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Resumen

El uso de Plasma de Convalecien-
te de COVID-19 (PC-CoV19) como
coadyuvante en el tratamiento de
pacientes, tendria impacto socioe-
condémico importante al disminuir
el periodo de estancia hospitalaria y
letalidad por la enfermedad. La de-
terminacion de anticuerpos en plas-
ma de potenciales donantes es crite-
rio fundamental para su seleccion.
Existe dificultad para disponer de
pruebas serologicas certificadas que
cuantifiquen anticuerpos especificos
contra SARS-CoV-2. Las Pruebas
de Diagnostico Réapido (PDR) se
convierten en herramienta 1til yal al-
cance para la seleccion de pacientes
recuperados, potenciales donantes

de PC-CoV19.Este estudio evaluo6 el
porcentaje de positividad de diferen-
tes PDR en veintidos (22) muestras
de pacientes con COVID-19 con-
firmada por RT-PCR. Las muestras
se analizaron siguiendo el procedi-
miento descrito por cada fabricante.
Se analiz6 el comportamiento de las
PDR en pacientes sintomaticos y
asintomaticos en diferentes momen-
tos de la enfermedad. El porcentaje
de positividad fue de 100% con dos
de las tres pruebas utilizadas, una de
las cuales discrimina IgM de IgG.
Se concluye que la presencia de IgG
se registra a partir de los 15 dias del
inicio de los sintomas y se mantiene
presente a los 59 dias de evolucion
en los pacientes sintomaticos, y que
pacientes asintomaticos podrian ser

considerados candidatos a donantes
de PC-CoV19 pues se evidencid se-
roconversion para IgG. El porcentaje
de positividad a IgG podria dismi-
nuir en los pacientes recuperados.
Se sugiere que pacientes sintomati-
cos con criterio de alta médica sean
considerados candidatos donantes en
momento posterior a 28 dias de la
fecha de inicio de los sintomas. Se
recomienda utilizar PDR que discri-
minen IgM de IgG como herramienta
para la seleccion de donantes de PC-
CoV19.

Palabras clave: COVID-19; prue-
bas de diagnostico rapido; plasma de
convaleciente; 1gM ; IgG
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Use of rapid diagnostict test to select
Covid-19’s convalecent plasma donors

Abstract

The use of COVID-19 Convales-
cent Plasma (PC-CoV19) as an ad-
juvant for the treatment of patients,
would have a significant socioeco-
nomic impact by reducing the leng-
th of hospital stay and lethality due
to the disease. The determination of
antibodies in plasma from potential
donors is a fundamental criterion
for their selection. There is difficul-
ty in obtaining certified serological
tests that quantify specific antibodies
against SARS-CoV-2. Rapid Diag-
nostic Tests (PDR) become a useful
and accessible tool in the selection
of recovered patients, potential PC-

CoV19 donors. This study evaluated
the positivity rate of different PDRs
in twenty-two (22) samples from pa-
tients with COVID-19 confirmed by
RT-PCR. The samples were analyzed
following the procedure described by
each manufacturer. The performance
of PDRs was analyzed in sympto-
matic and asymptomatic patients at
different times of the disease. The
positivity rate was 100% with two
of the three tests used, one of which
discriminates IgM from IgG. It is
concluded that the presence of IgG
is recorded 15 days after the onset
of symptoms and remains present at
day 59 of evolution in symptomatic
patients, and that asymptomatic pa-

tients could be considered candidates
for PC-CoV19 donors since IgG se-
roconversion was evident. The posi-
tivity rate to IgG could decrease in
the recovered patients. It is sugges-
ted that symptomatic patients with
medical discharge criteria be consi-
dered donor candidates after 28 days
from the date of onset of symptoms.
It is recommended to use PDRs that
discriminate IgM from IgG as a tool
for the selection of PC-CoV19 do-
nors.

