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Validacién secundaria y verificacion del desempeno de la prueba rapida
“Livzon Diagnostic kit for IgM/IgG Antibody Coronavirus (SARS-CoV-2)”

Se realizd el andlisis de exactitud y concordancia de la prueba “Livzon Diagnostic kit for IgM/IgG Antibody
Coronavirus (SARS-CoV-2)" 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 7,14 y 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 histéricos, (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 positiva y (iv) cincuenta y siete (57) muestras de suero de pacientes sintomaticos, con

pruebas de RT-PCR positiva (Tabla 1y 3).

Procedimiento de la prueba

Para llevar a término la validacion, los kits con ante-
rioridad fueron almacenados bajo llave Unicamente
al alcance de personal autorizado, a temperatura am-
biente y protegidos de la luz solar directa. El buffer de
dilucion y los kits utilizados por caja de 10 unidades
(10 test por separado para cada anticuerpo IgG e IgM)
registraron fecha de vencimiento del 2020-10-17, con
numero de lote CK2004330410. La validacion se reali-
z0 en las instalaciones del Instituto Nacional de Salud,
el dia 3 de Julio del 2020 por personal capacitado, te-
niendo en cuenta todas las instrucciones de uso de
la prueba registradas en el inserto del kit. Se seleccio-
naron 295 sueros a evaluar del biobanco COVIDCOL,
los cuales estaban en congelacion. Posteriormente
se descongelaron a temperatura de refrigeracion
(5+3°C) y finalmente se llevaron a temperatura am-
biente (14 + 7°C) hasta el momento del montaje. Antes
de realizar el montaje primero se verificd que el em-

pague del dispositivo estuviera sellado correctamente
y NO presentara ninguna anormalidad, posteriormen-
te se marco cada dispositivo en la parte superior con
el numero de la muestra correspondiente para cada
vial. Antes de la adicion de muestra fue mezclada y
se recolectaron 10 pl de suero con ayuda de una mi-
cropipeta (equipo calibrado), adicionando en el poci-
llo de muestra del dispositivo, e inmediatamente se
depositaron 2 gotas de tapon de deteccion en el poci-
llo del dispositivo destinado para este mismo. Con un
cronémetro se contabilizaron 15 minutos vy se realizd
la lectura del resultado. Los resultados fueron leidos
por dos observadores con una concordancia de 0O=7,
teniendo como base de interpretacion lo descrito se-
gun inserto. La informacion se registré en una base
de datos especifica para la validacion de la prueba en
medio magnético.
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Analisis de los grupos de estudio para la IgM

De un total de 195 muestras evaluadas con RT-PCR (95 positivas y 100 negativas) excluyendo los negativos
histéricos, 37 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 con la prueba rapida y 158 muestras fueron clasificadas

como negativas, para anticuerpos tipo IgM (Tabla 1).
Tabla 1. Clasificacién diagnéstica de los grupos en estudio para la prueba rapida de IgM
Prueba Seroldgica
Grupos R:;%CSR Inmunocromatografia para IgM | Total
o] 100 100
Negativos COVID-19 100 0 100 100

Negativos histéricos* N/A
confirmado con RT-PCR

Asintomaticos RT-PCR
Positivos 22 7 3 =
Sint_o'méticos RT-PCR 57 20 >7 57
Positivos

Total 195 37 258 295

*Negativo historico: 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 evaluaciéon con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue
calculada en 100% (IC95% 96.3 —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 i) mas
de 11 dias, 30 muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 27 como negativas

(Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién diagnéstica del grupo de sintomaticos para la prueba de IgM

Prueba Serolégica

Sintomaticos RT-PCR | Inmunocromatografia |
Positivos para IgM Tota
Entre 8 y 11 dias de inicio
de sintomas 3 6 3
Mas de 11 dfas de inicio de
sintomas 27 2 48
Total 30 27 57
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Analisis de los grupos de estudio para la IgG

De un total de 195 muestras evaluadas con RT-PCR (95 positivas y 100 negativas) excluyendo los negativos
historicos, 30 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 con la prueba seroldgica rapida “Livzon Diagnostic
kit for IgM/IgG Antibody Coronavirus (SARS-CoV-2)" v 165 muestras fueron clasificadas como negativas, para

anticuerpos tipo IgG por esta prueba (Tabla 3).

