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Validacion secundaria y verificacion del desempeno de la prueba seroldgica
“SARS-CoV-2 Total (COV2T) Advia Centaur — Siemens”

Se realizo el andlisis de exactitud y concordancia de la prueba serolégica “SARS-CoV-2 Total (COV2T) Advia Centaur
- Siemens”, frente al estdndar 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 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 negati-
vos por RT-PCR, (iii) ochenta 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 sintométicos, con pruebas de RT-PCR positiva.

1. Principio de la prueba

La prueba SARS-CoV-2 Total (COV2T) Advia Centaur —
Siemens, es un inmunoensayo quimioluminiscente en
sandwich de antigeno, automatizado de un solo paso, para
la deteccion cualitativa en suero o plasma de anticuerpos
totales (IgM e IgG) contra el virus SARS-Cov-2. La fase
solida estd constituida por microparticulas revestidas de
estreptavidina, antigenos recombinantes SARS-CoV-2
con biotina, esta fase atrapa los anticuerpos totales
anti SARS-Cov-2 presentes en la muestra del paciente,
formando un complejo inmune que se pone de manifiesto
mediante la adicién del reactivo Lite, conformado por

antigenos recombinantes SARS-CoV-2 marcados con
ester de acridinio y la consecuente generacién de luz. La
reaccion quimioluminiscente se mide en unidades relativas
de luz (URL) y es directamente proporcional a la cantidad
de anticuerpos totales anti SARS-Cov-2 presentes en la
muestra del paciente.

El resultado que genera el sistema para el Inmunoensayo
Advia Centaur COV2T se define segun el valor del indice
establecido a partir de las calibraciones y de acuerdo con lo
descrito en la (tabla 1)

Tabla 1.Valores indice de URL para interpretacion de resultados

Resultado numérico Resultado Interpretacion

o . Negativo para anticuerpos

Indice < 1.0 No reactivo antiSARSCoV?2

indice > 1.0 Reactivo Positivo para anticuerpos antiSARSCoV2

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 4 y 10 de julio de 2020, por el personal capacitado en el uso del equipo Advia Centaur XP TM, en compafiia

de un observador, de acuerdo con lo indicado por el inserto de la prueba y el manual de uso del analizador en mencién'y

teniendo en cuenta los siguientes aspectos:
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2.1 Reactivos: desde la recepcién 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 Fecha de vencimiento Condicion de almace-

aaaa/mm/dd namiento
Siemens Advia Centaur QC COV2T 2005912 2021-02-28
Siemens Advia Centaur QC COV2T 2005911 2021-02-28

Refrigeracion

Siemens Advia Centaur COV2T CAL L C2TO4LA 2021-05-14 2380C

Siemens Advia Centaur COV2T CALH C2T04HA 2021-05-14

Siemens Advia Centaur COV2T 38659004 2021-02-14
Siemens Advia Centaur Wash1 333595 2021-01-31
Siemens Advia Centaur Acid reagent 877616 2021-01-31 '{eSrT;p;gaéu&a amBiEAte
Siemens Advia Centaur Base reagent 877614 2021-01-31

2.2 Muestras: para la evaluacion se seleccionaron 521 sueros del biobanco COVIDCOL, almacenados en congelacién 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 Advia Centaur XP ™ para la validacién, entre los dias 1 al 3 de
julio el proveedor llevo a cabo el correspondiente mantenimiento preventivo y la instalacion de la
prueba SARS-CoV-2 Total (COV2T). 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 Precision: 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 anélisis de varianza (ANOVA):

Tabla 3. Resultados de pruebas de precision

. Intraserial Intralaboratorio
Control n (.n“é'ii:'glc) D.E. C.V. D.E. C.V.
(Indice S/C) (%) (Indice S/C) (%)

Control Positivo 25 2,360 0,0931 3,95 0,1395 5,91
Control Negativo 25 0,053 0,0561 10,59 0,0059 11,12

2.5 Procedimiento: para el procedimiento de las muestras y del ejercicio de precisién, se llevaron a cabo las siguientes
actividades generales, teniendo en cuenta que, por tratarse de un procedimiento automatizado, posterior al acondicio-
namiento de las muestras y controles, su rotulacion y programacion en el analizador, el operador no interviene en su
procesamiento, hasta la revision de los resultados obtenidos o en caso de ser necesario la evaluacién y solucion de alertas:



. INSTITUTO
NACIONAL DE
SALUD

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, obte-
niendo resultados dentro de los rangos esperados.

e Se sirvieron con micropipeta 400 ul de cada una de las muestras y se programaron en el equipo con el nu-
mero consecutivo asignado, corroborando su adecuada identificacion y ubicacion en las gradillas. Iniciando la

ejecucién automatizada de la prueba.

e Los resultados obtenidos para la totalidad de las muestras y reportados por el procesador se imprimieron y la
informacion se registré en una base de datos especifica para la validaciéon de la prueba en medio magnético.

