. INSTITUTO
NACIONAL DE
SALUD

PROTOCOLO DE VALIDACION SECUNDARIA/VERIFICACION
DE DESEMPENO DE PRUEBAS INMUNOCROMATOGRAFICAS
DE DETECCION CUALITATIVA DE ANTIGENO SARS-CoV-2 (Versién 2)

Elaborado por:

Marcela Mercado Reyes. Bac, MS Epidemiologia Clinica.
Directora de Investigacion en Salud Publica (E) Instituto
Nacional de Salud.

1. INTRODUCCION

El virus SARS-CoV-2 es un coronavirus altamente
contagioso gue genera un sindrome respiratorio
agudo severo conocido como COVID-19. SARS-
CoV-2 es un virus ARN de la familia beta coronavirus.
La estructura del coronavirus estd compuesta
principalmente por

estructurales unas mas conservadas que otras entre

cuatro tipos de proteinas

los diferentes tipos de coronavirus. Las proteinas
estructurales principales son la de membrana (M),
la envoltura (E), la espiga (S) y la nucleocapside (N);
esta Ultima recubre el ARN del virus y lo protege al
interior de la envoltura (1) (2). Sin embargo, la proteina
N es mas conservada entre diferentes coronavirus
lo que puede generar mayor reactividad cruzada,
dando falsos positivos (3). La proteina S se encuentra
compuesta por dos dominios el primero S1 que es
responsable de la union al receptor (RBD) de la célula
a infectar que es el ACE2, y el segundo dominio es el
S2 responsable de la fusion del virus al interior de la
célula a infectar, esta estructura Sl es variable entre
diferentes coronavirus a diferencia de la S2 la cual se
conserva un poco Mas (4).

Las pruebas rapidas de antigeno inmunocromatograficas
para COVID-19 detectan en la muestra del tracto
respiratorio de un individuo proteinas especificas del
coronavirus SARS-CoV-2, son Utiles debido a que brindan
resultados en un menor tiempo y para Su ejecucion no
es necesario el uso de equipos robustos, como tampoco
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de profesionales especializados en biologfa molecular a
diferencia de la prueba confirmatoria por PCR en tiempo
real con transcriptasa inversa (RT-PCR) establecida como
gold standard. Sin embargo, estas pruebas tienden a
tener una sensibilidad mas baja que la RT-PCR vy, por lo
tanto, una prueba rapida negativa puede no ser capaz de
descartar infeccion (5).

A diferencia de las pruebas rapidas inmunocromato-
graficas seroldgicas que detectan anticuerpos con
una mayor sensibilidad pasados 11 dias desde el inicio
de sintomas, la prueba rapida de antigeno presenta
mayor sensibilidad en la deteccidon de casos positivos
confirmados por RT-PCR en la fase inicial de la
enfermedad reportando resultados positivos desde el
primer dia desde el inicio de los sintomas (6). Segun
la dindmica del SARS-CoV-2 se conoce la replicacion
viral en la faringe es mas alta durante los primeros dias
desde la aparicion de sintomas y luego disminuye (7)
(8) (9).

Existe poca informacion sobre el uso de pruebas
rapidas de antigeno (10), siendo necesarios estudios
que demuestren la sensibilidad y la especificidad en
la deteccion de antigeno por estas pruebas, por tal
motivo el presente documento detalla el protocolo de
validacion de pruebas rapidas de deteccion cualitativa
de antigenos en poblacion colombiana, para su
implementacion dentro de la estrategia de control
en la transmision del virus SARS-CoV-2 y mitigar el
impacto en la salud publica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar el desempeno operativo de pruebas rapidas
de deteccién cualitativa de antigeno de SARS-CoV-2,
en diferentes espectros de la enfermedad usando
como prueba de referencia RT-PCR.

2.2 Objetivos especificos

« Verificar los atributos del método que aplican
para el uso previsto.

« Evaluar los resultados para generar un concepto
técnico relacionado con el uso previsto de la
nueva metodologia a implementar.