Key words: COVID-19; rapid diag-
nostic test; SARS-COV-2; convales-
cent plasma; IgM ; IgG
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Introduccion

En diciembre de 2019, en la
ciudad de Wuhan, China, se registrd
un aumento inusual de casos de
infecciébn respiratoria aguda de
rapida progresion y alta letalidad.
Al poco tiempo es identificado el
agente causante de esta infeccion,
un coronavirus denominado SARS-
CoV-2, y se caracteriza una nueva
enfermedad denominada COVID-19.
El nuevo SARS-CoV-2 presenta una
alta tasa de transmision motivo por
el cual la enfermedad es declarada
en enero 2020 por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), como
una emergencia internacional en
salud publica, y en marzo como
(OMS, 2020). Esta

enfermedad causa en las condiciones

pandemia.

mas criticas un sindrome respiratorio
agudo letal (Zhou y col., 2020).
Actualmente no existen vacunas que
eviten la enfermedad, ni tratamiento
médico  especifico comprobado
por lo que cualquier alternativa
cientificamente fundamentada para
el tratamiento de la enfermedad

merece ser explorada.

Dentro de los protocolos plantea-
dos esta el uso de plasma de convale-
cientes (PC-CoV19) como alternati-
va terapéutica para el tratamiento de
esta enfermedad (Casadevall,2020).
Su uso se fundamenta en la transfe-
rencia de anticuerpos neutralizan-
tes de los pacientes recuperados a
pacientes con enfermedad aun en
evolucion ademas de otras proteinas
como las citocinas antiinflamatorias,
factores de coagulacion, anticuerpos
naturales, defensinas, pentraxinas y

otras proteinas indefinidas (Garraud
y col. 2016) con lo que se consegui-
ria disminuir la capacidad de infec-
cion y replicacion viral y proporcio-
naria beneficios adicionales como
la inmunomodulacion a través de la
mejora de la respuesta inflamatoria
grave (Linemann y col 2015;Shen
Cy col., 2020).

Se ha reportado que la transfusion
de PC-CoV19
condicion critica puede favorecer su

a pacientes en

recuperacion (Shen C y col., 2020;
Duan y col., 2020). Sin embargo,
la condicion de recuperacion podria
estar sujeta a la concentracion de los
anticuerpos neutralizantes tipo IgG
en el plasma a trasfundir (Casadevall,
2020).

Actualmente en  Venezuela,
no se encuentra disponible un
método estandarizado que permita
cuantificar estos anticuerpos
especificos ni los neutralizantes en el
plasma de los donantes recuperados
de la COVID-19. Existen en el
mundo varios desarrollos de técnicas
inmunologicas tanto de realizacion
como ELISA o
Western Blot, como pruebas para el

en laboratorio,

“punto de atencion” o Pruebas de
Diagnostico Réapido (PDR) como los
ensayos inmunocromatograficos de
flujo lateral. Sin embargo, la falta de
certificacion y disponibilidad de las
técnicas seroldgicas, como ELISA,
para la COVID-19 es referida en
la literatura como limitante de su
utilidad (Krammer y Simon, 2020).
Se hace necesaria la evaluacion y
la certificacion de estas pruebas
serologicas y la determinacion de

anticuerpos neutralizantes si  se
desean utilizar como criterio de
seleccion de los donantes y avanzar
en el desarrollo de la estrategia
terapéutica y con propdsitos de
investigacion de la respuesta inmune
la COVID-19 (Delgado y col. 2020).

Por lo pronto, se debe hacer uso
de los recursos disponibles, como las
PDR, para la seleccion de potenciales
donantes de PC-CoV19. Estas son
pruebas cualitativas, inmunoensayos
capaces de identificar la presencia
de inmunoglobulinas de tipo IgG e
IgM en personas expuestas al virus
a través de reacciones colorimétricas
sensibles al  observador. Los
anticuerpos IgM e IgG para el SARS-
Cov-2 se pueden detectar por estas
pruebas de 2 a 3 semanas después
de la exposicion (Sethuraman y col.,
2020).

En este trabajo nos planteamos
como objetivo evaluar el uso de las
PDR certificadas y disponibles en
el pais como alternativa para la se-
leccion de donantes de PC-CoV19.
Se estudiaron tres PDR de diferen-
tes casas comerciales. Se analizo el
comportamiento de las PDR en la de-
teccion de anticuerpos en pacientes
clasificados en diferentes momentos
de la enfermedad: 7-14, 15-28, 29-38
y 39-59 dias de iniciados los sinto-
mas, evaluamos el comportamiento
de estos anticuerpos en los pacientes
asintomaticos y finalmente en los po-
sibles donantes seleccionados por los
criterios establecidos en el Protocolo
de Plasma Convaleciente (Quimbio-
tec - Banco municipal de Sangre —
MPPS, 2020).

