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Validacion secundaria y verificacion del desempeno
de la prueba rapida “AMP Rapid Test SARS-CoV-2 IgG/IgM- Cassettes”

Se realizo el andlisis de exactitud y concordancia de la prueba “AMP Rapid Test SARS-CoV-2 IgG/IgM- Cassettes” 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 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 asintométicos 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 y protegidos
de la luz solar directa. Los kits utilizados por caja de 50 uni-
dades registraron fecha de vencimiento del 2022/03, con
numero de lote 2003044 1. La validacion se realizé en las
instalaciones del Instituto Nacional de Salud, el dia 3 de Ju-
nio del 2020 por personal capacitado, teniendo en cuenta
todas las instrucciones de uso de la prueba registradas en el
inserto del kit.

Se seleccionaron 295 sueros a evaluar del biobanco COVI-
DCOL, los cuales estaban en congelacion. 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 verificd que el empaque del dispositivo estuviera
sellado correctamente y no presentara ninguna anormali-
dad, posteriormente se marcé cada dispositivo en la parte
superior con el numero de la muestra correspondiente para
cada vial. Antes de la adicién de muestra fue mezclada y
se recolectaron 5pl de suero con ayuda de una micropipe-
ta (equipo calibrado), adicionando en el pocillo de muestra
del dispositivo, e inmediatamente se depositaron 2 gotas
de amortiguador en el pocillo del dispositivo destinado para
este mismo. Con un crondémetro se contabilizaron 10 minu-
tos y pasado este tiempo se realizé la lectura del resultado.
Los resultados fueron leidos por dos observadores con una
concordancia de k=1, teniendo como base de interpretacion
lo descrito segun inserto. La informacién se registré en una
base de datos especifica para la validacién de la prueba en
medio magnético.

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), 54 muestras fueron positivas para SARS-
CoV-2 con la prueba rapida y 141 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

Prueba Serologica

RT-PCR
n=195

Grupos Inmunocromatografia para IgM
Positiva Negativa
Negativos historicos* N/A 3 97 100
cN(fng?Qt';'YlgéRCOWD-1 9 confirmado 100 6 94 100
Asintomaticos RT-PCR Positivos 38 11 27 38
Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 37 20 57
Total 57 238 295

*Negativo historico: 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.
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La validez de criterio divergente, al realizar evaluacion con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue calculada en
97% (IC95% 93,7 — 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. 37
muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 20 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 3 6 9
Mas de 11 difas de inicio de sintomas 34 14 48
Total 37 20 57

2. Analisis de los grupos de estudio para la IgG

De un total de 195 muestras evaluadas con RT-PCR, 52 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 con la prueba seroldgica
réapida “AMP de SARS-CoV-2 IgG/IgM" y 143 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

HAHE Inmunocromatografia para IgG Total
=193 Positiva Negativa
Negativos historicos* N/A 1 99 100
o mads con K PCR 100 > 9 Iy
Asintomaticos RT-PCR Positivos 38 7 31 38
Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 40 17 57
Total 53 242 295

*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 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 dfas y ii) mas de 11 dias. 40
muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 17 como negativas (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacién diagndstica del grupo de sintomaticos para la prueba de 1gG

Prueba Seroldgica.
Inmunocromatografia para IgG

Sintomaticos RT-PCR Positivos

Positiva Negativa
Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas 2 7 9
Mas de 11 dias de inicio de sintomas 38 10 48
Total 40 17 57
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Tabla 5. Resultados de exactitud diagnéstica y concordancia de la prueba serolégica rapida “AMP Rapid Test SARS-CoV-2 IgG/IgM- Cassettes”

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

(incluyendo sueros histéricos)