« Comprobar el desempeno de las pruebas
rapidas en términos de exactitud y concordancia
diagnéstica frente a RT-PCR, realizando un
estudio de comparacion de métodos para
determinar el grado de acuerdo con el indice
Kappa o porcentaje de concordancia.

«  Determinarlaexactitud diagnostica, sensibilidad
y especificidad y la confiabilidad de la misma
mediante el calculo de concordancia entre los
dos métodos.

3. ALCANCE

El presente protocolo de verificacion de desempefio es
aplicable a las pruebas rapidas de deteccion cualitativa
deantigenode SARS-CoV-2 que cuenten convalidacion
reportada previamente por el fabricante-

4. CONDICIONES GENERALES

4.1 Definicion de las pruebas involucradas
en el estudio

Prueba de referencia (gold standard). La prueba
de PCR en tiempo real con transcriptasa inversa
(RT-PCR), consiste en una reaccion en cadena de la

polimerasa que previamente ha tenido una fase de
transcripcion reversa, su sigla en inglés RT (Reverse
Transcription). Mediante la RT se obtiene cADN a
partir de una cadena de RNA. En consecuencia la
técnica de RT-PCR realiza la deteccion y amplificacion
de una secuencia a partir de una hebra de RNA.

Se puede realizar la validacién secundaria con los
protocolos existentes como el reportado por el
Instituto de Virologia de Charité (Diagnostic detection
of 2019-nCoV by real-time RT-PCR Charité Virology,
Berlin, Germany), el Seegene AllplexTM2019-nCoV
Assay (Seegene, Seoul, South Korea), entre otros que
demuestren alta sensibilidad y especificidad y no
tengan reactividad cruzada con otros coronavirus ni
con virus respiratorios estacionales.

Nota: Para el informe de validacion se debe citar el
protocolo utilizado e informar cuales son los genes blancos
especificos en cada RT-PCR utilizada para la validacion
secundaria (gen RdRP, gen E, gen N, Orfla, etc.).

Prueba a evaluar (prueba indice): Pruebas rapidas de
deteccién cualitativa de antigeno de SARS-CoV-2.

Laspruebasrapidasdedetecciondeantigenode SARS-
CoV-2 son un ensayo inmunocromatografico para la
deteccioén cualitativa rapida de proteinas estructurales
del virus en muestras de tracto respiratorio. Los tipos
de pruebas disponibles en el mercado pueden tener
varias diferencias metodolégicas, ademas del tipo
de proteina diana del SARS-CoV-2, la concentracion
del Iimite de deteccion a identificar y el tipo de
anticuerpos utilizados por la técnica, estas pruebas
también se diferencian en la forma de recoleccion
y los tipos de muestra que permiten analizar como
saliva, hisopado o aspirado nasofaringeo, entre otros.
Asimismo se puede hallar diferencias en el disefio
de uso de la tira de nitrocelulosa encontrandose de
forma suelta o dispuesta dentro de un casete; y la
forma de lectura del resultado también puede variar
entre interpretacion visual o mediante uso de un
equipo de lectura automatizada como el utilizado en
pruebas que emiten fluorescencia.

Las pruebas rapidas deben ser procesadas en el
laboratorio segun lo descrito en el item 4.5 de este



. INSTITUTO
NACIONAL DE
SALUD

documento “Procesamiento de muestras’, usando
todosloselementosde proteccion personaladecuados
para la manipulacion de virus respiratorios. Se debe
seqguir el procedimiento dado por fabricante segun
inserto, registrando lote y fecha de vencimiento de los
componentesde la prueba evaluada asicomo la fecha
en la que fue realizada la validacion. Se debe tener en
cuenta para el informe de resultados especificar el
tipo de muestra empleado en la validacion.

4.2 Poblacion de estudio

La validacion se realizara de manera prospectiva, en
poblacion colombiana o extranjera que se encuentren en
territorio Colombiano, en mujeres u hombres que sean
mayores de edad, que acepten ser parte de la validacion
al firmar el consentimiento informado y suministren su
informaciéncompleta,sediligencielafichaepidemiolégica
0 se pueda tener acceso a su historial clinico.

