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Validacién secundaria y verificacion del desempefo de la prueba rapida
“Humasis COVID-19 IgM/IgG Antibody test”

Se realizé el andlisis de exactitud y concordancia de la prueba “Humasis COVID-19 IgM/IgG Antibody test”
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, 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 histoéricos, (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

Ty 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. Los Kits uti-
lizados por caja de 25 unidades y el buffer de dilucion
registraron fecha de vencimiento del 2020.11.14 con nu-
mero de lote COVNCOO0O2. La validacion se realizé en
las instalaciones del Instituto Nacional de Salud, el dia
3 de Julio 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 COVIDCOL, los cuales
estaban en congelacion. Posteriormente se descon-
gelaron atemperatura de refrigeracion (5+3°C) y final-
mente 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 dis-

positivo estuviera sellado correctamente y no presen-
tara ninguna anormalidad, posteriormente 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 ul de suero con ayuda de una micropipeta (equi-
po calibrado), adicionando en el pocillo de muestra
del dispositivo, e inmediatamente se depositaron 2-3
gotas de tapon de deteccion en el pocillo del disposi-
tivo destinado para este mismo. Con un cronémetro
se contabilizaron 15 minutos 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 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, 44 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 con la prueba rapida y 151 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 Serolégica

RT-PCR | Inmunocromatografia

Nn=195 para IgM Total

Negativos historicos* 2 98 100
Negativos COVID-19
confirmado con RT-PCR e 3 97 S
Asintomaticos RT-PCR
Positivos = 9 29 £
Sintomaticos RT-PCR
Positivos 7 32 25 57

Total 195 46 249 295

*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 98% (IC95% 95.3 - 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. 32 muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 25 como negativas
(Tabla 2).

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

Prueba Serolégica
Inmunocromatografia
para IgM

Entre 8 y 11 dias de

inicio de sintomas 2 7 9

Sintomaticos Total

RT-PCR Positivos

Mas de 11 dias de inicio
de sintomas 30 18 48

Total 32 25 57
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Analisis de los grupos de estudio para la IgG

De un total de 195 muestras evaluadas con RT-PCR excluyendo los negativos historicos, 43 muestras fueron
positivas para SARS-CoV-2 con la prueba seroldgica réapida “Humasis COVID-19 IgM/IgG Antibody test”y 152
muestras fueron clasificadas como negativas, para anticuerpos tipo IgG por esta prueba (Tabla 3).

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

Prueba Serolégica .
por | TR |G o
N/A 0 100

Negativos historicos* 100
Negativos COVID-19

confirmado con RT-PCR 100 3 97 100
Asintomaticos RT-PCR

Positivos 38 6 32 38
Sintomaticos RT-PCR

Positivos 57 34 23 57

Total 195 43 252 295

*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 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. 34 muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 23 como negativas
(Tabla 4).

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

Prueba Seroldgica.
Sintomaticos RT-PCR Inmunocromatografia

para IgG Total

Entre 8 y 11 dias de inicio

de sintomas 2 7 9

Positivos

M3as de 11 dias de inicio de
sintomas 32 16 48

Total 34 23 57
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A partir del analisis se obtuvieron los siguientes datos de exactitud:

Tabla 5. Resultados de exactitud diagnéstica y concordancia de la prueba serolégica rapida “Humasis COVID-19 IgM/IgG Antibody test”
frente a RT-PCR para SARS-CoV-2-COVID-19. Utilidad y recomendaciones para su uso de acuerdo con escenarios de aplicaciéon de la prueba.