3. Analisis de los grupos de estudio para anticuerpos totales

De un total de 411 muestras evaluadas con RT-PCR (300 positivas y 111 negativas), 170 muestras fueron positivas para an-
ticuerpos totales contra SARS-CoV-2 con la prueba serolégica “SARS-CoV-2 Total (COV2T) Advia Centaur — Siemens”
y 241 muestras fueron clasificadas como negativas. Se excluyen los negativos histéricos (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacién diagnostica de los grupos en estudio para la prueba seroldgica
"SARS-CoV-2 Total (COV2T) Advia Centaur — Siemens”

d Prueba Serolégica
Grupos R'[Eg:( . g. Total

n= Positiva Negativa
Negativos histéricos* N/A 0 110 110
Negativos COVID-19 confirmado
con RT-PCR 11 2 109 111
Asintomaticos RT-PCR Positivos | 89 22 67 89
Sintomaticos RT-PCR Positivos 211 146 65 211
Total 170 351 521

*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 analisis por consentimiento informado.

La validez de criterio divergente, al realizar evaluacién 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 0 mas. Del
total 146 muestras fueron clasificadas por la prueba seroldgica como positivas y 65 como negativas (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion diagnostica del grupo de sintomaticos para la prueba serolégica
“SARS-CoV-2 Total (COV2T) Advia Centaur — Siemens”

Sintomaticos RT-PCR Prueba Serologica Total
Positivos Positiva | Negativa
Menor de 14 dias de inicio de
sintomas 18 44 62
14 dias o mas de inicio de
sintomas 128 21 149
Total 146 65 211
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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 Total (COV2T) Advia Centaur - Siemens”. Utilidad y recomendacio-
nes para su uso de acuerdo con escenarios de aplicacién de la prueba.

Escenarios | Descripcion N Sen Esp El)‘(gctl- LR+ LR- | Kappa | Recomendacion :Jstéleurilg?igara
, La prueba presenta una alta especificidad para descar-
Elrgggi 2mltcoarggt?c§?/_ 56.0% 98.2% | 67.4% tar la presencia de anticuerpos totales, cuando inmuno-
Escenario 1 | asintomatica indepen- 411 (50.2% (93% (62.6% 31.08 | 0.45 0.4 glob_ulmas ant|—SARS-Co\(-2 no estan presentes en sue- No es util*
dientemente del inicio de 2%, o, 6%, ro, sin e.mbargo‘, su capaadaq olleldetectar casos cgando
sintomas o exposicion 61.7%) | 99.7%) | 71.8%) no se tiene claridad sobre el inicio de sintomas ni de la
exposicion es baja.
Prueba aplicada a po- La prueba presenta una alta especificidad para des-
blacién sintomatica 69.2% 98.2% | 79.19% cartar la presencia o_Ie anticuerpos totales}, cuando in- Es util com-
. ) . munoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes .
Escenario 2 | independientemente del | 322 (62.4% (93% (74.3% 384 | 0.31 | 0.59 . : binada con
inicio de sintomas o ex- A%, o, 3%, en suero, sin embargo, su capaodad_dg ldetectar Casos PCR
osicion 752%) | 99.7%) | 83.4%) cuando no se tiene claridad sobre el inicio de sintomas
P es moderada.
. i La prueba presenta una alta especificidad para descar-
Escenario cﬁgﬁegitzﬂg;ccj: fmiitgs 29.03% 98.2% 73.4% tar la presencia de anticuerpos totales, cuando inmu-
2 3 de 14 dias de inicio sin- 173 (18.5% (93% (66.1% 16.1 | 0.72 | 0.32 | noglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en | No es util*
' tomas) 42 1%)' 99 7%) 79 7%)' suero. Con menos de 14 dias de inicio de sintomas la
' ' ' sensibilidad fue muy baja.
. i La prueba presenta una alta especificidad para descar-
Escenario Elr:figi 2ﬁwlltf)ancwjgt?c§(()més 85.9% 98.2% 91.15% tar la presencia de anticuerpos totales, cuando inmu-
I b de 14 dias de inicio sin- 260 (80% (93% (88.8% 47.68 | 0.14 | 0.82 |noglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en Es atil**
o fomas) 90.8%) 99.7)' 94.2%)' suero. La capacidad de detectar casos (Sensibilidad) con
fecha de inicio de sintomas superior a 14 dias es alta.
Prueba aplicada a pobla- La prueba presenta una alta especificidad para descar-
. . RSN 24.7% 98.2% 65.5% tar la presencia de anticuerpos totales, cuando inmuno-
Escenario 3 Cl::d?;wrlteocrreﬂizammgede 200 137 | 0.7 | 025 |9lobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en sue- |\ oo ejje
Ex osicion ( ost—infec— (16.4%, (93%, | (58.4%, : : : ro. La capacidad de detectar casos (Sensibilidad) cuando
ciépn) P 352%) | 99.7%) | 71.7%) no se tiene claridad sobre la exposicion 0 momento de
infeccion es muy baja.
o o o La prueba presenta una alta especificidad para descar-
rueba aplicada a pobla- : : : tar la presencia de anticuerpos totales, cuando inmu-
Prueb licad bl 97.2% 98.2% 97.9% | ia d : | doi
scenario 4 | cion con antecedente de 9 9 9 . . . noglobulinas anti- -CoV-2 no estan presentes en s ati
E i0 4| cié d d 147 (83.3% (93% (93.7% 539 | 0.03 | 0.95 lobuli i-SARS-CoV-2 3 Es util**
hospitalizacion. 99 .8%)1 99 7%') 99 '5%)' suero. 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 circulacion de anticuerpos en sangre. Coincide con la literatura sobre generacion de anti-
cuerpos posterior al dia 9, con mejor rendimiento después del dia 14; **Probable circulacién de anticuerpos en sangre, por lo que su detec-
cion es recomendable. *** Para la determinacion de este escenario se tomaron las muestras de pacientes recuperados que hacen parte del
estudio Estudio multicéntrico de casos de infecciéon 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