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

Prueba Serolégica
Inmunocromatografia
Grupos para IgG Total
0 100

Negativos histéricos* N/A 100
veguezcovns oo | o | o | oo
ézisr;gﬁ/r;wséticos RT-PCR 28 5 26 38
gion;ct)ir\?oiticos RT-PCR 57 o8 29 57
Total 195 30 265 295

*Negativo histérico: 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 evaluaciéon con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue
calculada en 100% (IC95% 96.3 — 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 anélisis, considerando la fecha de inicio de sintomas: i) entre 8 y 11 dias y i) mas
de 11 dias, 28 muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 29 como negativas

(Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion diagnéstica del grupo de sintomaticos para la prueba de 1gG

. o Prueba Serolégica.
Sintomaticos RT-PCR | |nmunocromatografia para IgG | Total
9

Positivos " .

Entre 8 y 11 dias de inicio
de of 2 7
e sintomas

Mas deﬂfdfas de inicio de 6 > 48
sintomas

Total 28 29 57
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Tabla 5. Resultados de exactitud diagndstica y concordancia de la prueba seroldgica rapida “Livzon Diagnostic kit for IgM/1gG Antibody Coronavirus (SARS-CoV-2)”
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.

. . Recomendacion Utilidad para

Prueba aplicada a

La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar

historicos)

poblacion sintomatica IgM [ 195 [ 38.95% | 100% 70.26% 0.61 0.395 | 5 g ! IaM & 160 4o | lobuli
_ y asintornatica a presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas .
Escenariol |7 ) anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, sin embargo su No es util
independientemente idad de d q ) laridad sob |
del inicio de sintomas o ) ) ) capacidad de detectar casos cuando no se tiene claridad sobre e
exposicion I9G | 195 | 3158% | 100% 66.67% 0.68 | 0321 | inicio de sintomas ni de la exposicion es muy baja.
Prueba aplicada a La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar
poblacién sintomatica oM [ B e la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas
Escenario 2 | independientemente anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, sin embargo, su No es til
delinicio de sintomas o 19G | 157 | 4912% | 100% 8153% 051 | oss2 | c@ pacidad de detectar casos cuando no se tiene claridad sobre el
exposicion ’ ’ ’ ’ inicio de sintomas es baja para IgM e IgG
. La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar
Escenario pggiaté?éipslﬁigiwgtica IgM | 109 | 33.33% | 100% 94.50% 067 | 0478 | |5 presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas
P . T anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. Entre 8 y 11 dias de No es util*
2a (entre 8 y 11 dias de inicio inicio de sintomas la sensibilidad fue muy baja para IgM y para
sintomas) IgG | 109 | 22.22% | 100% 93.58% 0.78 | 0.343 I9G
. La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar
(o [0 [0)
Escenario pgtéelakjc?iC?rﬁ)‘slicr?t%arrwaética oM e 2ebit Qi | Dleeb la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas Es atil
b (pma’s de T dias de inicio anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. La capacidad de combinado
e sintomas) IgG | 148 | 5417% | 100% 8514% 046 | 0615 detqctar casos (Sens'ibilidad). con cor)ocimiento de fecha de inicio | con RT-PCR**
de sintomas y superior a 11 dias es baja para para IgM y para IgC.
Pruebq @p\lcada a IgM | 138 | 18.42% | 100% 77 54% 082 | 0246 La pruebapresema una adecuada especwﬁadaq para descartar
poblacién asintomatica la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas
Escenario 3 | independiente del tiempo anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. La capacidad de No es atil
de exposicion (post- IgG | 138 | 5.26% 100% 73.91% 095 | 0075 detectar casos (Sensibilidad) cuando no se tiene claridad sobre la
infeccion) ’ ’ ’ ’ exposicion o momento de infeccion es muy baja.
Prueba aplicada a
poblacién asintomatica y IgM | 295 | 3895% | 100% 80.34% 061 | 0464 | La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar No es qtil
sintomatica independiente la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas
Escenario 4 | mente del tiempo de anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, su capacidad de
exposicion o sintomas detectar casos (Sensibilidad) cuando no se tiene claridad sobre el
(incluyendo sueros 1gG [ 295 | 31.58% | 100% 77.97% 068 | 0385 | inicio de sintomas ni de la exposicién es muy baja.
historicos)
pé%?abcaic'?r?‘slicr?t%?ética IgM | 257 | 52.63% | 100% 89.49% 047 | 0634 | La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar
iewde endientemente del la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas Es atil
Escenario 5 tiempo 2 13 exposicion anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, sin embargo su combinada
o S\'ntpomas (mglu endo ) ) ) capacidad de detectar casos (Sensibilidad) cuando no se tiene con PCR
cueros histéricos)y IgG | 257 | 4912% [ 100% 88.72% 0.51 | 0600 | claridad sobre el inicio de sintomas es baja para IgM e IgG.
Prueba aplicada a —
poblacién sintornética IgM | 209 | 33.33% | 100% 9713% 067 | 0489 | La pruebaApresentaA una adecuada espeaﬁadaq para descartar
. . . la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas
Escenario | (entre 8 y 11 dias después _.SARS-CoV-2 ) = i N il
ca de inicio sintormas). anti- A ﬁ dg —dnq e's"tar;| presentes eln suerqbal'ollagr;a menteb ' o es Gti
(incluyendo sueros IgG | 209 | 22.22% | 100% | 96.65% 078 | 0353 ggﬁ;el g@/l v p'aarz | SG'”'C'O e sintomnas, la sensibilidad fue muy baja
historicos) :
Prueba aplicada a . . . La prueba presenta una adecuada especificidad para descartar
Eccenario | PobIacion sintomatica (mas IgM | 248 | 56.25% | 100% 91.53% 0.44 | 0675 | |3 presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando inmunoglobulinas Es util
ch de 11 dias después de inicio anti-SARS-CoV-2 no estan presentes en suero. La sensibilidad de combinado
‘ sintomas). (incluyendo la prueba para detectar casos en sintomaticos por encima de 11 con RT-PCR**
sueros historicos) I9G | 248 | 54.17% | 100% 9115% 0.46 | 0656 | gias de inicio de sintomas, es baja para IgM para IgG.
Prueba aplicada a
poblacién asintomatica IgM | 238 | 18.42% | 100% 86.97% 0.82 | 0275 | La prueba es adecuada para descartar la presencia de
Escenario 6 independiente mente anticuerpos, cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan No es Gtil
del tiempo de exposicion presentes en suero, sin embargo su capacidad de detectar casos
(incluyendo sueros IgG | 238 | 526% | 100% 84.87% 095 | 0.085 | cuando no se tiene claridad sobre la exposicion es muy baja.

