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1. INTRODUCCION

Las pruebas rapidas para la deteccion de antigenos son frecuentemente usadas en el diagnéstico de
infecciones respiratorias, y recientemente las oficinas de regulaciéon en Colombia [1] y en el mundo, han
autorizado su uso para el diagnostico de la infeccion por SARS-CoV-2 [2]. Las pruebas rapidas de antigeno
(Ag) se basan en un formato de inmunocromatografia, en el que anticuerpos especificos acoplado a perlas
de oro [3], migran en un sustrato de celulosa después de reconocer el antigeno del virus presente en las
secreciones respiratorias. Para el caso de la infeccion por SARS-CoV-2, las pruebas rapidas de deteccion de
antigeno se desarrollan usando una muestra de las secreciones respiratorias tomadas mediante hisopado
nasofaringeo, que se lleva directamente al buffer de dilucion e inactivacion y luego es adicionada al dispositivo
plastico en el que ocurre la reaccién y la migracion, hasta obtener una banda de sefial visible (en el caso de
ser positivo), en conjunto con la respectiva banda del control interno de la prueba.

El desempefio clinico de las pruebas rapidas de antigeno depende varios factores, principalmente del
momento en que se toma la muestra en personas sintomaticas de acuerdo con el curso clinico de la infeccion
viral. Debido a que estas pruebas pretenden la identificacién de las proteinas virales se recomienda tomar
muestras tempranamente, en la primera semana de evolucion de los sintomas, cuando se presume que es
alta la carga viral en las secreciones, procesando la muestra en el sitio de toma de muestra, para ofrecer el
resultado en el menor tiempo posible. Para la presente prueba, la casa fabricante ha reportado sensibilidad
analitica del 93,3% y una especificidad analitica del 99,4% y segun las recomendaciones del fabricante, el
test muestra mejor desempefio si se realiza durante la primera semana de sintomas o de la exposicion o
contacto con un caso confirmado.

El presente proceso de validacion secundaria, se realizd siguiendo las recomendaciones del Instituto Nacional
de Salud (Colombia), que aparecen descritas en el “Protocolo de validaciéon secundaria/verificacion de
desempefio de pruebas inmunocromatogréficas de deteccion cualitativa de antigeno SARS-CoV-2 (Version
2)” [4], comparando los resultados con la deteccién del RNA viral en muestras tomadas simultaneamente y
procesadas por RT-PCR en tiempo real usando el protocolo de la Universidad de Charité (Berlin, Alemania)

[5].

2. PROCEDIMIENTO.

La toma y procesamiento de las muestras se realizé en instituciones prestadoras de servicios de salud,
debidamente habilitadas para la atencién clinica de pacientes, toma, procesamiento y reporte de muestras
siguiendo las recomendaciones del Ministerio de Salud de Colombia en cuanto a las normativas para la
atencion de pacientes COVID19. Las muestras se tomaron en espacios privados con restriccion de acceso, y
los profesionales de salud encargados usaron los respectivos elementos de proteccion personal
recomendados para la toma de muestras de hisopados nasofaringeos (bata larga de manga larga, overol
desechable, gorro, doble par de guantes, respirador N95 y careta). A todos los pacientes y voluntarios se les
realizo entrevista clinica, documentacion de signos y sintomas y registro de ficha epidemioldgica 346 acorde
con los lineamientos establecidos [6].
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Cada caja contiene 25 dispositivos plasticos empacados en bolsas individuales con desecante, un frasco
gotero con el buffer, un hisopo de control negativo y un hisopo de control positivo. Se incluyen también 25
hisopos estériles y 25 tubos goteros de extraccion con doble tapa. Todos los pacientes y voluntarios leyeron,
entendieron y firmaron el consentimiento informado antes del procedimiento de toma de muestras, las cuales
consistieron en doble hisopado nasofaringeo, el primero con el hisopo flexible de nylon para la colecta de
muestra nasofaringea en medio VTM (para RT-PCR) y el segundo con el hisopo incluido en el kit para
Antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device. Se adicionaron 8 gotas de solucién tampén hasta la
linea de llenado (300 ulL) en cada tubo de extraccién y después de tomar la muestra nasofaringea, el hisopo
se depositd en este tubo de extraccidn, girdndolo cinco veces, y luego exprimiendo el hisopo apretando el
tubo de extraccion con los dedos; se quebro el hisopo en la linea de ruptura y se cerr6 firmemente la tapa del
tubo de extraccién.

