 1gG e Iga contra saRs-cov-2 mediante ELISA.

MATERIAL Y METODO. Se formd un biobanco de muestras pareadas de plasma y pes. Se evaluaron dos volimenes
para la elusién de los pBs, 250 ul y 400 ul, para detectar anticuerpos mediante pruebas comerciales. Se calculd
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, correlacién de Sperman, concor-
dancia kappa y se realizaron graficos Bland-Altman.

RESULTADOS. La sensibilidad y especificidad para anticuerpos igG con pes eluidos en 250 ul fue 98.9 y 100%, y con
400 ul fue de 97.4 y 100%. Los indices de ige mostraron una mayor dispersion a partir del valor de 6. El presente
estudio es de los primeros en reportar una validacién de iga con pBs, se encontré una sensibilidad y especificidad
de 100 y 97.8%, asi como una mayor dispersion a partir del indice de 12.

CONCLUSION. Es factible utilizar ps para detectar anticuerpos 1gG e Iga contra sars-cov-2 en estudios epidemiolé-
gicos, ya que presentan una buena concordancia y correlacién con plasma.
Palabra clave: sars-cov-2, sangre seca en papel filtro, anticuerpos, serologia, ELISA.

Abstract

BACKGROUND. Dried blood spots (pBs) are alternative to identify diseases. The use of pss to detect antibodies iga
and Iga against sars-cov-2 was evaluated by ELISA.

MATERIAL AND METHOD. A biobank of paired plasma and pes samples was formed. Two volumes for pas elution,
250 ul and 400 ul, were evaluated for antibody by commercial tests. Sensitivity, specificity, positive predictive
value, negative predictive value, Sperman correlation, and kappa concordance were calculated, and Bland-Altman
graphs were performed. Results. The sensitivity and specificity for igc antibodies with pss eluted in 250 ul was
98.9 and 100%, and with 400 ul it was 97.4 and 100%. The igc indices showed a greater dispersion from the value
of 6. The present study is one of the first to report a validation of iga with pBs, a sensitivity and specificity of 100
and 97.8% was found, as well as a greater dispersion at from the index of 12.

CONCLUSION. It is feasible to use pBs to detect igc and iga antibodies against sars-cov-2 in epidemiological studies,
since they show good concordance and correlation with plasma.
Keywords: sars-cov-2, dried blood spots, antibodies, serology, ELiSA.
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Introduccion

El covip-19 es secundario a la infeccion viral del epitelio res-
piratorio por el sars-cov-2, induce la respuesta inmune de
anticuerpos Iga en mucosas, y a nivel sistémico anticuerpos
Ige. La mayoria de las personas infectadas por saArs-cov-2
producen anticuerpos igc e Iga dos semanas después del
inicio de la enfermedad.” La mayor utilidad de las pruebas
de anticuerpos es para detectar la seroconversion a nivel
poblacional y con ello apoyar la vigilancia epidemiolégica,
se puede conocer qué tanto se ha extendido la infeccién
a nivel poblacional, describir la tasa de infeccion y de leta-
lidad, evaluar estrategias de prevencién y contencién, asi
como determinar niveles de vacunacion.

El uso de sangre seca en papel filtro (pBs, dried blood
spots) presenta ventajas en relacion con el empleo de sue-
ro o plasma, principalmente en trabajo de campo en zonas
distantes y en grandes poblaciones. Es una toma menos
invasiva, requiere poco volumen de sangre, es sencillo, tie-
ne un menor costo, no utiliza equipos y no requiere refrige-
racién. Las gotas de sangre se depositan en un papel filtro
especial que mantiene proteinas, acidos nucleicos y otros
metabolitos; una vez secas, las muestras se colocan en
bolsas plasticas con desecante hasta su traslado y almace-
namiento, que se puede realizar a temperatura ambiente.?®
En cuanto a la estabilidad de los analitos presentes en las
DBs, existen estudios que reportan buena calidad de las pss
después de varios meses e incluso anos a temperatura am-
biente, la calidad es comparable con muestras de plasma
mantenidas a -20 °C.* Entre las desventajas del uso de pss
se encuentra que el volumen de la muestra es pequefo y
se requieren ensayos de validacion para cada biomarcador
y técnica utilizada.®®

Las pBs se han utilizado para detectar anticuerpos
contra diferentes agentes infecciosos como virus de la he-
patitis ¢, virus dengue, virus del herpes simple tipo 2 y viH,
ademas de utilizarse de manera rutinaria en el tamiz neona-
tal,>® por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar
el uso de pBs para la deteccidn de anticuerpos IgG e Iga con-
tra el sars-cov-2 mediante una prueba de ELisA.

