. INSTITUTO
NACIONAL DE
SALUD

ALCALDIA MAYOR

IDCBIS .

Biotecnologia e Innovacién en Salud SALUD
Secretaria de Salud

Validacion secundaria y verificacion del desempeio
de la prueba rapida “Cellex gSARS-CoV-2 IgG/IgM Cassette Rapid test”

Se realizo el andlisis de exactitud y concordancia de la prueba “Cellex gSARS-CoV-2 1gG/IgM Cassette Rapid test” 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) a los 7, 14 y 21 dias posterior a la prueba positiva por RT-PCR.
En un total de trescientos (300) 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 asintomaticos con pruebas de

RT-PCR positivay (iv) sesenta y dos (62) 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 validacion, 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 25 uni-
dades registraron fecha de vencimiento del 25/10/2022, con
numero de lote DHSZ20200428WIT106C y buffer de dilucion
con misma fecha de vencimiento y con ndmero de lote
20200428WI006. La validacion se realizo en las instalaciones
del Instituto Nacional de Salud, el dia 8 de Junio del 2020
por personal capacitado, teniendo en cuenta todas las ins-
trucciones de uso de la prueba registradas en el inserto del
kit. Se seleccionaron 300 sueros a evaluar del biobanco CO-
VIDCOL, 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 marcd cada dispositivo en la parte
superior con el nimero de la muestra correspondiente para
cada vial. Antes de la adicion de muestra fue mezclada y se
recolectaron 10 ul de suero con ayuda de una micropipeta
(equipo calibrado), adicionando en el pocillo de muestra del
dispositivo, e inmediatamente se depositaron 2 gotas de ta-
poén de deteccién en el pocillo del dispositivo destinado para
este mismo. Con un crondmetro se contabilizaron 15 minu-
tos y pasado este tiempo se realizo 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 informacion se registré en una
base de datos especifica para la validacion de la prueba en

medio magnético.

2. Anadlisis de los grupos de estudio para la IgM

De un total de 200 muestras evaluadas con RT-PCR (100 positivas y 100 negativas), 60 muestras fueron positivas para SARS-

CoV-2 con la prueba rapida y 140 muestras fueron clasificadas como negativas, para anticuerpos tipo IgM. Se excluyen los

negativos histoéricos (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion diagnostica de los grupos en estudio para la prueba rapida de IgM

Prueba Serolégica
Grupos RT-PCR Inmunocromatografia para IgM | Total
n=200 - )
Positiva Negativa

Negativos histéricos* N/A 5 95 100
Negativos COVID-19 confirmado
con RT-PCR 100 3 97 100
Asintomaticos RT-PCR Positivos 38 14 24 38
Sintomaticos RT-PCR Positivos 62 43 19 62
Total 200 65 235 300

*Negativo histoérico: Sueros de personas tomados entre 2017-2018, para uso en vigilancia en salud publica
u otro fin, con autorizacion para otro tipo de analisis 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
95% (IC95% 90.7 — 99.3%).

De acuerdo con la fecha de inicio de sintomas el grupo de pacientes sintomaticos con RT-PCR positiva (n=62), fue dividido
en dos grupos para el analisis, considerando la fecha de inicio de sintomas: i) entre 8 y 11 dias y i) mas de 11 dias. 43 muestras

fueron clasificadas por la prueba seroldgica rapida como positivas y 19 como negativas (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion diagnostica del grupo de sintomaticos para la prueba de IgM

Prueba Serolégica

. _— - g Total
Sintomaticos RT-PCR Positivos Inmunocromatografia para IgM
Positiva Negativa
Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas 9 5 14
Mas de 11 dias de inicio de sintomas 34 14 48
Total 43 19 62

2. Analisis de los grupos de estudio para la IgG

De un total de 200 muestras evaluadas con RT-PCR, 54 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 con la prueba seroldgica
rapida “Cellex qSARS-CoV-2 IgG/IgM Cassette Rapid test” y 146 muestras fueron clasificadas como negativas, para

anticuerpos tipo IgG por esta prueba. Se excluyen los negativos histéricos (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion diagnostica de los grupos en estudio para la prueba rapida de IgG

RT-PCR Prueba Serolégica
Grupos Inmunocromatografia para IgG & 7]
AL Positiva Negativa
Negativos historicos* N/A 1 99 100
lc\loer?aRtTi\_/SégO\/lD—B confirmado 100 5 98 100
Asintomaticos RT-PCR Positivos 38 7 31 38
Sintomaticos RT-PCR Positivos 62 45 17 62
Total 200 55 245 300

*Negativo histoérico: Sueros de personas tomados entre 2017-2018 para uso en vigilancia en salud publica

u otro fin con autorizacion para otro tipo de analisis por consentimiento informado.

