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Validacion secundaria y verificacion del desempeno
de la prueba rapida “HIGHTOP One Step rapid test”
SARS-CoV-2 IgM/IlgG Antibody rapid Test (immunochromatography)

Se realizd el anélisis de exactitud y concordancia de la prueba “HIGHTOP One Step rapid test” frente al estandar de
referencia RT-PCR (“Diagnostic detection of 2019-nCoV by real-time RT-PCR Charité Virology, Berlin, Germany”), con
seguimiento de los casos positivos (sintomaticos y asintomaticos) a los 7, 14y 21 dias posterior a la prueba positiva por Rt-
PCR. En un total de doscientas noventa y cinco (295) muestras que incluyeron: (i) Cien (100) muestras de sueros negativos
historicos, (i) Cien (100) muestras de sueros negativos por RT-PCR, (iii) Treinta y ocho (38) muestras de suero de pacientes
asintomaticos con pruebas de RT-PCR positiva y (iv) Cincuenta y siete (57) muestras de suero de pacientes sintomaticos,

con pruebas de RT-PCR positiva (Tabla 1y 3).

1. Procedimiento de la prueba

Para llevar a término la validacién, los kits con anterioridad
fueron almacenados bajo llave Unicamente al alcance de
personal autorizado, a temperatura ambiente (14 + 7°C)
y protegidos de la luz solar directa. Los kits utilizados por
caja de 40 unidades registraron fecha de vencimiento del
2021/03, con numero de lote COV1252003C junto con el
diluyente usado por caja. La validacion se realizé en las ins-
talaciones del Instituto Nacional de Salud, el dia 03 de Junio
del 2020 por personal capacitado, teniendo en cuenta to-
das las instrucciones de uso de la prueba registradas en el
inserto del kit.

Se selecciond un vial de trabajo de los 295 sueros a eva-
luar del biobanco COVIDCOL, los cuales estaban en conge-
lacién. Posteriormente se descongelaron a temperatura de
refrigeracion (5£3°C) y finalmente se llevaron a temperatura
ambiente (14 + 7°C) hasta el momento del montaje. Antes

de realizar el montaje primero se verificoé que el empaque
del dispositivo estuviera sellado correctamente y no presen-
tara ninguna anormalidad, posteriormente se marcé cada
dispositivo en la parte superior con el nimero de la muestra
correspondiente para cada vial. Antes de la adicién de mues-
tra fue homogenizada y se recolectaron 10 pl de suero con
ayuda de una micropipeta (equipo calibrado), adicionando
en el pocillo de muestra del dispositivo, e inmediatamente
se depositaron 2 gotas de diluyente de muestra en el pocillo
del dispositivo destinado para este mismo. Con un crono-
metro se contabilizaron 15 minutos y pasado este tiempo se
realizd la lectura del resultado. Los resultados fueron leidos
por dos observadores con una concordancia de K=1, tenien-
do como base de interpretacién lo descrito segun inserto. La
informacion se registrd en una base de datos especifica para
la validacion de la prueba en medio magnética.

2. Analisis de los grupos de estudio para la IgM

De un total de 195 muestras evaluadas con RT-PCR (95 positivas y 100 negativas), 33 muestras fueron positivas para SARS-
CoV-2 con la prueba rapida y 162 muestras fueron clasificadas como negativas, para anticuerpos tipo IgM. Se excluyen los

negativos histéricos (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificaciéon diagnostica de los grupos en estudio para la prueba rapida de IgM

RT-PCR
n=195

Prueba Serologica

Inmunocromatografia para IgM Total
Positiva Negativa
Negativos historicos* N/A 0 100 100
cN(fng?Rt';'YlgéRCOV|D-1 9 confirmado 100 5 03 100
Asintomaticos RT-PCR Positivos 38 7 31 38
Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 24 33 57
Total 33 262 295

*Negativo histérico: Sueros de personas tomados entre 2017-2018, para uso en vigilancia en salud publica

u otro fin, con autorizacién para otro tipo de anélisis por consentimiento informado.
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La validez de criterio divergente, al realizar evaluacion con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue calculada en
100% (IC95% 96,6 — 100%).

