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Validacion secundaria y verificacion del desempeno de la prueba seroldgica
“SARS-CoV-2 IgG para uso en Architect — Abbott”

Se realiz6 el analisis de exactitud y concordancia de la prueba seroldgica SARS-CoV-2 IgG para uso en Architect — Abbott,
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) alos 7, 14y 21 dias posterior al inicio de
sintomas o a la prueba positiva por RT-PCR. En un total de quinientas veintiuna (521) muestras que incluyeron: (i) Ciento
diez (110) muestras de sueros negativos historicos, (i) Ciento once (111) muestras de sueros negativos por RT-PCR, (iii)
ocenta y nueve (89) muestras de suero de pacientes asintomaticos con pruebas de RT-PCR positiva y (iv) doscientos once
(211) muestras de suero de pacientes sintomaticos, con pruebas de RT-PCR positiva.

1. Principio de la prueba

La prueba SARS-CoV-2 IgG para uso en Architect — Abbo-
tt, es un inmunoensayo quimioluminiscente automatiza-
do de dos pasos, que utiliza tecnologia de microparticulas
(CMIA) para la deteccion cualitativa en suero o plasma de
anticuerpos IgG contra el virus SARS-CoV-2. En la primera
fase se mezclan e incuban el suero o plasma a evaluar, con
las microparticulas paramagnéticas recubiertas de antige-
nos recombinantes de la nucleocapside del SARS-CoV -2 y
el diluyente de muestra, durante este tiempo los anticuer-
pos IgG presentes en la muestra del paciente se unen a la
fase s¢lida, formando un complejo inmune.

En la seqgunda fase y posterior al lavado realizado para
eliminar impurezas y antigenos o anticuerpos que no se
hayan unido a las microparticulas, se agrega a la reaccion
el conjugado de anticuerpos anti-lgG marcados con acri-
dinio, dicha reaccién se incuba nuevamente y seguido de
otro ciclo de lavado se agregan la soluciones preactivadora

y activadora, generadoras de luz.

La reaccion quimioluminiscente se mide en unidades re-
lativas de luz (URL), existiendo una relacion directamen-
te proporcional entre la cantidad de anticuerpo IgG anti
SARS-CoV-2 presentes en la muestra y las URL detectadas
por el sistema 6ptico del ARCHITECT iSystem. La presencia
0 ausencia de anticuerpos IgG en la muestra se determina
comparando la sefal quimioluminiscente de la reaccién,
con la sefal del punto de corte determinada a partir de la
calibracion. Si la sefial quimioluminiscente de la reaccién
es superior o igual a la sefial del punto de corte, el espéci-
men se considera como positivo.

Los resultados se expresan como el valor indice entre las
URL detectadas en la muestra y las URL detectadas del ca-
librador y como negativo o positivo y en funcién del punto
de corte que corresponde a un indice (S/C) de 1.4. (tabla 1)

Tabla 1.Valores indice de URL para interpretacion de resultados

Resultado numérico | Resultado Interpretacion

oo . Negativo para anticuerpos IgG
Indice < 1.4 Negativo antiSARSCOV?2

o L Positivo para anticuerpos IgG
Indice > 1.4 Positivo antiSARSCOV?2
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2. Procedimiento de la prueba

El procesamiento de las pruebas para la presente validacién se realizd en las instalaciones del Instituto Nacional de Salud
entre los dias 9 y 16 julio de 2020, por el personal capacitado en el uso del equipo Architect i1000, en compaiia de un
observador, de acuerdo con lo indicado por el inserto de la prueba y el manual de uso del analizador en mencién y tenien-
do en cuenta los siguientes aspectos:

2.1 Reactivos: desde la recepcidn y hasta su uso, los reactivos, controles, calibradores y soluciones, se almacenaron en las
siguientes condiciones controladas:

Tabla 2. Condiciones de almacenamiento de reactivos

Reactivo Lote Fe raammiad - | et
Architect SARS-CoV-2 IgG Reactivo 16311FNOO 2020-07-16
Architect SARS-CoV-2 IgG Calibrador | 17097FNOO 2020-07-14 Refrigeracion
Architect SARS-Cov-2 IgG Controles 17100FNOO 2020-07-24 2ag8°C
Architect Solucién Pre activadora 14548FNOO 2021-03-06
Architect Solucion Activadora 14001FNOO 2021-08-12 Temperatura ambiente
Architect Solucion Buffer 11490FNO1 2020-11-02 15a25°C

2.2 Muestras:  para la evaluacion se seleccionaron 521 sueros del biobanco COVIDCOL, almacenados en congelacion a
- 80°C. Para su procesamiento estos sueros se descongelaron paulatinamente transfiriéndolos de - 80°C
a - 20 °C y de aqui a refrigeracién entre 2 a 8 °C, por ultimo, se centrifugaron a 3500 RPM durante 10
minutos.