Escenarios  Descripcion N Sen Esp Exactitud LR+ LR- Kappa Recomendacion
. I IgM 195  50.53%  94.00% 72.82% 8.42 0.53 0.450 La prueba presenta una adecuada especificidad para
P_ruteba ,atpllcada_atpob!i_clon descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escenario 1 ;lréoma(jlga y asin Omg 'lc.a. . estos no estan presentes en suero, sin embargo su
'(?e ;ﬁ?g%g?f?xenc};dgnImoo I9G 195  49.47%  95.00% 72.82% 989 053 0450  capacidad de detectar casos cuando no se tiene claridad
P sobre el inicio de sintomas ni de la exposicién es baja.
IgM 157 64.91%  94.00% 83.44% 10.82 037 0.622 La prueba presenta una adecuada especificidad para
Prueba aplicada a poblacién o o o descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escenario 2 sintomatica independientemente IgG lag LR ERlE 8593% Jade 031 CHLE) inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes
del inicio de sintomas o Acs totales en suero. Sin embargo, su capacidad de detectar casos
exposicion lgM/igG 257  71.9% 94.5% 89.5% 13.1  0.29 0.69 cuando no se tiene claridad sobre el inicio de sintomas es
moderada para IgM e IgG.
IgM 109 3333% 94.00% 88.99% 5.56 0.71 0.274 La prueba presenta una adecuada especificidad para
Prueba aplicada a poblacion descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escenario 2.a  sintomatica (entre 8 y 11 dias de inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en
inicio sintomas) I8G 109 22.22%  95.00% 88.99% 4.44 082  0.191 suero. Entre 8y 11 dias de inicio de sintomas, no fue efectiva
en detectar casos. Sensibilidad muy baja para IgM e IgG.
[\ 148  70.83%  94.00% 86.49% 11.81 0.31 0.678 La prueba presenta una adecuada especificidad para
descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escanario Prueba aplicada a poblacion inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en
3 b: sintomatica (mas de 11 dias de suero. La capacidad de detectar casos con conocimiento
e inicio sintomas) I8G 148 79.17%  95.00% 89.86% 1583 022 0762 e fecha de inicio de sintomas, es mas sensible para para
IgG en casos sintomaticos por encima de 11 dias de inicio
de sintomas, en cuyo caso la sensibilidad moderada.
IgM 138 28.95%  94.00% 76.09% 482 0.76 0.277 La prueba presenta una adecuada especificidad para
Prueba aplicada a poblacion descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escenario 3 asintomatica independiente del inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en
tiempo de exposicién (post- IgG 138  1842%  95.00% 73.91% 368 086 0171 suero. La capacidad de detectar casos cuando no se tiene
infeccién) claridad sobre la exposicién o momento de infeccién, en
cuyo caso la sensibilidad es muy baja.
Prueba aplicada a poblacién IgM 295 50.53%  95.50% 81.02% 11.23 0.52 0.514 La prueba presenta una adecuada especificidad para
asintomatica y sintomatica descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escenario 4 independiente mente del . o o inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estdn presentes en
tiempo de exposicion o sintomas I9G 295 49.47% 97.00%  81.69% 1649 052 0526  gyero, su capacidad de detectar casos cuando no se tiene
(incluyendo sueros histéricos) claridad sobre el inicio de sintomas ni de la exposicion es baja.
Prueba aplicada a poblacién IgM 257 6491%  95.50% 88.72% 14.42 037 0.649 La prueba presenta una adecuada especificidad para
. PNt . descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
sintomdtica independientemente . h : -
. . = lobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes
Escenario 5 del tiempo a la exposicion o INMUNogio .
p , 1aG 257  70.18%  97.00% 91.05% 2339  0.31 0.722 en suero, sin embargo su capacidad de detectar casos
;lir;{gmiss)(lncluyendo SUEros 9 ° ° ° cuando no se tiene claridad sobre el inicio de sintomas es
moderada para IgM e IgG
mruehe enfliedh & pellEatan IgM 209 33.33%  95.50% 92.82% 7.41 0.70 0.248 La prueba presenta una adecuada especificidad para
. & P p descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
: sintomatica (entre 8y 11 dias : a 3 ;
Escenario 5.a después de inicio sintomas) 0 0 0 inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en
(inclpu endo sueros histrices) l9G 209 22.22%  97.00% 93.78% 741 080  0.203  syero, adicionalmente entre 8y 11 dias de inicio de sintomas,
Y no fue adecuada en detectar casos. Sensibilidad muy baja.
IgM 248 70.83%  95.50% 90.73% 15.74  0.31 0.691 La prueba presenta una adecuada especificidad para
Prueba aplicada a poblacion descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escenario 5.b sintomatica (mas de 11 dias inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en
' después de inicio sintomas). IgG 248 79.17%  97.00% 93.55% 2639 0.21 0.787 suero. La sensibilidad de la prueba para detectar casos en
(incluyendo sueros histéricos) sintomaticos por encima de 11 dias de inicio de sintomas,
tanto para IgM como para IgG es moderada.
: » IgM 238 2895%  95.50% 84.87% 643 074 0.303 La prueba es adecuada para descartar la presencia de
Z;?nig;zgilgﬁ]adz pe%t()jlicr;?g anticuerpos, cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2
Escenario 6 mente del tiem opde eXDOSICIGN o . ) no estdn presentes en suero, sin embargo su capacidad
P P I9G 238  18.42% 97.00%  84.45% 614 084 0210  de detectar casos cuando no se tiene claridad sobre la