La validez de criterio divergente, al realizar evaluacion 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=62), 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. 45 muestras

fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 17 como negativas (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion diagndstica del grupo de sintomaticos para la prueba de 1IgG

Sintomaticos RT-PCR Positivos

Prueba Seroldgica.
Inmunocromatografia para IgG

Positiva

Negativa

Total

Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas 5 9 14
Mas de 11 dias de inicio de sintomas 40 8 48
Total 45 17 62




=
Q

INSTITUTO
NACIONAL DE

SALUD

A partir del analisis se obtuvieron los siguientes datos de exactitud:
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Tabla 5. Resultados de exactitud diagndstica y concordancia de la prueba seroldgica rapida “Cellex gSARS-CoV-2 1gG/IgM Cassette Rapid test”
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.
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Escenarios Descripcion N Sen Esp Exactitud | LR+ | LR- |Kappa Recomendacién Utilidad p.ara
escenario
La prueba presenta una adecuada especificidad
Prueba aplicada a poblacion IgM | 200 | 57.00% | 97.00% 77.00% 19.00 | 044 | 0.540 |para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,

) sintomatica y asintomatica cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan .
Escenariol |. ) o : : No es util
independientemente del inicio presentes en suero, sin embargo su capacidad de
de sintomas o exposicion IgG 200 | 52.00% | 98.00% |75.00% 26.00 | 049 | 0500 |detectar casos cuando no se tiene claridad sobre el

inicio de sintomas ni de la exposicion es baja.
La prueba presenta una adecuada especificidad
Prueba aplicada a IgM | 162 | 69.35% | 97.00% 86.42% 2312 | 032 | 0.698 |para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, Es util
) poblacion sintomatica cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan| combinada
Escenario2 |. . S . )
independientemente del inicio presentes en suero, sin embargo, su capacidad de con PCR
de sintomas o exposicion IgG | 162 | 72.58% | 98.00% | 8827% 3629 | 028 | 0740 [detectar casos cuando no se tiene claridad sobre el
inicio de sintomas es moderada para IgM e IgG
La prueba presenta una adecuada especificidad
‘ Prueba aplicada a poblacion | IgM | T4 | 6429% | 97.00% | 9298% | 2143 | 037 | 0,653 |P3r@ descartar la presencia de anticuerpos IgM e
Escenario . . B IgG, cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no No es
sintomatica (entre 8 y 11 dias de , . L s
2.a L estan presentes en suero. Entre 8 y 11 dias de inicio atil*
inicio sintomas) de sintomas la ssensibilidad fue moderada para IgM
[e]@ N4 35.71% | 98.00% 90.35% 17.86 | 0.66 | 0.429 . P oMy
muy baja para IgC.
IgM | 148 | 70.83% |97.00% 88.51% 23.61 | 0.30 | 0.721 La prueba presenta una adecuada especificidad
. -, para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, .
: Prueba aplicada a poblacion . . . , Es util
Escenario . s B ) cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan .
sintomatica (mas de 11 dias de ; combinado
2.b: L presentes en suero. La capacidad de detectar casos
inicio sintomas) (Sensibilidad) con conocimiento de fecha de inicio de con RT-PCR™
IgG | 148 | 83.33% | 98.00% | 93.24% 41.67 | 0.17 | 0.841 | : )
sintomas y superior a 11 dias es moderada para para
IgM y Alta para IgC.
La prueba presenta una adecuada especificidad
Prueba aplicada a poblacion IgM | 138 | 36.84% | 97.00% 80.43% 1228 | 065 | 0408 |para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,

) asintomatica independiente cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan -
Escenario 3 : L : No es util
del tiempo de exposicion (post- presentes en suero. La capacidad de detectar casos
mfeccién) IgG 138 18.42% 98.00% 76.09% 9] 083 |0215 (Sensibilidad) cuando no se tiene claridad sobre la

exposicion o momento de infeccion es muy baja.
Prueba aplicada a poblacion La prueba presenta una adecuada especificidad
asintomatica y sintomatica 300 | 57.00% | 96.00% 83.00% 1425 | 0.45 | 0581 |para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,
: . IgM ) . ; .