2.3 Analizador: con el fin de poner a punto el equipo Architect i1000 para la validacién, el dia 2020-05-21 el proveedor
llevd a cabo el correspondiente mantenimiento preventivo y la instalacion de la prueba SARS-CoV-2
IgG. Por otra parte, tanto para el ejercicio de precision como para el procesamiento de las muestras,
el operador del instrumento ejecuté a satisfaccion, los mantenimientos mensuales, semanales y diarios
necesarios para el adecuado funcionamiento del equipo.

2.4 Precisidon:  se realiza ejercicio con los dos niveles de control del reactivo, procesando 5 réplicas de cada uno, du-
rante cinco dias, utilizando el mismo lote de control y de reactivo, asi como el mismo instrumento. Se
obtiene la siguiente informacién a partir de un andlisis de varianza (ANOVA)

Tabla 3. Resultados de pruebas de precision

: Intraserial Intralaboratorio

Control n (.n'mg 'sa,c) D.E.(Indice C.V. D.E. C.V.

S/Q) (%) (Indice S/C) (%)
Control Positivo 25 3,3980 0,05544 1,632 0,06062 1,784
Control Negativo | 25 0,0616 0,00400 6,494 0,00369 5,987

2.5 Procedimiento: para el procesamiento de las muestras y del ejercicio de precision, se llevaron a cabo las siguientes
actividades generales, teniendo en cuenta de que, por tratarse de un procedimiento automatizado,
posterior al acondicionamiento de las muestras, su rotulacién y programaciéon en el analizador, el
operador no interviene en su procesamiento, hasta la revisién de los resultados obtenidos o en caso
de ser necesario la evaluacion y solucion de alertas:
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e Se calibro el lote de reactivo a utilizar obteniendo resultados satisfactorios.

e A diario se corrieron los dos controles de la prueba, para cada uno de los estuches de reactivo a utilizar, obteniendo
resultados dentro de los rangos esperados.

e Se sirvieron con micropipeta, 500 uL de cada una de las muestras y se programaron en el equipo con el nimero con-
secutivo asignado, corroborando su adecuada identificacion y ubicacion en las gradillas. Dando inicio a la ejecucién
automatizada de la prueba.

e |os resultados obtenidos para la totalidad de las muestras y reportados por el procesador se extrajeron del analizador
en archivo Excel® y la informacion se registrd en una base de datos especifica para la validacion de la prueba en medio
magnético.

3. Analisis de los grupos de estudio para la IgG

De un total de 411 muestras evaluadas con RT-PCR (300 positivas y 111 negativas), 172 muestras fueron positivas para
anticuerpos IgG contra SARS-CoV-2 con la prueba serolégica SARS-CoV-2 IgG para uso en Architect — Abbott y 239
muestras fueron clasificadas como negativas. Se excluyen los negativos histéricos (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion diagnostica de los grupos en estudio para la prueba serolégica
SARS-CoV-2 IgG para uso en Architect - Abbott

d Prueba Serolégica
Grupos R-[;;T = - = Total
n= Positiva Negativa

Negativos histéricos* N/A 0 110 110
Negativos COVID-19 confirmado

con RT-PCR 111 3 108 11
Asintomaticos RT-PCR Positivos 89 26 63 89
Sintomaticos RT-PCR Positivos 211 143 68 211
Total 172 349 521

*Negativo histérico: Sueros de personas tomados entre 2017-2018, para uso en vigilancia
en salud publica u otro fin, con autorizaciéon para otro tipo de anélisis por consentimiento informado.

La validez de criterio divergente, al realizar evaluacion con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue calculada en
100% (IC95% 95,8 — 99.9%).

De acuerdo con la fecha de inicio de sintomas el grupo de pacientes sintomaticos con RT-PCR positiva (n=211), fue dividido
en dos grupos para el andlisis, considerando la fecha de inicio de sintomas: i) menor de 14 dias y ii) de 14 dias o mas. 143
muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica como positivas y 68 como negativas (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificaciéon diagnoéstica del grupo de sintomaticos para la prueba serolégica
SARS-CoV-2 IgG para uso en Architect - Abbott

. o . Prueba Serolégica
Sintomaticos RT-PCR Positivos — - Total
Positiva Negativa

Menor de 14 dias de inicio de

sintomas 16 46 62
14 dias o0 mas de inicio de sinto-
mas 127 22 149

Total 143 68 211
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A partir del andlisis se obtuvieron los siguientes datos de exactitud:

Tabla 6. Resultados de exactitud diagnéstica y concordancia de la prueba serolégica SARS-CoV-2 IgG para uso en Architect — Abbott .