exposicion es muy baja.

Utilidad para
escenario

No es util

Es util
combinada
con PCR

No es Gtil*

Es util
combinado
con RT-PCR**

No es util

No es util

Es util
combinada
con PCR

No es util

Es util
combinado
con RT-PCR**

No es util

LR+: Razén de verosimilitud positiva

LR-: Razon de verosimilitud Negativa

Sen: Sensibilidad, Esp: Especificidad, *Probable no circulacion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en sangre. Coincide con la literatura sobre generacion de
anticuerpos posterior al dia 9, con mejor rendimiento después del dia 14; **Probable circulacién de anticuerpos en sangre, por lo que su deteccién es

recomendable.
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En este informe se presentan los resultados de validez y concordancia (con la RT-PCR) de la prueba serolégica rapida “AMP
Rapid Test SARS-CoV-2 IgG/IgM- Cassettes” La prueba en mencion 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 97% y 99% respectivamente.

2. Sensibilidad moderada para IgM e IgG alcanzando el 70.8% y 79.2% respectivamente, este desempefio se refiere
a muestras de poblacién sintomdatica tomadas por encima de los 11 dias después del inicio de sintomas (Escenario

2by 5b).

3. Una sensibilidad baja a muy baja, cuando la prueba se usa en la caracterizacion de pacientes con sintomas leves a
moderados y asintomaéticos sin reconocimiento de los dias desde la exposicién (infeccion) (Escenario 3, 5ay 6).

4. La concordancia de la prueba en estudio frente al estandar de referencia RT-PCR, medida como kappa, fue buena
especificamente para los escenarios 2, 2b 'y 5b, escenarios de pacientes sintomaticos con mas 11 dias desde el inicio

de la infeccioén.

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 aplicacién de pruebas alternativas a las pruebas
moleculares RT-PCR para uso poblacional, es recomendada
para separar individuos ya expuestos a la infeccion 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 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 de los virus
generados a partir de la respuesta inmunolégica del individuo,
las proteinas estructurales de nucleocéapside (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 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, pero se
insiste en los tiempos desde la exposicién (post-infeccion) o
inicio de sintomas, para que el desempefio de la prueba sea
adecuado.

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.

Aunqgue 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 verificaciéon
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
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la quimioluminiscencia). Dado que titulos mayores de
anticuerpos y asi como una mayor seroconversién 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
problematica si se tiene en cuenta que el uso de las pruebas
serolégicas inmunocromatogréficas se ha sugerido como

estrategia para identificar posibles portadores infecciosos
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asintomaticos. En estudios se han reportado que sélo uno
de cinco individuos 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) que puede ser la responsable de la
respuesta inmune, representada en anticuerpos detectables
0 en una escasa o nula seroconversién, respectivamente (4).

Figura 1. Historia Viral e inmunoloégica de la infeccion SARS-CoV-2/COVID-19

Paneles moleculares
para 18 - 22 patégenos
incluido COVID-19 (4)
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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 frente a muestras RT-PCR negativas y muestras negativas

historicas.

2. La utilidad de la prueba como apoyo diagndéstico mejora en pacientes sintomaticos con mas de 11 dias de inicio de
sintomas. No es Util 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 y sean asintomaticos,
dado el alto riesgo de falsos negativos. Se recomienda usar en combinacion con pruebas de RT-PCR.

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