No entraran en el estudio mujeres en embarazo y
menores de edad. Tampoco se incluiran muestras
duplicadas, muestras con informacion faltante o que
no cumplan cadena de frio o algun otro factor que
declare pueda modificar el resultado.

4.2.1 Grupo de positivos

Positivos sintomaticos: Individuos con 11 dias o
menos de inicio de alguno de los siguientes sintomas
de la enfermedad: anosmia, dolor de garganta,
dolor de cabeza, tos, fiebre, dificultad respiratoria
u otro sintoma caracteristico para COVID-19, con
un resultado positivo de RT-PCR para SARS-CoV-2
(prueba de referencia) tomado paralelamente para el
estudio de validacion.

Positivos asintomaticos: Individuos que no hayan
manifestado ningun sintoma de la enfermedad al
momento de recoleccion de la muestra pero sea
un caso sospechoso por haber tenido contacto
O exposicion con un caso positivo anteriormente
confirmado por RT-PCR, que tenga 11 dias 0 menos
entre la exposicion al virus vy la toma de la muestra
y un resultado positivo de RT-PCR para SARS-CoV-2
(prueba de referencia) tomado paralelamente para el
estudio de validacion.

4.2.2 Grupo de negativos

Negativos: Individuos que no hayan manifestado
ningdn sintoma caracteristico de COVID-19 en el
dltimo mes previo a la toma de la muestra, declare
no tener contacto cercano con casos positivos de
COVID-19 confirmado en los ultimos 15 dias previos a
la toma de la muestra y tenga un resultado negativo
de RT-PCR para SARS-CoV-2 (prueba de referencia)
tomado paralelamente para el estudio de validacion.

Criterios de inclusién

« Sujeto que haya sido identificado por una red
prestadora de servicios de salud o por vigilancia
epidemiologia.

« Sujeto que haya sido notificado al Sistema
Nacional de Vigilancia en Salud Publica Sivigila.

formulario de
requerido para
aceptar ser parte de la validacion y suministren
su informacion completa o se pueda tener
acceso a su historial clinico.

« Sujetos que firmen el

consentimiento informado

Criterios de exclusion:

1. Mujeres en embarazo.
Menores de edad.

3. Individuos que previo a la toma de la muestra
hayan usado spray o gotas nasales

4. Muestras duplicadas o con informacién faltante.

4.3 Tamano de muestra

Paradeterminarexactituddelapruebayconcordancia
diagndstica se propone un n = 250 con la siguiente
distribucion, a partir de las prevalencias de los grupos
como se distribuyen en el escenario actual (11) (12) (13).

«  Muestras positivas:
- Sintomaticas: 16 - 48 individuos RT-PCR
positivos con sintomas.

- Asintomaticas: 16 - 48 individuos RT-PCR
positivos sin sintomas.

«  Muestras negativas: 112-144 individuos RT-PCRYy
sintomas negativos.
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4.4 Procedimiento toma de muestra

A los sujetos que cumplen los criterios de estudio se
explicara detalladamente la informaciéon pertinente
del motivo para la toma de muestra, asi como los
objetivos de la validacion, los beneficios individuales
y colectivos del mismo, la metodologia a realizar
en la toma de muestra, las molestias y posibles
riesgos que se pueden presentar, sus derechos vy
responsabilidades, segun lo explica el consentimiento
informado. El sujeto acepta ser parte del estudio
firmando el consentimiento y posteriormente se
procede a realizar la toma de muestras.

Para cumplir con el fin del estudio se realizara doble
toma de muestra de tracto respiratorio, recolectando
una primera muestra para realizar la prueba rapida de
antigeno a evaluary la segunda muestra para realizar
prueba molecular confirmatoria por RT-PCR.