Total (COV2T) Advia Centaur — Siemens”

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 anticuerpos totales alcanzando el 85,9%. Este desempefno estd determinado para muestras de
poblaciéon sintomatica tomadas por encima de los 14 dias de inicio de sintomas (Escenario 2b).

3. Sensibilidad alta para anticuerpos totales alcanzando el 97,2%. Este desempefio esta determinado para muestras de

poblacién con antecedente de hospitalizacion (Escenario 4).

4. Una sensibilidad moderada para anticuerpos totales alcanzando el 69,2 %, cuando la prueba se usa en la caracterizacion

de pacientes sintomaticos, independientemente del inicio de sintomas o de exposicién (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 recomen-
dada para separar individuos ya expuestos a la infeccion
gue han tenido presentaciones asintomaticas o leves, para
considerarlos como no susceptibles y priorizar su retor-
no 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 reinfeccion (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 serolégicas permiten la identificacion de an-
ticuerpos especificos contra antigenos del virus, genera-
dos a partir de la respuesta inmunoldgica 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 seroprevalencia de enfermedades infec-
ciosas de manera retrospectiva tras las fases epidémicas
iniciales (1-4). Esto se confirma con los hallazgos de estu-
dios 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 ex-
posicion (post-infeccién) o inicio de sintomas, para que el

desempefo de la prueba sea adecuado.

Recientemente se ha publicado en la literatura el compor-
tamiento de la generacién 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 des-
pués 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.

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 me-
diante el cual se evalla el desempefio del método para de-
mostrar que cumple con los requisitos para el uso previsto
(establecido como resultado de la validacion, en este caso,
la quimioluminiscencia 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 verificacion, controles posi-
tivos y negativos, siempre que sea posible. La validacién
ademdas se hace necesaria cuando se busca demostrar
equivalencia de los resultados obtenidos por dos métodos
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(por ejemplo, contrastar la inmunocromatografia con el
ELISA o con la quimioluminiscencia). Dado que titulos ma-
yores de anticuerpos y asi como una mayor seroconversion
son detectados en la mayoria de los individuos con CO-
VID-19 sintomatico, los sueros controles positivos deben
ser colectados de individuos hospitalizados con cuadros
graves o criticos de COVID-19 e incluir en la verificacion
pacientes ambulatorios COVID-19 con sintomas leves y
moderados (5). Esta tendencia pudiera ser mejor aprove-
chada si se tiene en cuenta un adecuado uso de las prue-
bas sero
después 14 dias de inicio de sintomas cuando ya se haya