Uso de pruebas de diagnostico rapido en la seleccion de

donantes de plasma convaleciente Covid-19
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Metodologia

Principio general de la técnica de
deteccion

Las PDR de COVID-19 utilizadas
son ensayos inmunocromatograficos
de flujo lateral que en su mayoria
comparten el mismo principio para
deteccion de IgG/IgM en muestras
de sangre, suero o plasma, como es-
tablecen sus fabricantes en los pros-
pectos. Utilizan anticuerpos IgM
anti-humano (linea de prueba IgM),
IgG anti-humano (linea de prueba
IgG) o lineas Unicas compuestas por
ambos tipos de inmunoglobulinas,
e IgG anti-conejo de cabra (linea
de control C) inmovilizadas en una
tira de nitrocelulosa contenidas en
un estuche. Estd compuesto por una
almohadilla o pocillo donde se agre-
ga la muestra, contienen oro coloidal
conjugado con antigenos COVID-19
y conjugados IgG-oro de conejo.

Cuando se agrega una muestra se-
guida de buffer de ensayo, los anti-
cuerpos IgM y/o IgG, se uniran a los
conjugados COVID-19 formando un
complejo antigeno-anticuerpo. Este
migra a través de la membrana de ni-
trocelulosa por capilaridad. Cuando
el complejo se encuentra con la li-
nea del anticuerpo inmovilizado co-
rrespondiente (IgM anti-humano y/o
IgG anti-humano), el complejo que-
da atrapado formando una linea de
color rojizo que confirma un resulta-
do reactivo de la prueba. La ausencia
de una banda coloreada en una de las
lineas de prueba indica un resultado
no reactivo. La prueba contiene un
control interno (banda C) que debe

exhibir una banda de color rojizo del
conjugado inmunocomplejo de cabra
anti-conejo IgG / conejo IgG-oro in-
dependientemente del desarrollo de
color en cualquiera de las bandas de
prueba. De lo contrario, el resultado
de la prueba no es valido y la mues-
tra se debe volver a analizar con otro
estuche.

Tipo de Estudio

Se realizé una investigacion des-
criptiva observacional. Se usaron
PDR de tres marcas comerciales
disponibles actualmente en Vene-
zuela: WONDFO®, SINOCARE®,
ANHUI®. Cada muestra de suero se
analizo siguiendo el protocolo des-
crito por cada fabricante. Se definid
como criterio de positividad de la
prueba la aparicion aunque leve de
una la franja indicadora.

De las pruebas utilizadas, solo
ANHUI® tiene la capacidad de de-
tectar en franjas independientes la
presencia de IgM e I1gG

Seleccion y clasificacion de las
muestras de pacientes

Se usaron muestras de suero e
informacion clinico epidemiologica
de veintidés (22) pacientes con
COVID-19 confirmada por RT-
PCR entre el 15 de Marzo y 30 de
Abril. Las muestras fueron obtenidas
con consentimiento  informado
en las actividades de vigilancia y
control de la Direccion de Salud
del Estado Miranda y tomadas por
personal capacitado del Servicio
de Epidemiologia, trasladadas y
almacenadas en Quimbiotec a -70°C

hasta el momento del estudio.

Con la informacion clinico-epide-
mioldgica se clasificaron las mues-
tras de acuerdo a las siguientes con-
sideraciones:

a. Pacientes sintomaticos: Se esta-
blecié el Momento de Evolucion de
la Enfermedad (MEE) estimando los
dias entre la Fecha de Inicio de los
Sintomas (FIS) y la Fecha de la Toma
de la Muestra de suero (FTMs).

[1] MEE (dias)= FTMs —-FIS

b. Pacientes asintomaticos: Estos
pacientes son en su mayoria contac-
tos de pacientes sintomaticos. Para
el momento de este estudio, en los
casos sintomaticos confirmados, re-
gistrados por la Direccion General
de Epidemiologia, el promedio de
dias entre la FIS y la fecha de la toma
de la muestra con la que se hizo el
diagnostico por RT-PCR, fue apro-
ximadamente de 5 dias y el tiempo
promedio de respuesta entre la toma
y la fecha del resultado se estimaba
en dos (2) dias (comunicacidn perso-
nal). En este trabajo para la estima-
cion del MEE en los casos asintoma-
ticos se considerd discrecionalmente
como fecha equiparable a la FIS los
7 dias antes a la fecha del diagnosticé
por RT-PCR.