) independiente mente del cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan s
Escenario 4 | .. T ; No es util
tiempo de exposicion o presentes en suero, su capacidad de detectar casos
sintomas (incluyendo sueros IgG | 300 | 52.00% | 98.50% 83.00% 3467 | 049 | 0569 |(Sensibilidad) cuando no se tiene claridad sobre el

historicos) inicio de sintomas ni de la exposicion es baja.
: La prueba presenta una adecuada especificidad
Prueba aplicada a : .
N L IgM | 262 | 69.35% | 96.00% 89.69% 1734 | 0.32 | 0.696 |para descartar la presencia de anticuerpos IgM e
poblacion sintomatica : . . -
. : IgG, cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no Es util
) independientemente del . : ; .
Escenario5 | .. L estan presentes en suero, sin embargo su capacidad| combinada
tiempo a la exposicion o I :
sintomas (incluyendo sueros . . . de detectar casos (Sensibilidad) cuando no se tiene con PCR
o Y I9G | 262 | 72.58% | 98.50% 92.57% 48.39 | 0.28 | 0771 | caridad sobre el inicio de sintomas es moderada para
histdricos)
IgM e IgC.
Prueba aolicada a boblacion La prueba presenta una adecuada especificidad
. . P P . IgM | 214 | 64.29% | 96.00% | 93.93% 16.07 | 0.37 | 0.548 |para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,
! sintomatica (entre 8 y 11 dias ) . : .
Escenario ) S cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan L.
después de inicio sintomas). . . No es util
5a (incluyendo sueros histéricos) presentes en suero, adicionalmente entre 8 y 11 dias
Y IgG | 214 | 3571% | 98.50% | 94.39% 23.81 | 065 | 0.427 |de inicio de sintomas, la sensibilidad fue moderada
para IgM y muy baja para IgC.
La prueba presenta una adecuada especificidad
) -, IgM | 248 | 70.83% | 96.00% 91.13% 17.71 | 0.30 | 0.702 | para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,
Prueba aplicada a poblacién : . . . .
: . L . ) cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan Es util
Escenario sintomatica (mas de 11 dfas o .
. S presentes en suero. La sensibilidad de la prueba para| combinado
5b después de inicio sintomas). : . : .
; S detectar casos en sintomaticos por encima de 11 dias | con RT-PCR**
(incluyendo sueros histoéricos) IgG | 248 | 83.33% | 98.50% | 95.56% | 55.56 | 0.17 | 0.852 o )
de inicio de sintomas, para IgM moderada vy para IgG
es alta.
Prueba aplicada a poblacion La prueba es adecuada para descartar la presencia de
: NS : IgM | 238 | 36.84% | 96.00% 86.55% 921 | 066 | 0.396 . . . )
asintomatica independiente anticuerpos, cuando inmunoglobulinas anti-SARS-
Escenario 6 | mente del tiempo de CoV-2 no estan presentes en suero, sin embargo su No es util
exposicion (incluyendo sueros IgG | 238 | 18.42% | 98.50% 8571% 1228 | 083 | 0241 |capacidad de detectar casos cuando no se tiene
historicos) claridad sobre la exposicion es muy baja.

LR+: Razdn de verosimilitud positiva

LR-: Razdn de verosimilitud Negativa

Sen:Sensibilidad, Esp: Especificidad, *Probable no circulacion de anticuerpos en sangre. Coincide con la literatura sobre generacion
de anticuerpos posterior al dia 9, con mejor rendimiento después del dia 14; **Probable circulacion 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 “Cellex gSARS-CoV-2 IgG/IgM Cassette Rapid test” 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 96% en ambos.

2. Sensibilidad moderada para IgM e IgG alcanzando el 70.8% y 83.3% respectivamente, este
desempeno se refiere a muestras de poblacion sintomatica tomadas por encima de los 11 dias de

inicio de sintomas (Escenario 2b y 5b).

3. Una sensibilidad baja a muy baja para IgM e IgG, cuando la prueba se usa en la caracterizacion de
pacientes con sintomas leves a moderados y asintomaticos, sin reconocimiento de los dias desde |a

exposicion (infeccion) (Escenario 3y 6).

4. 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 5b, escenarios de pacientes
sintomaticos con mas 11 dias desde el inicio de la infeccion.