LR+: Razén de verosimilitud positiva

LR-: Razon 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
deteccion es recomendable.
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En este informe se presentan los resultados de validez y concordancia (con la RT-PCR) de la prueba serologica
répida “Livzon Diagnostic kit for IgM/IgG Antibody Coronavirus (SARS-CoV-2)"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 100 % en amlbos.

2. Sensibilidad baja para IgM e IgG alcanzando el 56.2% y 54.1% respectivamente, este desempefo se
refiere a muestras de poblacion sintomatica tomadas por encima de los 11 dias de inicio de sintomas

(Escenario 2by 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 la

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 el escenario 5, escenarios de pacientes

sintomaticos independiente del dia de inicio de la infeccion.

Discusion

La prueba estdndar para el diagndstico de COVID-19
es la prueba molecular RT- PCR por la cual se detecta
el material genético del virus, se clasifica como prueba
de diagndstico segun la FDA (1), debido a que pueden
detectar casos de infeccion activa por SARS-CoV-2. Ha
sido reportado y comprobado que la prueba diagnos-
tica RT-PCR puede dar falsos negativos, pues si bien
tiene una alta sensibilidad de detectar el virus cuan-
do se encuentra presente en la muestra, el curso de
la enfermedad evidencia que no todos los pacientes
excretan el virus de la misma forma ni en los mismos
tiempos y su duracion en el tracto respiratorio dismi-
nuye con el transcurso de la enfermedad: diferentes
estudios muestran que el uso integrado junto con
pruebas seroldgicas que detectan la produccion de
anticuerpos como respuesta a la infeccion sirve para
mejorar el rendimiento de la RT-PCR aumentando la
probabilidad de lograr un diagnostico asertivo (2,3).