[2] MEE (dias)= FTMs — (Fecha de
Diagnéstico RT-PCR (+) - 7 dias)

Para  describirlos  resultados
de las pruebas por MEE en todas
las muestras estudiadas, estas se
clasificaron en periodos de: 7-14
dias, 15 a 28 dias, 29 a 38 dias, 39

Becerra, et al.
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a 59 dias. Al analizar por separado
el comportamiento de las pruebas
en sueros de pacientes asintomaticos
estos se clasificaron en dos grupos:
de 7-19 y 20-50 dias, debido al

reducido nimero de muestras.

Se determiné y se comparo el
porcentaje de positividad de las
pruebas entre ellas y se describio
el comportamiento en los grupos

especificados.

En este trabajo nos referimos
a porcentaje de positividad de las
pruebas en las muestras estudiadas
porque el proposito no fue validar las
pruebas (determinar su sensibilidad
y especificidad y valores predictivos)
sino evaluar su uso especifico en la

seleccion de donantes.

Aplicacion de la PDR en 1la
seleccion de donantes de plasma de

convaleciente

De acuerdo al protocolo estableci-

do por Quimbiotec C.A. y el Banco
Municipal de Sangre, se definen las
condiciones para la identificacion y
captacion de donantes, para la afé-
resis, procesamiento, conservacion,
almacenamiento, distribucién, trans-
fusion y evaluacion de la seguridad y
eficacia del Plasma de Convaleciente
(Quimbiotec-Banco Municipal de
Sangre-MPPS, 2020). En el Proto-
colo, son considerados donantes de
plasma las personas que cumplan los
siguientes criterios de seleccion:

*Haber sido diagnosticado con
COVID -19 por RT-PCR.

*Alta médica que incluye tener 2
PCR negativos.

*Tener mas de 14 dias de estar
dado de alta clinica.

*Encontrarse en buena condicion
de salud.

*Satisfacer los criterios
generales de un donante de sangre:
serologias negativas.

Una vez definidos los criterios de
uso de las PDR con los resultados

obtenidos con las 22 muestras, se
estudiaron las muestras de cinco (5)
pacientes candidatos a donacion de
PC-PCoV19.

Resultados

El caracter cualitativo de las
pruebas y la intensidad variable de
la reaccion colorimétrica amerito el
establecimiento de un criterio para
considerar positividad, para lo que
fue 1til la comparacion simultanea de
los resultados de una misma muestra
en los tres estuches de las marcas
utilizadas (Figura 1la). En varios
casos se observd que el resultado
positivo de la muestra de un mismo
paciente, se apreciaba con una banda
marcada y fuerte en un estuche,
coincidiendo con una banda delgada
y fina en otro (Figura 1.b).

Figura 1. (ay b) a. Determinacion de la condicion de positivo en los diferentes estuches
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La variacion en el tamano de la
banda puede deberse a la presencia
de una mayor concentracion de
anticuerpos en la muestra de suero,
que resulta en una mayor intensidad
en la reaccidon colorimétrica de
estos con los antigenos fijados en el
papel de celulosa. Por esta razon se
establecen ambos resultados como

positivos

Una vez definido un criterio de
apreciacion de positividad con las
PDR,
de positividad en las veintidos (22)

se determind el porcentaje

muestras de suero, catorce (14)
pacientes sintomaticos y ocho (8)
asintomaticos confirmados todos por

RT-PCR, yen diferentes MEE para la
FTMs.

Las pruecbas de ANHUI® vy
WONDFO ® tuvieron un porcentaje
de positividad del 100%, mientras
que los SINOCARE ® fue positiva
en el 82% de las muestras estudiadas
(Figura 2).