Utilidad y recomendaciones para su uso de acuerdo con escenarios de aplicacién de la prueba.

Escenarios Descripcion N Sen Esp Exactitud | LR+ | LR- | Kappa Recomendacion Ugls'fea:arizra
: i La prueba presenta una alta especificidad para descartar
Pyyeba aphc/ada a pobla o o o la presencia de anticuerpos IgG, cuando inmunoglobu-
cién sintomatica y asin- 56.3% |97.3% 67.4% . . A .
. PSS . o o o linas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, sin i
Escenario 1 | tomatica independien- | 411 | (50.5%, | (91.7%, |(62.6%, 20.8 |0.45 |0.39 b idad de d d No es util*
temente del inicio de 61.9) 99.3) 71.8%) embargo, su capacidad de detectar casos cuando no se
sintomas o exposicion tiene claridad sobre el inicio de sintomas ni de la exposi-
cion es baja.
Prueba aplicada a po- La prueba presenta una alta especificidad para descartar
blaciéon sintomatica 67.8% |97.3% |[77.9% la presencia de anticuerpos IgG, cuando inmunoglobu- | Es Gtil com-
Escenario 2 | independientemente 322 [(60.9%, | (91.7%, |(72.9%, 25.1 0.33 [ 0.57 linas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, sin binada con
del inicio de sintomas o 73.9%) |99.3) 82.2%) embargo, su capacidad de detectar casos cuando no se | PCR
exposicion tiene claridad sobre el inicio de sintomas es moderada.
- La prueba presenta una alta especificidad para descartar
Escenario P(;gle;abc?éip!i;?[g?naética 25 81% 973% |[71.6% la presencia de anticuerpos IgG, cuando inmunoglobu-
p . 173 1 1(91.7%, | (64.2%, 9.55 0.76 10.27 linas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, sin No es util*
2.a (menos de 14 dias de 99.3 78 19% b idad de d d
inicio sintomas) 3) 1%) embargo, su capacidad de detectar casos cuando no se
tiene claridad sobre el inicio de sintomas es moderada.
. ) La prueba presenta una alta especificidad para descartar
Escenario Engbé?] 2ﬁ1lléarggt?£?més 852% |97.3% [90.3% la presencia de anticuerpos IgG, cuando inmunoglobu-
3 b: de 14 dias de inicio 260 |[(78.2%, | (91.7%, | (85.9%, 31.54 (0.15 | 0.81 linas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. La Es atil**
- sintornas) 90.3%) |99.3) 93.5%) capacidad de detectar casos (Sensibilidad) con fecha de
inicio de sintomas superior a 14 dias es alta.
. La prueba presenta una adecuada especificidad para
Prueba aplicada a pobla- . ; .
[conssnfomatca e | |2sam |s73% | 7% |
Escenario 3 | pendiente del tiempo 200 |(20.3%, | (91.7%, |(59.9%, 10.81 | 0.73 [0.28 L idad de d Sensibilidad No es util*
de exposicion (post-in- 39.9%) |99.3) 73.3%) en suero. La capacidad de detectar casos (¢ ensibilida )
feccion) ! cuando no se tiene claridad sobre la exposiciéon o mo-
mento de infeccion es muy baja.
_ La prueba presenta una alta especificidad para descar-
Prueba aplicada a pobla- 97.2% |97.3% |[97.2% tar la presencia de anticuerpos IgG, cuando inmunoglo-
Escenario 4 | cion con antecedente de | 147 | (83.8%, | (91.7%, |(92.7%, 35.97 [0.03 [0.93 bulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. Es util***
hospitalizacién 99.8%) |99.3) 99.1%) La capacidad de detectar casos (Sensibilidad) en sujetos

con antecedente de hospitalizacion es alta.

LR+: Razén de verosimilitud positiva

LR-: Razén de verosimilitud Negativa

Sen: Sensibilidad, Esp: Especificidad, *Probable no circulacién de anticuerpos en sangre. Coincide con la literatura sobre generacién de anti-
cuerpos posterior al dia 9, con mejor rendimiento después del dia 14; **Probable circulacion de anticuerpos en sangre, por lo que su detec-
cion es recomendable. *** Para la determinaciéon de este escenario se tomaron las muestras de pacientes recuperados que hacen parte del

estudio Estudio multicéntrico de casos de infeccion por el nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) que requieren ingreso hospitalario o en unidades
de cuidado critico en Colombia. “CORHUCO".
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En este informe se presentan los resultados de validez y concordancia (con la RT-PCR) de la prueba serolégica SARS-CoV-2
IgG Architect Abbott”

La prueba en mencion demostro:

1. Alta especificidad con sueros negativos con RT-PCR y con sueros negativos presentando validez de criterio de 100%.

2. Sensibilidad alta para IgG alcanzando el 85,2%. Este desempefio esta determinado para muestras de poblacion sinto-
matica tomadas por encima de los 14 dias de inicio de sintomas (Escenario 2b).