Se conoce que la primera linea de defensa durante
las infecciones virales es la inmunoglobulina M (IgM)
antes de la generacion de inmunoglobulina G (IgG)
como respuesta adaptativa que son de mayor afinidad
y son importantes para la inmunidad a largo plazo y
la memoriainmunolégica (4). Las pruebas seroldgicas

permiten la identificacién de anticuerpos especificos
contra antigenos del virus, las proteinas estructurales
de nucleocapside (N) y la proteina de espiga (S) son
los antigenos mas frecuentemente empleados en es-
tas metodologias por su papel inmunogénico (5).

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 gue la presencia total de IgM e IgG en sangre
ocurre a partir del dia 9 después del inicio de sintomas
ode iniciada la infeccion. Se ha observado una variabi-
lidad en el comportamiento de la generacion de anti-
cuerpos en diferentes poblaciones de asintomaticos y
sintomaticos (6,7).

En casos asintomaticos, un estudio publicado en este
tipo de poblaciéon no detecto anticuerpos IgM duran-
te el tiempo evaluado y reporté solo en algunos pa-
cientes resultados positivos para la IgG entre los dias
12 y 35 luego de una RT-PCR positiva (7) lo que podria
dificultar su uso para este tipo de poblacién, como se
ve en los resultados obtenidos en este trabajo. A dife-
rencia, los casos sintomaticos presentan produccion
de anticuerpos detectables en promedio alrededor
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del dia 7 a 14 después del inicio de los sintomas, esto
puede variar por diferentes factores, y la diferencia en-
tre la produccién de IgM seguida de IgG se ha obser-
vado entre 1a 9 dias (2, 3, 8,9, 10, 11) lo que puede ex-
plicar una mayor sensibilidad en la deteccion de casos
positivos para IgM.

Como se conoce, hay estructuras semejantes entre al-
gunos coronavirus, algunos anticuerpos desarrollados
en personas con infecciones pasadas con otros coro-
navirus pueden identificar parte de las estructuras del
SARS-CoV-2 los cuales pueden ser identificados por
pruebas rapidas seroldgicas, generando falsos positi-
vos (12) para la prueba en cuestion segun los sueros
evaluados no se presento este tipo de reaccidon cruza-
da reflejando un 100% de Especificidad.

Aungue un método analitico representado en una
prueba o test de laboratorio haya sido normalizado
previamente, es necesario confirmar si funciona ade-
cuadamente, antes de proceder a su uso rutinario. A
este procedimiento mediante el cual se evalla el des-
empeno del método para demostrar que cumple con

IDCBIS

Biotecnologia e Innovacion en Salud

ALCALDIA MAYOR
DE BOGOTAD.C.
SALUD

Secretaria de Salud

los requisitos para el uso previsto (establecido como
resultado de la validacion, en este caso, la inmuno-
cromatografia para identificar IgG e IgM, especificas
para proteinas de SARS-CoV-2) se le denomina veri-
ficacion 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 nece-
saria cuando se busca demostrar equivalencia de los
resultados obtenidos por dos métodos (por ejemplo,
contrastar lainmunocromatografia con el ELISA o con
la quimioluminiscencia). Dado que titulos mayores de
anticuerposy asi como una mayor seroconversion son
detectados en la mayoria de los individuos con CO-
VID-19 sintomatico, los sueros controles positivos de-
ben 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 inmunocromatogra-
ficas se ha sugerido como estrategia para identificar
posibles portadores infecciosos asintomaticos.

Figura 1. Evolucién de la infeccién SARS-CoV-2/COVID-19
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Fuente: Consenso colombino de atencion, diagnostico y manejo de la infeccion por SARS-CoV-2/COVID-19
en establecimientos de atencion en salud. Divulgacion de actualizacion realizada el 2020/07/12 (ref. 13).
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Conclusiones y recomendaciones

1.

La prueba en estudio demostro ser altamente especifica frente a muestras RT-PCR negativas y
muestras negativas historicas.

La utilidad de la prueba como apoyo diagndstico mejora en pacientes sintomaticos con mas de 11
dias de inicio de sintomas siempre que se use con pruebas moleculares RT-PCR. 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 CoV-2 vy sean asintomaticos, dado
el riesgo de falsos negativos.

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