Figura 2. Porcentaje de Positividad de las PDR: ANHUI®, WONDFO®, SINOCARE ®, en 22
muestras de pacientes positivos para RT-PCR
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Se parte de la premisa que
la identificacion de IgG en los
candidatos a donantes es condicion
necesaria para asumir la presencia
de anticuerpos neutralizantes en
estos pacientes (Wu y col., 2020),
y debido a que la prueba ANHUI®
resulto efectiva en la clasificacion del
100% de las muestras de pacientes
estudiadas, y que adicionalmente
es posible discriminar entre de IgM
e IgG, se recomienda esta prueba
como herramienta de seleccion
para los pacientes convalecientes
que donaran plasma. La prueba de
deteccion conjugada de 1gM/IgG se
recomienda como método secundario
de comprobacion de resultados,
en los casos que el evaluador lo

considere necesario.

Evolucion de la presencia de
anticuerpos IgM/IgG
en pacientes COVID-19
positivos

Para el estudio se clasificaron las 22
muestras de pacientes confirmados
con RT-PCR positivos en cuatro
diferentes MEE: 7-14,15-28,29-38 y
39-59 dias de iniciados los sintomas.
Con la PDR capaz de discriminar
IgM de IgG se observo que: entre
los 7- 14 dias estimados de infeccion
se evidencia presencia de IgG en el
60% de los casos. Ya para el MEE de
15-40 dias el 100% de los pacientes
evidenciaron IgG, positividad que
se mantuvo en el resto de periodos
de MEE estudiados (Figura 3).
En el caso de la IgM se observa

una disminuciéon progresiva de la
proteina siendo el mayor porcentaje
de pacientes con IgM detectable entre
la segunda y la tercera semana de la
enfermedad, lo que concuerda con
los reporte encontrados (Sethuraman
y col., 2020), (Figura 3).

Con base en estos resultados
se sugiere identificar potenciales
donantes de plasma convaleciente
por el resultado positivo de prueba
rapida entre 15-40 después de FIS y
captarlo para la donacion efectiva y
obtencion del PC-CoV19 entrel0-14
dias después del alta médica.

Figura 3. Evolucion de IgM/IgG anti SARS-CoV-2 en los diferentes estadios de la enfermedad
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Pacientes Asintomaticos

Uno de los grupos de interés duran-
te el estudio fue el de los pacientes
asintomaticos. Al momento en que
se escribe este manuscrito, se estima
que, en la casuistica nacional, los ca-
sos asintomaticos conforman el 87%
de los casos activos de COVID19
a la fecha (Reporte de la Comision
Nacional para la prevencion de CO-
VID19, 28 de Junio 2020).

En este trabajo se estimé el MEE
en los casos asintomaticos, los dias
transcurridos entre 7 dias antes de la
fecha de la toma de la muestra de RT-
PCR con la que se confirmé el caso y
la fecha de la toma del suero (FTMs).
Se analizaron los resultados de ocho
(8) pacientes asintomaticos, cinco
(5) de los cuales se encontraban en
el MEE= 7-19 dias y tres (3) en el
MEE= 20-50 dias. Se observo que
los pacientes con MEE de 7-19

dias mostraron presencia de IgM e
IgG y la mayoria de los pacientes
presentaban bandas positivas fuertes
para IgM. En los pacientes con
MEE de mas de 20 dias disminuyd
la cantidad de pacientes con IgM en
60%, pero todos mantuvieron IgG
(Figura 4).

Figura 4. Evolucion de Pacientes Asintomaticos (n=8)
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Con base en estos resultados, se
sugiere considerar a los pacientes
asintomaticos para la donacion
de plasma convaleciente. Con los
resultados obtenidos, se establecieron
los criterios para el uso de PDR en
la seleccion donantes de plasma

convaleciente.

Evaluacion de
candidatos para
donacion de PC-CoV19

Durante la ejecucion del protoco-
lo se identificaron cinco (5) donantes

potenciales: tres (3) sintomaticos y
dos (2) asintomaticos. Todos se en-
contraban entre los 50-60 dias del
MEE.

Los resultados de la PDR de los 5
(cinco) pacientes son los siguientes:

*En dos (2) pacientes recuperados
candidatos no hubo deteccion de
anticuerpos con ninguno de las tres
PDR.

*Tres (3) pacientes recuperados
mostraron presencia de anticuerpos
con el uso de ANUHI® de los que
uno (1) presentd solo IgM positiva
y los otros dos (2) IgM e 1gG(40%

del total de candidatos estudiados)
(Figura 5). En uno de estos dos (2)
pacientes la prueba de anticuerpos
conjugada (WONDFO®)
negativa. Los dos pacientes con IgM

resulto
e IgG fueron pacientes sintomaticos.