Material y métodos

Se formé un biobanco de muestras pareadas de plasma
y pBs que se colectaron en el Hospital Dr. José G. Parres
de Cuernavaca, Morelos, México, durante el afio 2020. Las
muestras de plasma se inactivaron a 56 °C durante 30 mi-
nutos, y se manejaron en campanas de bioseguridad nivel
Il con procedimientos de bioseguridad nivel . Se colocaron
20 ul de plasma en papel filtro Whatman 903, se dejaron se-
cary se recortaron circulos de 5 mm de didmetro; todas las
muestras se mantuvieron a -20 °C hasta su procesamiento.
Se detectaron anticuerpos 1gG e Iga con los kits sArs-cov-2
IJG ELISA Y SARS-COV-2 IgA ELISA (Euroimmun, Libeck, Alema-
nia). Las muestras de plasma se diluyeron 1:101 y se de-
positaron 100 ul en la placa antigenada; para la elusion del
DBs se manejaron dos volumenes, 250 ul y 400 ul, de buffer
de dilucion del kit comercial (un circulo en cada volumen) a
temperatura ambiente durante una hora, se tomaron 100 ul
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del eluido y se depositaron en la placa antigenada. A partir
de aqui, las muestras de plasma o pBs siguieron el mismo
protocolo recomendado por el fabricante, los lavados se
realizaron con el equipo automatizado Combiwash Human
Diagnostics y las lecturas Opticas con el espectrofotometro
Multiskan FC, Thermo Scientific. Una vez hechos los cél-
culos, las muestras con un indice <0.99 se consideraron
como negativas, y aquéllas con un indice =1.0 se tomaron
como positivas. Se calculd la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo (vep) y valor predictivo negativo (veN)
considerando la muestra de plasma como el estandar de
referencia. Se evalué la concordancia y la correlacion entre
plasma y pss, ademas de obtener gréficas de Bland-Altman.

Resultados

La sensibilidad y especificidad de las muestras de pss pa-
ra la deteccion de 1gc fue alto para las dos condiciones de
elusién empleadas. En el caso de la elusion con 250 ul, se
encontré una sensibilidad y especificidad de 98.9 y 100%,
respectivamente, asi como un indice Kappa de concordan-
cia de 0.986, tal como se presenta en la figura 1a. Se realizo
una elusién mayor con 400 ul de buffer, la cual mostré una
sensibilidad y especificidad de 97.4 y 100%, respectivamen-
te, asf como un ven de 96.7%, como se aprecia en la figura
18. Finalmente, se evalud la deteccién de anticuerpos tipo
IgAa con una elusién de pss en 400 ul, se determind una sen-
sibilidad de 100%, una especificidad de 97.7% y un vep de
97.9%, como se observa en la figura 1c.

La correlacion del indice de anticuerpos 1gG en plas-
ma/bes-250 y plasma/obes-400 fue r? = 0.840 y r? = 0.820,
respectivamente (figura 2a y c). Por otra parte, las curvas
de Bland-Altman muestran una mayor dispersion del indice
de anticuerpos a partir del valor de 6 (figura 2b y d). Al con-
siderar solo las muestras con indice de anticuerpos menor
o igual a 6 se observé una mejor correlacion: r> = 0.917 y
pendiente m = 1.018 (pBs-250) y r* = 0.888 y pendiente m
= 1.031 (pBs-400).

Figura 1a.
Anticuerpos IgG contra sArs-cov-2
Plasma
pBs-250 Pos Neg
Pos 86 0
Neg 1 59
Sensibilidad (ic 95%) 98.9 (93.2-100)
Especificidad (ic 95%) 100 (92.7-100)
VPP (Ic 95%) 100 (94.5-100)
VPN (Ic 95%) 98.3 (90.0-100)
indice Yamar 99
Kappa 0.986
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Figura 1s.
Anticuerpos IgG contra SARS-CoV-2
Plasma
Pos Neg B
pBs-400 y)
Pos 75 0 8
Neg 2 59 %
3
Sensibilidad (ic 95%) 97.4 (90.5-99.8) 5
=
Especificidad (ic 95%) 100 (92.7-100)
vPP (Ic 95%) 100 (94.2-100)
VPN (Ic 95%) 96.7 (88.2-99.8)
indice Yamar 97
Kappa 0.970 0
pp [,
[}
Figura lc. o
2
Anticuerpos IgA contra sArRs-cov-2 E
o
Plasma §
[}
Pos Ne =
pBs-400 9 o
Pos 46 1
Neg 0 42
Sensibilidad (ic 95%) 100 (90.1-100)
Especificidad (ic 95%) 97.7 (86.8-99.9) o
o
VPP (ic 95%) 97.9 (87.9-99.9) %
VRN (i 95%) 100 (90.0-100) o
. o
Indice Yamar 98 ©
o
Kappa 0.977 'g
Deteccion de anticuerpos Igc e iga contra sars-Cov-2, compara-
cion entre muestras de plasma y pss.
A: Muestra deteccion de anticuerpos igc y pss eluidos con 250
ul. B: Muestra deteccion de anticuerpos 1gG y pes eluidos con
400 pl. C: muestra deteccion de anticuerpos iga y pss eluidos
en 250 pl.
vpp: valor predictivo positivo; ven: valor predictivo negativo.
Q
Las muestras presentaron un mayor indice de anticuerpos %
IgA con respecto a 1ge tanto en plasma (12.20 + 0.79 vs. o
5.81 + 0.26, p <0.001) como con pBs-250 (9.70 + 0.49 vs. '8
493 + 0.18, p <0.001). Se presentd una buena correlacion G
en el indice de anticuerpos entre plasma y pes-250 (2 = g
0.911), con una pendiente de m = 0.72 (figura 2e), sin em- 0
bargo, la gréfica de Bland-Altman tuvo una mayor disper- Q
o