3. Sensibilidad alta para IgG alcanzando el 97,2%. Este desempefio esta determinado para muestras de poblacién con
antecedente de hospitalizacion (Escenario 4).

4. Una sensibilidad moderada para IgG, cuando la prueba se usa en la caracterizacion de pacientes sintomaticos, indepen-
dientemente del inicio de sintomas o de exposicion (Escenario 2).

5. La concordancia de la prueba en estudio frente al estandar de referencia RT-PCR, medida como kappa, fue muy buena
especificamente para IgG en los escenarios 2b y 4, escenarios de pacientes sintomaticos con mas 14 dias desde el inicio
de la infeccion.

4. Discusion

La aplicacion de pruebas complementarias 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); sin embargo deben mantener las medidas
de bioseguridad, ya que no se descarta el riesgo de reinfeccién (2). Por lo anterior, la deteccion de anticuerpos en este
grupo poblacional es critica, en el marco de la vigilancia epidemiolégica de esta pandemia.

Las pruebas seroldgicas 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
las mas frecuentes empleadas en estas metodologias por su papel inmunogénico. Siendo Utiles para evaluar la seropreva-
lencia de enfermedades infecciosas de manera retrospectiva tras las fases epidémicas iniciales (1-4). Esto se confirma con
los hallazgos de estudios de validacién, en los que se demuestra que es posible lograr una adecuada clasificacion de sujetos
sintomaticos por COVID-19, pero se insiste en los tiempos desde la exposicion (post-infeccién) o inicio de sintomas, para
gue el desempefio de la prueba sea adecuado.

Recientemente se ha publicado en la literatura el comportamiento de la generacion de anticuerpos para SARS CoV-2 consi-
derando los datos disponibles hasta hoy (ver figura 1). A partir del mismo, se puede concluir que la presencia total de IgM
e lgG en sangre ocurre a partir del dia 9 después del inicio de sintomas o de iniciada la infeccién, sin embargo, hay poca
informacién sobre el mantenimiento de los niveles de inmunoglobulinas en el tiempo.

Aungue 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 evalta el desempefio del método para demostrar que cumple con los requisitos para el uso previsto (establecido
como resultado de la validacién, en este caso, la guimioluminiscencia para identificar IgG, especifica 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 verificacién, controles positivos y negativos, siempre que sea posible. La validacidon ademas se hace necesaria cuando
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se busca demostrar equivalencia de los resultados obtenidos por dos métodos (por ejemplo, contrastar la inmunocroma-
tografia con el ELISA o con la quimioluminiscencia). Dado que titulos mayores de anticuerpos y asi como una mayor sero-
conversion 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 e incluir en la verificacién pacientes
ambulatorios COVID-19 con sintomas leves y moderados (5). Esta tendencia pudiera ser mejor aprovechada si se tiene en
cuenta un adecuado uso de las pruebas seroldgicas, las cuales deben usarse preferiblemente después 14 dias de inicio de
sintomas cuando ya se haya dado biolégicamente la aparicién de los anticuerpos, lo que ayudaria mucho como estrategia
para identificar posibles portadores infecciosos asintomaticos. En estudios se han reportado que sélo uno de cinco indivi-
duos positivos para SARS-CoV-2, identificados por RT-PCR logré una seroconversion. Esta situacion puede deberse a que la
carga viral en asintomaticos es menor que la reportada en pacientes COVID-19 grave a critico, carga viral (carga antigénica)
gue puede ser la responsable de la respuesta inmune, representada en anticuerpos detectables o en una escasa o nula
seroconversion, respectivamente (6).

Figura 1. Historia Viral e inmunolégica 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.

5. Conclusiones y recomendaciones

1. La prueba en estudio demostrd ser altamente especifica frente a muestras RT-PCR negativas y muestras negativas his-
toricas.

2. La utilidad de la prueba como apoyo diagnéstico mejora en pacientes sintomaticos con mas de 14 dias de inicio de
sintomas y en pacientes con antecedente de hospitalizaciéon. No es Util en los pacientes asintomaticos o sintomaticos
que tengan 14 dias o menos desde el inicio de sintomas o desde el contacto cercano con casos confirmados de SARS
CoV2-COVID-19, dado el riesgo de falsos negativos. Se recomienda usar en combinacion con pruebas de RT-PCR.

3. Otros escenarios especificos con sus resultados y recomendacién respectiva, se encuentran detallados en la tabla 6.
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