De acuerdo con la fecha de inicio de sintomas el grupo de pacientes sintomaticos con RT-PCR positiva (n=57), fue dividido
en dos grupos para el analisis, considerando la fecha de inicio de sintomas: i) entre 8 y 11 dias y ii) mas de 11 dias. 24
muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 33 como negativas (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién diagnoéstica del grupo de sintomaticos para la prueba de IgM

Prueba Serolégica

Sintomaticos RT-PCR Positivos Inmunocromatografia para IgM

Positiva W[ EVIYE]
Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas 2 7 9
Mas de 11 difas de inicio de sintomas 22 26 48
Total 24 33 57

3. Analisis de los grupos de estudio para la IgG

De un total de 195 muestras evaluadas con RT-PCR, 40 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 con la prueba serolégica
rapida “"HIGHTOP One Step rapid test” y 155 muestras fueron clasificadas como negativas, para anticuerpos tipo IgG
por esta prueba. Se excluyen los negativos histéricos (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacién diagndstica de los grupos en estudio para la prueba rapida de 1gG

Prueba Seroldgica

A Inmunocromatografia para IgG Total
n=195 Positiva Negativa
Negativos historicos* N/A 1 99 100
Elsr?ﬂ/g&covm 19 confirmado 100 4 % 100
Asintomaticos RT-PCR Positivos 38 6 32 38
Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 30 27 57
Total 41 254 295

*Negativo historico: Sueros de personas tomados entre 2017-2018 para uso en vigilancia en salud publica

u otro fin con autorizacion para otro tipo de anélisis por consentimiento informado.

La validez de criterio divergente, al realizar evaluacién con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue calculada en
99% (IC95% 97 — 100%).

De acuerdo con la fecha de inicio de sintomas el grupo de pacientes sintomaticos con RT-PCR positiva (n=57), fue dividido
en dos grupos para el andlisis, considerando la fecha de inicio de sintomas: i) entre 8 y 11 difas y ii) mas de 11 dias. 30
muestras fueron clasificadas por la prueba seroldgica rapida como positivas y 27 como negativas (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacién diagnéstica del grupo de sintomaticos para la prueba de IgG

Prueba Seroldgica.
Inmunocromatografia para IgG

Sintomaticos RT-PCR Positivos

Positiva Negativa

Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas 1 8 9
Mas de 11 dias de inicio de sintomas 29 19 48
Total 30 27 57
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Tabla 5. Resultados de exactitud diagnéstica y concordancia de la prueba serolégica rapida “HIGHTOP One Step rapid test”

frente a RT-PCR para SARS-CoV-2-COVID-19. Utilidad y recomendaciones para su uso de acuerdo con escenarios de aplicacion de la prueba