Discusion

Es cada vez mas frecuente el uso de pruebas rapidas
en el escenario de la pandemia de la COVID-19. Estas
pruebas se dividen en pruebas rapidas moleculares vy
pruebas rapidas seroldgicas. Estas ultimas han generado
expectativa sobre su alcance diagndéstico y su uso se hace

a nivel mundial con mayor frecuencia.

La aplicacion de pruebas alternativas a las pruebas
RT-PCR  para uso

recomendada para separar individuos ya expuestos a la

moleculares poblacional, es
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). Por lo anterior, la deteccidn de anticuerpos en este
grupo poblacional es critica, en el marco de la vigilancia

epidemioldgica de esta pandemia.

Las pruebas serolégicas permiten la identificacion
de anticuerpos especificos contra antigenos del virus
generados a partir de la respuesta inmunoldgica

del individuo, las proteinas estructurales de
nucleocapside (N) y la proteina de espiga (S) son las
mas frecuente 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 conloshallazgosde estudios de validacion, 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-
infeccion) o inicio de sintomas, para que el desempefo

de la prueba sea adecuado.

Recientemente se ha publicado en la literatura el
comportamiento de la generacion 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

infeccion.

Aungue un método analiticorepresentadoen una prueba
o test de laboratorio haya sido normalizado previamente,
esnecesario confirmar si funciona adecuadamente, antes
de proceder a su uso rutinario. A este procedimiento
mediante el cual se evalla el desempeno 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 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
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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
la quimioluminiscencia). Dado que titulos mayores de
anticuerpos y asi como una mayor seroconversion 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
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las pruebas seroldgicas inmunocromatograficas se
ha sugerido como estrategia para identificar posibles
portadores infecciosos asintomaticos. En estudios se han
reportado gue 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 o en

una escasa o0 Nula seroconversion, respectivamente (4).

Figura 1. Historia Viral e inmunoldgica de la infeccion SARS-CoV-2/COVID-19
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Fuente: Consenso colombino de atencion, diagndstico y manejo de la infeccion por SARS-CoV-2/COVID-19
en establecimientos de atencion 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 negativasy muestras

negativas historicas.

2. Lautilidad de la prueba como apoyo diagnoéstico 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 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.



Q Lok IDCBIS "
NACIONAL DE ALCALDIA MAYOR
SALUD DE BOGOTA D.C.

- Biotecnologia e Innovacién en Salud SALUD

Secretaria de Salud

Referencias

1. Consenso colombiano de atencion, diagnoéstico y manejo de la infeccion por SARS-COV-2/COVID-19
en establecimientos de atencion de la salud. Disponible en https:/Mwww.revistainfectio.org/index.php/
infectio/article/view/853/905

2. LongQ,DengH,ChenJ, HuJ, LiuB, Liao P, etal. Antibody responsesto SARSCoV-2 in COVID-19 patients: the
perspective application of serological tests in clinical practice. medRxiv. 2020 Mar 20;2020.03.18.20038018.

3. Guol,RenL,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.

4. 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.

Autores

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

Nacional de Salud.

Gabriela Delgado M. Bacteridloga, PhD Ciencias Farmacéuticas. Asesora Despacho en Secretaria Distrital de Salud. Profesora

Titular en Universidad Nacional de Colombia.

Gabriela Zabaleta. Bacteridloga, Micro Ind, MS(c) Epidemiologia. Grupo de Microbiologia. Subdireccion de Investigacion

Cientifica y Tecnolégica del Instituto Nacional de Salud.

Adriana Arévalo. Bacteridloga, MSc en Microbiologia. Grupo de Parasitologia. Subdireccion de Investigacion Cientifica y

Tecnoldgica del Instituto Nacional de Salud.

Pruebas realizadas por:

Lida Muioz Galindo. Bacteridlogay laboratorista clinico. Especialista en Epidemiologia. Grupo de Parasitologia. Subdireccion

de Investigacion Cientifica y Tecnolégica del Instituto Nacional de Salud

Vivian Vanesa Rubio. Bacteridloga y laboratorista clinico. MSc en Ciencias. Grupo de Micobacterias. Subdireccion de

Investigacion Cientifica y Tecnoldgica del Instituto Nacional de Salud.

Paula Gaviria. Bacteridlogaylaboratoristaclinico.MScen Ciencias Biolégicas. Lider Unidad Avanzada de Inmunohematologia.

Instituto Distrital de Ciencia, Biotecnologia e Innovacion en Salud-IDCBIS.