ogicas, las cuales deben usarse preferiblemente

dado biolégicamente la aparicion de los anticuerpos, lo
gue ayudaria mucho como estrategia para identificar po-
sibles portadores infecciosos asintomaticos. En estudios se
han reportado que sélo uno de cinco individuos positivos
para SARS-CoV-2, identificados por RT-PCR logré una se-
roconversion. Esta situacion puede deberse a que la carga
viral en asintomaticos es menor que la reportada en pa-
cientes COVID-19 grave a critico, carga viral (carga antigé-
nica) que 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 inmunoldgica de la infeccion SARS-CoV-2/COVID-19
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Fuente: Consenso colombino de atencién, diagnéstico 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.



INSTITUTO
NACIONAL DE
SALUD

(J)

6. Referencias

—_

. Consenso colombiano de atencién, diagnéstico y manejo de la infeccion por SARS-COV-2/COVID-19 en establecimien-
tos de atencion de la salud. Disponible en https://www.revistainfectio.org/index.php/infectio/article/view/853/905

N

. Kontou PI, Braliou GG, Dimou NL, Nikolopoulos G, Bagos PG. Antibody Tests in Detecting SARS-CoV-2 Infection: A Me-
ta-Analysis. Diagnostics (Basel). 2020;10(5):319. Published 2020 May 19. doi:10.3390/diagnostics10050319.

3. Long Q, Deng H, Chen J, Hu J, Liu B, Liao P, et al. Antibody responses to SARSCoV-2 in COVID-19 patients: the perspec-
tive application of serological tests in clinical practice. medRxiv. 2020 Mar 20;2020.03.18.20038018.

4. Guo L, Ren L, Yang S, Xiao M, Chang D, Yang F, et al. Profiling Early Humoral Response to Diagnose Novel Coronavirus
Disease (COVID-19). Clin Infect Dis. 2020 Mar 21.

5. Deeks JJ, Dinnes J, Takwoingi Y, Davenport C, Spijker R, Taylor-Phillips S, Adriano A, Beese S, Dretzke J, Ferrante di
Ruffano L, Harris IM, Price MJ, Dittrich S, Emperador D, Hooft L, Leeflang MMG, Van den Bruel A. Antibody tests
for identification of current and past infection with SARS-CoV-2. Cochrane Database of Systematic Reviews 2020, Issue
6. Art. No.: CD013652. DOI: 10.1002/14651858.CD013652.

6. Yongchen Z, Shen H, Wang X, et al. Different longitudinal patterns of nucleic acid and serology testing results based on
disease severity of COVID-19 patients. Emerg Microbes Infect. 2020;1-14.

7. Autores

Marcela Mercado Reyes. Bacteriéloga, MS Epidemiologia Clinica. Directora de Investigacion en Salud Publica. Instituto
Nacional de Salud.

Gabriela Zabaleta. Bacteridloga, Micro Ind, MS(c) Epidemiologia. Grupo de Microbiologia. Subdireccién de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica del Instituto Nacional de Salud.

Vivian Vanesa Rubio. Bacteridloga y laboratorista clinico. MSc en Ciencias. Grupo de Micobacterias. Subdireccién de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica del Instituto Nacional de Salud.

Helly Casallas Cifuentes. Bacteridloga, Grupo de Nutricion. Subdireccion de investigacion cientifica y tecnolédgica. Insti-
tuto Nacional de Salud

Andrea Herrera Hernandez. Bacteriéloga, Especialista en Hematologia y Banco de Sangre. Grupo Banco de Sangre.
Direccion de Redes en Salud Publica. Subdireccion red nacional de trasplantes y bancos de sangre. Instituto Nacional de
Salud.

8. Pruebas realizadas por:

Helly Casallas Cifuentes. Bacteridloga, Grupo de Nutricion. Subdireccion de investigacion cientifica y tecnolédgica. Insti-
tuto Nacional de Salud

Andrea Herrera Hernandez. Bacteri6loga, Especialista en Hematologia y Banco de Sangre. Grupo Banco de Sangre.
Direccion de Redes en Salud Publica. Subdireccion red nacional de trasplantes y bancos de sangre. Instituto Nacional de
Salud.


https://www.revistainfectio.org/index.php/infectio/article/view/853/905

	_GoBack