Escenarios | Descripcion N Sen Esp Exactitud | LR+ LR- Kappa Recomendacion Utellsléiea:a?igra
. - La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
Eﬁ;ﬁ;@;aii.f]tgcr)ﬁ;.cclgn IgM 195 32.63% | 98.00% 66.15% 16.32 0.69 0.311 presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti-
Escenario 1 ! icay asi ica . SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, y su capacidad de detectar No es util
independientemente del inicio casos cuando no se tiene claridad sobre el inicio de sintomas ni de la
de sintomas o exposicion [e]€] 195 37.89% 96.00% 67.69% 9.47 0.65 0.344 exposicion es muy baja
La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
IgM 157 | 42.11% | 98.00% | 77.71% 21.05 0.59 0.454 | presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti-
Prueba aplicada a SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. Sin embargo su capa;idad Es il solo
. poblacién sintomatica GG 157 | 52.63% | 96.00% 80.25% 13.16 0.49 0.533 |de detectar casos cuando no se tiene claridad sobre el inicio de .
Escenario 2 independientemente del inicio ° 0 0 0 sintomas es baja para la IgM e I9G cokangr_lsg; con
de sintomas o exposicion Acs La prueba presento diferencias entre casos con presencia de
Totales 257 58% 97% 88,32% 19.3 0.43 0.61 | anticuerpos IgM e IgG, por tanto se determina una sensibilidad buena
IgM/ IgG para anticuerpos totales y especificidad alta.
La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
Prueba aplicada a poblacion IgM 109 | 22.22% | 98.00% | 91.74% 11.11 0.79 0.271 | presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti- No es
Escenario 2.a sintomatica (entre 8 y 11 dfas SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. Entre 8 y 11 dias de inicio e
de inicio sintomas) G 109 1111% | 96.00% 88.99% 278 0.93 0.090 de sintomas, no fue efectiva en detectar casos. Sensibilidad muy baja il
' ' ' ' ' ' para IgM e IgG
La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
: b Prueba aplic(ada adpoﬂagién IgM 148 | 45.83% | 98.00% 81.08% 22.92 0.55 0.504 E};e;gngia\/d; anticttjerpos Ith e IgG, cuanfo inmLé)nogIobuIinas a%ﬁi- EsttiléoIo
scenario 2.b: | sintomatica (mas de fas -CoV-2 no estan presentes en suero La prueba es mas sensible | combinada con
de inicio sintomas) IgG 148 | 60.42% | 96.00% 84.46% 15.10 0.41 0.614 |Para detectar casos en sintomaticos por encima de 11 dias de inicio de RT-PCR**
sintomas para IgM Sensibilidad baja y para IgG moderada.
Prueba aplicada a poblacién La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
asintomépt)ica inde anndiente IgM 138 | 18.42% | 98.00% | 76.09% 9.21 0.83 0.215 | presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti-
Escenario 3 del tiempo de exp%sicic’)n SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, y su capacidad de detectar No es util
(post-infeccion) IgG 138 | 15.79% | 96.00% | 73.91% 3.95 0.88 | 0.153 Icrffzocscfo“naggfnﬂcy’ ggjge”e claridad sobre la exposicion o momento de
Prueba aplicada a poblacion e
: o - Py La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
.639 .009 .639 . . 0.382 . A . . :
fr?ér;togzti;?tg f%r;tr?tr:ztéfa IgM 295 3263% | 99.00% 77.63% 32.63 0.68 presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti-
Escenario 4 tiemgo de exposicién o SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, y su capacidad de detectar No es util
. ' casos cuando no se tiene claridad sobre el inicio de sintomas ni de la
ﬁgtg:\c%ss)(mcluyendo sueros [e]€} 295 37.89% | 97.50% 78.31% 15.16 0.64 0.416 exposicion es muy baja
Prueba aplicada a
poblacién sintomatica IgM 257 42.11% | 99.00% 86.38% 42.11 0.58 0.510 |La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
Escenario 5 independientemente del presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti- NG es (il
tiempo a la exposicién o SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, y su capacidad de detectar
;l’ntomas )(incluyendo sueros IgG 257 52.63% | 97.50% 87.55% 21.05 0.49 0.582 | casos cuando no se tiene claridad sobre el inicio de sintomas es baja
istoricos
n e La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
ﬁ;ﬂe?i?“c?dnatf %Ob|f1C'gP IgM 209 22.22% | 99.00% 95.69% 22.22 0.79 0.289 presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti-
Escenario 5.a sintomatica entre © y as SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, adicionalmente entre 8 No es util
ealliEs @l S 19G 209 | 11.11% | 97.50% 93.78% 4.44 0.91 0.102 |y 11 dias de inicio de sintomas, no fue efectiva en detectar casos
(incluyendo sueros histéricos) g A7 -2U% /670 . . . Sensibilidad muy baja
Prueba aplicada a poblacién o o o La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
inut m’tipl (M3 d% 11 dias IgM 248 45.83% | 99.00% 88.71% 45.83 0.55 0.553 presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas anti- Es util solo
Escenario 5.b Zesgue’as 5: iniceif) sintomnas) SARS-CoV-2 no estan presentes en suero La prueba es mas sensible | combinada con
; S 19G 248 | 60.42% | 97.50% 90.32% 24.17 0.41 0651 |paradetectar casos en sintomaticos por encima de 11 dias de inicio de RT-PCR**
(incluyendo sueros histéricos) E ’ ’ ’ sintomas para IgG con sensibilidad moderada.
Prueba aplicada a poblacién IgM 538 18.42% | 99.00% 86.13% 18.42 0.82 0252 |La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar la
asintomatica independiente ) ) ) ) ) ) presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas
Escenario 6 mente del tiempo de anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero La prueba aplicada a No es util
3 QMU . . A . . e
exposicion (incluyendo sueros I9G 238 15.79% | 97.50% 84.45% 6.32 0.86 0.186 | poblacién asintomatica independiente del tiempo de exposicion es
histéricos) poco sensible tanto para IgM como para IgG. Sensibilidad muy baja.

LR+: Razén de verosimilitud positiva

LR-: Razén de verosimilitud Negativa

Sen: Sensibilidad, Esp: Especificidad, *Probable no circulacion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en sangre. Coincide con la literatura sobre generacién de anticuerpos
posterior al dia 9, con mejor rendimiento después del dia 14; **Probable circulacién de anticuerpos en sangre, por lo que su deteccion es recomendable.
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En este informe se logré evaluar la validez y concordancia diagnéstica de la prueba serolégica rapida “HIGHTOP One Step

rapid test”. La prueba en mencién demostro:

1. Alta especificidad con sueros negativos con RT-PCR y con sueros negativos histéricos tanto para IgM como para IgG,
presentando validez de criterio del 99% y 100% respectivamente.

2. Sensibilidad moderada 60.42% en pacientes sintomaticos (leve a moderado) de méas de 11 dias de inicio de sintomas

3. Aunque la concordancia entre observadores obtuvo un Kappa igual a uno, se observaron bandas de reaccion tenue
y muy tenue en el 69.7% de pruebas IgM positivas y en 6.3% de las pruebas de IgG positivas, lo cual disminuye el

desempeno del método.

Discusion

Es cada vez més frecuente el uso de pruebas rapidas en el
escenario de la pandemia de la COVID-19. Estas pruebas se
dividen en pruebas rapidas moleculares y pruebas rapidas
serolégicas. Estas Ultimas han generado expectativa sobre su
alcance diagnéstico y su uso se hace a nivel mundial con
mayor frecuencia.