Escenarios Descripcion Exactitud LR+ Recomendacién Uggg::aﬁira
. . La prueba presenta una adecuada especificidad
zgﬁgtﬁéi Elz‘aciiiiitg?nb&gatzgﬂ IgM | 195 | 4316% | 97.00% 70.77% 1439 | 059 | 0407 | para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,
cscenario | ndepenciertmerte Cuanc oo R SAR COLNOS | Noesua
del inicio de sintomas o o o o Fd) g g | % d sobre el
exposicion [e]@] 195 42M% | 97.00% 70.26% 14.04 | 0.60 0.396 | detectar casos cuando no se tiene claridad sobre e
inicio de sintomas ni de la exposicion es baja.
) La prueba presenta una adecuada especificidad
E(rjlij:;gﬁlslicjt%ﬁa’tica IgM 157 5614% | 97.00% 8217% 18.71 0.45 0579 | para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,
cscenario2 | dependientemente Cance muncalon e AR COBIOSEN | Noesuau
del inicio de sintomas o o o o 8 ’d 90 | g ]
exposicion 19G 157 59.65% [ 97.00% 83.44% 19.88 0.42 0.613 detectar €asos cuando no se tiene claridad soobre e
inicio de sintomas es baja para IgM e IgG
) La prueba presenta una adecuada especificidad para
) Prueba/apl{cada a. IgM 109 2222% | 97.00% 90.83% 741 0.80 0.241 descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando
Escgnaamo &%?Laecéon]?'g[tgggaet:??Cio inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes No es util*
‘ sw’ntomag) 196 109 222% | 9700% 90.83% 741 080 0241 en suero. Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas la
9 eere e =20 : ' : ssensibilidad fue muy baja para IgM y para IgGC.
La prueba presenta una adecuada especificidad para
Prueba aplicada a IgM 148 62.50% | 97.00% 85.81% 20.83 0.39 0.648 | descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando Es Gtil
Escenario | poblacion sintomatica inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan presentes combinado con
2.b: (mas de 11 dias de inicio en suero. La ;apaciolad de dete'cpa.r casos (Sensibilidad) RT-PCR**
sintomas) IgG 148 | 66.67% | 97.00% 87.16% 2222 | 034 | 0685 | conconocimiento de fecha deinicio de sintomasy
superior a 11 dias es moderada para para IgM y para IgG.
. La prueba presenta una adecuada especificidad
Eg%elggé?rsgg?r?tir?ﬂética IgM 138 23.68% | 97.00% 76.81% 7.89 079 0263 | para descartar la presencia de anticuerpos IgM e 1gG,
Escenario 3 | independiente del tiempo cuando inmunoglobulinas arjdt\—zAdRSC—jCo\/—Z no estan No es atil
de exposicion (post- presentes en suero. La capacidad de detectar casos
infeccion) I9G 138 1579% | 97.00% 74 64% 526 0.87 0167 (Senabyhdad) cuando mg se tflene claridad sokk))re la
exposicion o momento de infeccion es muy baja.
Prueba aplicada a poblacion o o . La prueba presenta una adecuada especificidad L.
asintomatica y sintomatica IgM 295 | 4316% | 97.50% 80.00% 1726 1 058 | 0470 | 5513 descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, No es atil
’ independiente mente cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan
Escenario 4 ! L [
del tiempo de exposicion presentes en suero, su capacidad de detectar casos
o sintomas (incluyendo IgG 295 4211% | 98.50% 80.34% 28.07 0.59 0.474 | (Sensibilidad) cuando no se tiene claridad sobre el
sueros histoéricos) inicio de sintomas ni de la exposicion es baja.
Prueba aplicada a La prueba presenta una adecuada especificidad para
poblacion sintomatica IgM 257 | 56.14% | 97.50% 88.33% 2246 | 045 | 0613 | descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, cuando Es dtil
Escenario s | {0 B0 aposcion NSt S ermbargo . capac dad de detectar cocos | Combinada con
o Sl'ntorpatsr(ihclu)yendo IgG 257 | 5965% | 9850% 89.88% 2977 0.4] 0.665 gSen(siiainad) CllJaarde no ‘Se[:EA'\enle (Cj\aridad sobre el inicio PCR
sueros historicos e sintomas es baja para IgM e IgC.
Prueba aplicada a La prueba presenta una adecuada especificidad
poblacién sintomatica IgM | 209 | 22.22% [ 97.50% 94.26% 889 | 080 | 0221 | paradescartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG,
Escenario | (entre 8 y 11 dias después cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan P
Sa de inicio sintomas). presentes en suero, adicionalmente entre 8y 11 dias No es til
(inclpyendo sueros I9G 209 | 22.22% | 9850% 95.22% 14.81 0.79 0263 | deinicio de sintomas, la sensibilidad fue muy baja
historicos) para IgMy para IgC.
Prueba aplicada a La prueba presenta una adecuada especificidad
PR (o IgM 248 | 62.50% | 97.50% 90.73% 25.00 0.38 0.669 ; :
poblacion sintomatica para descartar la presencia de anticuerpos IgM e IgG, s
Escenario | (mas de 11 dias después cuando inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 no estan E.s util
A D combinado con
5b de inicio sintomas). presentes en suero. La sensibilidad de la prueba para RT-PCR**
(incluyendo sueros 19G 248 | 66.67% | 98.50% 92.34% 4444 | 034 0.726 | detectar casos en sintomaticos por encima de 11 dias de
historicos) inicio de sintomas, fue moderada para IgM y para IgGC.
Prueba aplicada a poblacion La prueba es adecuada para descartar la presencia
asintomatica independiente IgM 238 2368% | 97.50% 85.71% 947 0.78 0.285 de anticuerpos, cuando inmunoglobulinas anti-
Escenario 6 | mente del tiempo de SARS-CoV-2 no estan presentes en suero, sin No es til
exposicion (incluyendo IgG 538 1579% | 9850% 85.29% 1053 085 0207 embargo su capacidad de detectar casos cuancljlo no
sueros historicos) ’ ’ ’ ’ ' ’ se tiene claridad sobre la exposicion es muy baja.

LR+: Razdon 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

deteccioén es recomendable.
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En este informe se presentan los resultados de validez y concordancia (con la RT-PCR) de la prueba seroldgica
rapida “Humasis COVID-19 IgM/IgG Antibody test” La prueba en mencién 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 de 98% y 100% respectivamente.

2. Sensibilidad moderada paralgMelgGalcanzandoel 62.5%y 66.7% respectivamente, este desempeno
hace referencia 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 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 bueno especificamente para IgGC en los escenarios 2b y 5b, escenarios de pacientes

sintomaticos con mas 11 dias desde el inicio de la infeccion.

Discusion

La prueba estandar para el diagnostico 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 duracién 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 plazoy la
memoria inmunoldgica (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 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 después del inicio de sintomas
ode iniciada la infeccion. Se ha observado una variabi-
lidad en el comportamiento de la generaciéon de anti-
cuerpos en diferentes poblaciones de asintomaticos y
sintomaticos (6,7).

En casos asintomaticos, un estudio publicado en este
tipo de poblacion no detecto anticuerpos IgM duran-
te el tiempo evaluado vy reportd 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
del dia 7 a 14 después del inicio de los sintomas, esto
puede variar por diferentes factores, y la diferencia en-
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tre la produccion de IgM seguida de IgG se ha obser-
vado entre 1a 9dias (2,3, 8,9, 10, 1) lo que puede ex-
plicar una mayor sensibilidad en la deteccién 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 reaccion cruza-
da reflejando un 100% de Especificidad.

Aungue un meétodo 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 evalUa el des-
empefo del método para demostrar que cumple con
los requisitos para el uso previsto (establecido como
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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, diagndstico 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. No es Util en los pacientes asintomaticos o sintomaticos que tengan 11
dias 0 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.

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