sion a partir del valor del indice de 12 (figura 2f). Al utilizar
los resultados con un indice menor o igual a 12 se obtuvo
una correlacion r? = 0.974 y una pendiente m = 1.011.
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Figura 2.
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2E. Correlacion IgA plasma/DBS-250
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2F. Bland- Altman IgA plasma/DBS-250

Diferencia indice IgA
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Correlacién y gréaficas de Bland-Altman para la deteccién
de anticuerpos 1gG e Iga contra SARs-cov-2, muestras de
plasmay pss. A, Cy E: Muestra la correlacién de Sperman
entre plasma y pes. A: Muestra la correlacion de anticuer-
pos ige de pBs eluidos en 250 ul. C: Muestra la correlacién
de anticuerpos i1gG de pss eluidos en 400 ul. E: Muestra la
correlacién de anticuerpos iga de pss eluidos en 400 ul. B,
Dy F: Muestran las gréaficas de Bland-Altman entre plasma
y pBs. B: Compara anticuerpos 1gG de plasma y pss eluidos
en 250 ul, la media de diferencias es 0.543 y los limites de
concordancia -2.41 y 3.50. D: Compara anticuerpos 1gG de
plasma y pBs eluidos en 400 ul, la media de diferencias es
0.674 y los limites de concordancia -2.46 y 3.81. F: Com-
para anticuerpos iga de plasma y pss eluidos en 250 ul, la
media de diferencias es 0.72 y los limites de concordancia
-3.88y 5.96.

Discusion

Los resultados de plasma y pBs para la detecciéon de anti-
cuerpos 1gG contra el sars-cov-2 tuvieron buena concor-
dancia, asi como una sensibilidad superior a 97% vy una
especificidad de 100% con ambos volimenes de elucion.
La sensibilidad y la especificidad son similares a las descri-
tas en un pequeno estudio (n = 20) que reportd una sensibi-
lidad y especificidad de 100% al usar una elucién de 500 ul.°
Asimismo, Meyers y colaboradores'® reportaron una sensi-
bilidad y especificidad de 96.1 y 98.6%, respectivamente,
utilizando un circulo de 6 mm, 250 ul de elucién y un buffer
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precalentado a 37 °C con una muestra de 273, en ambos
casos con la misma marca comercial que el presente es-
tudio. En un trabajo con 54 muestras, el equipo de Walker
determind un valor de r? = 0.966 y una pendiente de m =
0.969, mostrando una excelente correlacion.' En nuestro
estudio se mejoro la correlacion de los anticuerpos 1gG al
utilizar indices por debajo del valor de 6, por lo que se reco-
mienda hacer una dilucién 1:2 del pss eluido si se detectan
concentraciones mayores a 6 de anticuerpos IgG para lograr
una mejor cuantificacion.

Como se menciond anteriormente, una de las limi-
taciones del uso de pBs es la pequefa cantidad de muestra
biologica; generalmente se realiza una sola prueba con un
“circulo”. Por lo tanto, el uso de una elucién mayor (400 ul)
es una alternativa para hacer dos pruebas serolégicas de
forma simultanea. Es importante considerar que durante la
elucion el papel filtro absorbe aproximadamente 75-100 ul
del buffer.

En relacion con la deteccion de anticuerpos iga, se
encontré un indice mayor que los anticuerpos igG, similar a
lo descrito antes.'>'® Se han informado evaluaciones usando
DpBs para la deteccion de iga, Igv e Ige simultdneamente, ™
sin embargo, sélo se encontrd un informe para la deteccién
Unica de 1ga por bBs. Dicho estudio mostré una sensibilidad
de 83.2% vy una especificidad de 96.5%."® En el presente
reporte se obtuvo una sensibilidad y especificidad cercana
al 100% para la deteccion de iga, asi como una buena corre-
lacion entre los indices de anticuerpos en plasma y pBs-250,
sin embargo, también se recomienda realizar una dilucién
1:2 de la elucién del pes cuando el indice sea mayor a 12
para una cuantificacion mas precisa.

Conclusion

El uso de pes para la deteccion de anticuerpos IgG e IgA
contra el sARs-cov-2 mostrd una sensibilidad y especificidad
superior a 97%, siendo ligeramente inferior al eluir ps en
400 ul; en consecuencia, se detecté un alto indice de Yamar
(considerando simultaneamente sensibilidad y especifici-
dad), asi como una alta concordancia (pruebas k). Se puede
afirmar que el uso de pss para la deteccién y cuantificacion
de anticuerpos 1gG € Iga contra el sars-cov-2 es factible utili-
zando el kit comercial Euroimmun.
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