La aplicacion de pruebas alternativas a las pruebas moleculares
RT-PCR para uso poblacional, es recomendada para separar
individuos ya expuestos a la infeccién que han tenido
presentaciones asintomaticas o leves, para considerarlos como
no susceptibles y priorizar su retorno a actividades laborales
en comunidad que pueden ser consideradas de alto riesgo
para adquirir la infeccion por el contacto repetido con otras
personas (1). Por lo anterior, la deteccién de anticuerpos en
este grupo poblacional es critica en el marco de la vigilancia
epidemioldgica de esta pandemia.

Las pruebas serolégicas permiten la identificacion de
anticuerpos especificos contra antigenos del virus generados
a partir de la respuesta inmunolégica del individuo. Las
proteinas estructurales de nucleocapside (N) y la proteina
de espiga (S) son frecuentemente empleadas en estas
metodologias por su papel inmunogénico. Siendo Utiles para
evaluar la seroprevalencia de enfermedades infecciosas de
manera retrospectiva tras las fases epidémicas iniciales (1-3).
Esto se confirma con los hallazgos de estudios de validacion,
en los que se demuestra que es posible lograr una adecuada
clasificacion de sujetos sintométicos por COVID-19, cuando
se conocen los tiempos desde la exposicion (post-infeccién)
0 inicio de sintomas.

Recientemente se ha publicado en la literatura el
comportamiento de la generacidon de anticuerpos para
SARS-CoV-2 considerando los datos disponibles hasta hoy
(ver figura 1). A partir del mismo, se puede concluir que la
presencia total de IgM e IgG en sangre ocurre a partir del dia

9 después del inicio de sintomas o de iniciada la infeccién.

Aunque un método analitico representado en una prueba
o test de laboratorio haya sido normalizado previamente,
es necesario confirmar si funciona adecuadamente, antes
de proceder a su uso rutinario. A este procedimiento
mediante el cual se evalla el desempefio del método para
demostrar que cumple con los requisitos para el uso previsto
(establecido como resultado de la validacion, en este caso, la
inmunocromatografia para identificar IgG e IgM, especificas
para proteinas de SARS-CoV-2) se le denomina verificacion
o validacion secundaria. Cuando se trata de procedimientos
cualitativos o de pruebas subjetivas (relacionadas con las
capacidades o adiestramiento del observador), se deben
incorporar a los procesos de verificacion, controles positivos
y negativos, siempre que sea posible. La validacion ademas
se hace necesaria cuando se busca demostrar equivalencia
de los resultados obtenidos por dos métodos (por ejemplo,
contrastar la inmunocromatografia con el ELISA o con
la quimioluminiscencia). Dado que titulos mayores de
anticuerpos y asi como una mayor seroconversion son
detectados en la mayoria de los individuos con COVID-19
sintomatico, los sueros controles positivos deben ser
colectados de individuos hospitalizados con cuadros
graves o criticos de COVID-19. Esta tendencia pudiera ser
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problematica si se tiene en cuenta que el uso de las pruebas deberse a que la carga viral en asintomaticos es menor que
serolégicas inmunocromatogréficas se ha sugerido como la reportada en pacientes COVID-19 grave a critico, carga
estrategia para identificar posibles portadores infecciosos viral (carga antigénica) que puede ser la responsable de la
asintomaticos. En estudios se han reportado que sélo uno respuesta inmune, representada en anticuerpos detectables

de cinco individuos positivos para SARS-CoV-2, identificados 0 en una escasa o nula seroconversion, respectivamente (4).
por RT-PCR logré una seroconversion. Esta situacion puede

Figura 1. Historia Viral e inmunoldgica de la infeccién SARS-CoV-2/COVID-19
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Fuente: Consenso colombino de atencién, diagnostico y manejo de la infeccion por SARS-CoV-2/COVID-19
en establecimientos de atencién en salud. Recomendaciones basadas en consenso de expertos e informadas en evidencia.

Conclusiones y recomendaciones

1. La prueba en estudio demostro ser altamente especifica y con sensibilidad moderada en pacientes sintomaticos con
mas de 11 dias después de inicio de los mismos. La concordancia entre esta prueba serolégica rapida IgG e IgM con
la RT-PCR teniendo en este escenario fue moderada para clasificacion de pacientes COVID-19 positivos y negativos
tanto para IgM como para IgG.

2. La utilidad de la prueba como apoyo diagnostico es limitado en los pacientes asintomaticos o sintomaticos que
tengan 11 dias o menos desde el inicio de sintomas o hayan tenido contacto cercano con casos confirmados de
SARS CoV2-COVID 19, dado el alto riesgo de falsos negativos.

3. Otros escenarios especificos con sus resultados y recomendacion respectiva, se encuentran detallados en la tabla 5.
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