Inmediatamente, se depositaron verticalmente 5 gotas en el pocillo de muestra (S) del dispositivo, sin
manipular ni mover. Se realizo la lectura a los 15 minutos, y se anot6 el resultado, asi: una banda C, (control),
resultado negativo y dos bandas (C y T de cualquier intensidad), resultado positivo. Los materiales usados en
la prueba se descartaron como infecciosos, siguiendo las recomendaciones de la Secretaria de Salud de
Bogota. Los hisopos de control positivo y negativo fueron procesados cada dia al iniciar la recoleccién de
muestras.

3. ANALISIS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Se realizé el andlisis de exactitud y concordancia de la prueba inmunocromatogréfica rapida para la deteccion
cualitativa de antigenos Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device - Abbott frente al estandar de referencia
RT-PCR Berlin 2020, con deteccion del Gen E de SARS-CoV-2, amplificando simultaneamente el control
interno humano en cada muestra [5]. Segun las recomendaciones del protocolo oficial, se reclutaron tres
grupos diferentes individuos (a) asintomaticos sin antecedente de contacto (n=115), (b) asintomaticos
con antecedente de contacto (11 dias 0 menos de exposicién, n=66), que suman 181 asintomaticos v (c)
sintomaticos (con registro de fecha de inicio de sintomas de 11 dias 0 menos, n=81) cuyas muestras fueron
procesadas por ambas técnicas. En total, se incluyeron doscientos sesenta y dos muestras (n=262). Segun
el resultado en la prueba gold estandar, estos individuos se distribuyeron asi: (i) doscientos veintiuna (221)
muestras de hisopados nasofaringeos con resultado negativo en la RT-PCR y (i) cuarenta y una (41) muestras
de hisopados nasofaringeos positivos para SARS-CoV-2 por RT-PCR (Tabla 1).

En el andlisis usando los resultados con el total de los individuos reclutados, la prueba arroja una sensibilidad
de 46,3% (IC 95 32,0 - 61,3), por lo que no se debe recomendar para poblacion general.

Tabla 1. Descripcion general del diagnéstico en los grupos de estudio.

RT-PCR Prueba para Antigeno
Grupos n: 262
' Positiva Negativa

SARS-CoV-2 Negativos
confirmado con RT-PCR 2 3 218
Asmtgmahcos RT-PCR 19 3 16
Positivos
Smtgmahcos RT-PCR 99 16 6
Positivos
Total 262 22 240

Instituto de Virologia, Universidad El Bosque
Carrera 9 No. 131 A 02 — Bloque O, Lab. 205 Bogota-Colombia
Teléfono: 57-1-648 90 66 — virologia@unbosque.edu.co

2



UNIVERSIDAD o

EL BOSQUE Inmugen:

Por una Cultura de la Vida, su Calidad y su Sentido

4, ANALISIS DEL DESEMPENO DE LA PRUEBA EN INDIVIDUOS ASINTOMATICOS.

Tabla 2. Comportamiento de la prueba de antigeno en el grupo de individuos asintomaticos,
con 11 dias o menos de exposicion.

Prueba de Ag positiva
Prueba de Ag negativa 16 161
Total 19 162

De un total de 181 muestras de individuos asintomaticos evaluados por RT-PCR, 19 fueron positivos y 162
negativas en la RT-PCR. De estas muestras, cuatro (n=4) presentaron resultado positivo en la prueba de
antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device - Abbott. En el anélisis desarrollado con los datos
provenientes de los individuos asintomaticos, la prueba arrojo una sensibilidad de 15,8% (IC 95 5,5 - 37,6),
por lo que no se recomienda su uso para el diagnostico de SARS-CoV-2 en personas que no presentan
sintomas.

5. ANALISIS DEL DESEMPENO DE LA PRUEBA EN INDIVIDUOS SINTOMATICOS

Tabla 3. Comportamiento de la prueba de antigeno en el grupo de individuos sintomaticos
<11 dias de inicio de sintomas

Prueba de Ag positiva
Prueba de Ag negativa 6 57
Total 22 59

De un total de 81 muestras de pacientes en los que se registraron sintomas de duracion <11 dias, y que
fueron evaluados RT-PCR (22 positivas y 59 negativas), se identificaron 18 muestras positivas y 63 negativas
en la prueba de antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott. En este caso, el anlisis de
sensibilidad en el grupo de sintomaticos respiratorios arrojo una cifra de 72,7% (IC 95 51,8 — 86,8), lo cual
sugiere que es posible usar la prueba en personas con sintomas, y procesar por la técnica de RT-PCR
aquellos pacientes cuyo resultado de antigenos sea negativo,