Estos pacientes recuperados con
criterios para la donacion fueron
convocados para obtencion de PC-
CoV19. Una semana después, al
momento de la plasmaféresis, se
repiti6 PDR y ambos pacientes
resultaron positivos solo para IgG.

Figura S. Evaluacion de posibles donantes convalecientes (n=5)
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La falta de reactividad a las PDR
por dos pacientes recuperados con
diagndstico de enfermedad por PCR
llamo la atencién, haciendo pensar
en falsos negativos en la PDR o
falsos positivos por la técnica de
diagndstico molecular. Sin embargo,
hay estudios que reportan que 8,5
% de pacientes que no producen
anticuerpos detectables a través de
la técnica de ELISA, después de 60
dias de la infeccion (Staines H. y
col., 2020).

Es importante sefialar que
se consiguieron resultados de
porcentajes de positividad diferentes
en las muestras de pacientes RT-PCR
positivos analizados en este estudio
para definir criterios, y en las de los
pacientes recuperados identificados
como candidatos para la donacion de
PC-CoV19. Esta variacion sugiere
que la remision de la enfermedad
puede influir en la produccion de
anticuerpos IgG, sin embargo las
pocas muestras analizadas impiden
conclusiones al respecto.

El  presente estudio tiene
limitaciones en el tamafno de la
muestra, en el caracter cualitativo de
las pruebas utilizadas y la discrecion
de la determinacioén de positividad.
Ante la falta de disponibilidad de
una prueba certificada de ELISA en
el pais, las PDR son herramienta util
para la seleccion de donantes.

Conclusiones

*Ante
cuantitativas de determinacion de

la falta de pruebas

anticuerpos en la COVID-19, se
recomienda utilizar las PDR con
capacidad de detectar y discriminar
IgM e IgG, en el proceso de seleccion
de donantes de PC-CoV19.

*La identificacion de IgG por
PDR en el plasma de los potenciales
donantes es criterio para su seleccion
y proceder a la obtencion de PC-
CoV19 por plasmaféresis.

*Los pacientes asintomaticos
pueden ser considerados candidatos
para la donacion de PC-CoV19
ya que se evidencio en ellos
seroconversion de IgG. Sin embargo,
es necesario profundizar el estudio
del plasma de pacientes sintomaticos
y asintomdticos pues se plantea
variabilidad en la produccion
de anticuerpos neutralizantes
dependiente de la severidad de la

enfermedad (Cervia C., 2020).

COVID-19
confirmados pero asintomaticos se

*En  pacientes

propone estimar el Momento de
Evolucion de la Enfermedad desde
siete dias previos al momento de
la Fecha de la Toma de la Muestra
con la que se hace el diagnostico
molecular  confirmatorio.  Esta
discrecion permitiria clasificar los
pacientes asintomaticos por tiempo
estimado de evolucion y describir
la cinética de los anticuerpos y
respuesta inmunoldgica humoral en
ellos.

*En las muestras de pacientes

estudiados para definir criterios
de seleccion, la presencia de IgG

se identifico desde los 15 dias de

evoluciéon y se mantuvo en todos
los Momentos de Evolucion de la
Enfermedad, que en este estudio
lleg6 hasta los 59 dias. Sin embargo
en las muestras de los pacientes
recuperados, potenciales donantes
identificados, hubo una disminucion
del porcentaje de positividad de I1gG
en periodos mayores de 40 dias de
evolucion de la enfermedad. La
respuesta inmunoldgica humoral

debe ser estudiada en casos

asintomaticos y sintomaticos.

La preseleccion de potenciales
donantes con el uso de PDR se
puede iniciar entre los pacientes
con la COVID-19 aun activos, entre
los 14 a 28 dias de la evolucion de
la enfermedad y captarlo para la
donacion efectiva y obtencion del
PC-CoV19 entre 10-14 dias después
del alta médica.

*Se requiere profundizar el
estudio de la respuesta inmunolédgica
humoral y la cinética de anticuerpos
en la infeccion por SARS-CoV-2y en
la COVID-19y para esto es necesaria
la  disponibilidad de
certificadas para la determinacion

técnicas

cuantitativa de anticuerpos y estudios
de neutralizacion in-vitro.
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