Latomade muestraserealizara por personal capacitado
siguiendolasdirectricesde laboratorio paraladeteccion
y diagnéstico de la infeccién con el nuevo coronavirus
2019 (14), teniendo en cuenta todas las instrucciones
de bioseguridad y debido uso de los equipos de
proteccion personal adecuada para virus respiratorios,
como los son respirador N95, gorro, visor, careta o
monogafas, bata manga larga antifluido, guantes no
estériles, vestido quirdrgico debajo de la bata que se
retira al final de la toma de la muestra. Es importante
tener en cuenta que dentro de las recomendaciones
de los fabricantes esta desechar el hisopo utilizado en
la toma una vez se sumerja en la solucion diluyente del
ensayo, este descarte debe hacerse cuidadosamente
en condiciones de bioseguridad (Ver cada una de las
especificaciones segun tipo de prueba).

Luego de la toma de muestra, se deben cumplir las
condiciones de almacenamientoy de refrigeracion de
la misma. Para realizar la prueba rapida de antigeno
se debe tener en cuenta las especificaciones de uso
del fabricante en el inserto (depende de cada prueba)
como la temperatura, tiempo y demas condiciones
especificas de almacenamiento antes de la realizacion
final de la prueba dentro del laboratorio. La muestra
realizada para la prueba de RT-PCR debe mantenerse

refrigerada entre -2°C a 8°C por un tiempo maximo
de 72 horas antes de su procesamiento, si las muestras
se sabe no seran procesadas durante las primeras
48 horas luego de la toma de la muestra deben
permanecer congeladas (temperatura de -70°C),
asegurando se mantenga la cadena de frio (14).

Se deben seguir todas las recomendaciones de
embalaje emitidas por la Asociacion Internacional
del Transporte Aéreo (IATA), para el transporte de
muestras infecciosas categoria B, en caso de que las
muestras se envien por via aérea (15).

4.5 Procesamiento de muestras

Una vez recolectadas las muestras de acuerdo a
los procedimientos antes definidos y manteniendo
estrictamente la
procesamiento de la prueba de RT-PCR para SARS-
CoV-2 de acuerdo con los protocolos establecidos en el
laboratoriode biologfamolecular. Las pruebasrapidasde
antigeno seran realizadas exclusivamente por personal
profesional de bacteriologia vy laboratorio clinico, vy
deben ser procesadas en el laboratorio clinico en cabina
de flujo laminar clase ll, no se deben procesar al aire libre
u otro tipo de ambiente diferente al laboratorio, usando
todos los elementos de proteccion personal adecuados
para la manipulacién de virus respiratorios. Se debe
seguir el procedimiento segun lo establecido por el
fabricante. Adicionalmente las muestras y los materiales
del kit de reaccion deben ser descontaminados vy
desechados como material infeccioso en un contenedor
de riesgo biolégico con bioseguridad y posteriormente
autoclavados a 121°C por una hora.

cadena de frio se realiza el

Una vez pasado el tiempo de reaccion de la prueba
de antigeno (dependiendo del fabricante) la lectura
de resultados se realizara por dos observadores
independientes quienes no conocen antecedentes
de los sujetos de estudio ni los resultados de la prueba
estandar. Se realizara evaluacion de concordancia
inter-observador, determinando el grado de
concordancia mediante coeficiente kappa (K). Los
resultados obtenidos se anotaran en una base de

datos destinada para este fin exclusivamente.
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4.6 Analisis estadistico de los datos

Inicialmente se realizara revision de la base de datos
por dos observadores independientes con el animo de
establecer errores de trascripcion o incongruencias. Se

por intervalos de 95% de las caracteristicas operativas
de las pruebas con respecto al estandar de referencia
(Sensibilidad, especificidad, razones de verosimilitud vy
valores predictivos) vy la concordancia por conformidad
mediante indice de Kappa. Igualmente se evaluara

realizara un analisis descriptivo de las diferentes variables . . . _
la concordancia por consistencia entre las diferentes

demograficas y clinicas evaluando su distribucion. Se
graficos y tablas segun sea

pruebas convencionalesy modificadas que se reportaran
mediante indices de kappa. Elanalisis de datos se llevara
a cabo a través del programa estadistico SPSS ® V. 16.1.

emplearan resimenes
pertinente para cada variable. El analisis estadistico
tendra por objeto describir los estimativos puntuales y
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