6. ANALISIS DE LA PRUEBA DE ANTIGENO “Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott’
CORRELACIONADO CON LOS VALORES DE Cr DE LA RT-PCR

Se evalué el desempefio de la prueba Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott, en las muestras
positivas para la presencia de SARS-CoV-2 segun el Cr obtenido en la RT-PCR, y en los grupos de analisis
propuestos en esta validacion. Se encontrd que en las muestras de individuos sintomaticos con alta carga
viral (Cr menor de 25) la concordancia de la prueba de antigenos y la RT-PCR fue muy alta. Por la misma,
razon, valores de Ct mayores de 26 (con menor carga viral) arroja valores de sensibilidad moderado a bajos,
lo cual se relaciona con una menor cantidad de particulas virales en la muestra. No se detectaron muestras
con Cr menores de 25 en individuos asintomaticos.
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7.  DISCUSION

La confirmacion de la infeccidn por SARS CoV-2 constituye un punto critico en las instituciones de salud y en
los entes responsables de la vigilancia epidemioldgica en las diferentes regiones geogréficas afectadas por
lainfeccion. Elincremento en el nimero de casos sospechosos (contactos de individuos positivos, infecciones
asintomaticas), sumado al aumento en el numero de individuos que requieren atencion intrahospitalaria
conducen a un aumento significativo en el volumen de muestras para confirmacion de la infeccidn. La prueba
de RT-PCR ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad para la confirmacion de la infeccion, pero solo
se realiza en laboratorios altamente calificados que cuentan con la infraestructura y el personal idéneo para
el desarrollo de estas. Elalto volumen de muestras registrado en los Ultimos meses ha evidenciado un retraso
en los resultados de la prueba molecular, por lo que se hace necesario la aplicacion de pruebas de diagnéstico
para SARS-CoV-2 de facil acceso para todas las instituciones de salud, que permita identificar tempranamente
los casos, y establecer el diagnostico.

Enla Ultima década, la elaboracién e implementacion de las pruebas de inmunocromatografia han demostrado
un desempefio dptimo para el apoyo diagnéstico de diferentes enfermedades, principalmente en infecciones
por el virus de la inmunodeficiencia humana y la infeccion por virus dengue, entre otras.

Desde la aparicion de la infeccion en humanos por SARS-CoV-2 se han disefiado, implementado y puesto en
practica en la poblacion mundial numerosas técnicas diagnésticas que se han enfocado en la identificacién
del RNA viral y las proteinas virales en las secreciones. El desarrollo y validacién de las pruebas de
inmunocromatografia para la deteccidn de antigeno y anticuerpos para SARS CoV2, ha presentado un avance
importante durante el curso de la epidemia, identificando infecciones recientes y activas, permitiendo detectar
los casos de forma temprana para realizar un manejo oportuno de la enfermedad.

Las pruebas inmunocromatograficas para la deteccion de antigenos virales de primera generacion han
demostrado en diversos estudios cientificos una capacidad diagnostica aceptable en comparacion con los
métodos moleculares, principalmente en individuos sintomaticos, en los primeros 11 dias de la enfermedad,
permitiendo detectar y confirmar de forma eficaz los casos sospechosos de infeccion por SARS CoV-2,
facilitando su manejo clinico, confinamiento y seguimiento.

En el marco de la situacion de pandemia en Colombia, se han autorizado por parte del Ministerio de Salud el
uso de test rapidos directos para la identificacion de proteinas virales [8], sin el requerimiento de cabinas de
bioseguridad, por parte de personal de salud vinculado a las instituciones prestadoras de servicios de salud
y laboratorios clinicos habilitados. Estas pruebas se indican en pacientes con sintomas respiratorios de menos
de 11 dias, que sean atendidos en &mbito de urgencias u hospitalizacion, donde por las condiciones
territoriales no se tenga la capacidad para realizar pruebas moleculares de RT-PCR, en servicios ambulatorios
o domiciliarios y a sus convivientes o contactos cercanos en el caso de busquedas epidemioldgicas incluyendo
personas que vivan en zonas rurales dispersas.

Esto ha facilitado la identificacidn de casos de pacientes con menos de 11 dias de sintomas, en consideracion
a la temprana presencia del virus en las secreciones respiratorias, cuyo pico generalmente se observa entre
los dias 3 y 7 de sintomas, cuando existen altas cargas virales de SARS CoV-2 en las fases agudas y con
alta probabilidad de contagio de la enfermedad. En el presente estudio de validacion de la prueba Panbio™
COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott, se ha podido evidenciar la utilidad de la prueba en pacientes con
sintomas agudos de la enfermedad y en particular aquellos con altas cargas virales, con Cr menores de 25,
lo cual indica la capacidad de detectar casos en la primera semana de sintomas, demostrando que el presente
test, cumple con las especificaciones del fabricante y puede ser realizado en el territorio nacional de acuerdo
con las normativas actuales de su uso en la situacion actual de Pandemia por SARS-CoV-2.
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46,3% (IC 95 32,0 - 61,3),
sensibilidad de 15,8% (IC 95 5,5 - 37,6),

72,7% (IC 95 51,8 - 86,8)
CONCLUSIONES.

En el presente informe de validacién se demuestran los resultados de la prueba de inmunocromatografia
rapida para antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott para deteccion cualitativa de
antigenos comparado con los resultados de la prueba de diagnéstico de RT-PCR para SARS CoV-2 protocolo
Universidad de Charité de Berlin, en muestras de hisopado nasofaringeo realizadas en paralelo en ambientes
clinicos a pacientes y voluntarios. La prueba en mencion demostrd:

a.- La prueba Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott presenta alta especificidad (96,6%, 1C95
88,5 — 99,1) respecto de las muestras de hisopado nasofaringeo de individuos sintomaticos respiratorios,
procesadas para la deteccion de RNA de SARS-CoV-2 por RT-PCR

b.- La sensibilidad observada de la prueba es moderada (72,7%; IC 95 51,8 — 86,8) en las muestras analizadas
de individuos sintomaticos con registro de inicio de sintomas igual o menor a 11 dias y positivas por RT-PCR
(Escenario 3). La prueba de antigenos Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott presenta una
baja sensibilidad (15,8%; IC95 5,5 — 37,6), en las muestras de individuos asintomaticos que reportaron
exposicion menor a 11 dias (Escenario 2).

c.- La concordancia de la prueba (Valor kappa: 0,7353 1C95 0,6 - 0,9) en la comparacién frente al estandar de
referencia RT-PCR, fue moderada [7], especificamente en el andlisis de individuos sintomaticos con <11 dias
de sintomas (Escenario 3, Tabla 4).

d.- La prueba de antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device, en individuos sintomaticos tiene una
sensibilidad alta cuando las muestras positivas por RT-PCR tienen un valor de Cr <25.

Procesamiento y Analisis:

Carolina Coronel-Ruiz, BLC, MSc; (Instituto de Virologia, U. EI Bosque)
Sigrid J. Camacho-Ortega, BLC, MSc; (Instituto de Virologia, U. El Bosque)
Jhann A. Arturo, MD, MSc (Inmugen Corp.);

Jaime E. Castellanos, MSc, PhD. (Instituto de Virologia, U. El Bosque)
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Tabla 4. Utilidad y recomendaciones de la prueba de antigeno de acuerdo con los diferentes escenarios de aplicacion de la prueba.

Prueba aplicada a poblacion La prueba presenta alta especificidad para
. sintomatica y asintomética, con 46.3%% 98,6% 0 0,5545 . . -
Escenario 1 menos de 11 dias de inicio de 262 (32.%-61.3%) (96,1%-99,5%) 90,5% 34,1 0,5 (0,39-0,72) descartar SARS CoV2, con baja capacidad No es util
. . para detectar casos
sintomas o de exposicion
. L La prueba presenta alta especificidad para
Escenario 2 :!."nif’,fnif.'c'?ii: " 3'.32'3" 181 15.8% 9,4% 90,6% 256 09 |, %2329 descartar SARS CoV2, con baja capacidad | oy
menos de ex’ osicion (5,5%-37,6%) (96,6%-99,9%) e ’ ’ (-0,11-0,6) |para detectar casos, aun cuando se tiene
P ’ claridad de la fecha de exposicion
La prueba presenta alta especificidad para
. P.rueba'a.pllcada a pOl’)|aCIOI‘I 72.7% 96,6% . 0,7353 descaftar SARS CoV2, con moderada .
Escenario 3 [sintomatica, con 11 dias o 81 90,1% 21,4 0,3 capacidad para detectar casos en Es util
. . (51.8%-86,8%) | (88,5%-99,1%) (0,6-0,9) L O .
menos de inicio de sintomas poblacion sintomatica, independiente del
inicio

*Se debe realizar en conjunto con prueba de RT-PCR, en individuos sintomaticos, con manifestaciones clinicas sugestivas de COVID-19, cuyo resultado de la prueba de

antigeno sea negativo.
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