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El virus SARS-CoV-2 es un coronavirus altamente contagioso que genera un sindrome respiratorio agudo severo conocido
como COVID-19. SARS-CoV-2 es un virus ARN de la familia beta coronavirus, tiene un nucleo encapsulado por una envoltura
compuesta por tres proteinas, de espiga (S), membrana (M) y envoltura (E) y su ARN estd empaquetado por la proteina
de la nucleocapside (N). Causa infeccion en el humano en algunos casos sin causar sintomas, en respuesta a la infeccién
el sistema inmune genera anticuerpos especificos para las proteinas que lo conforman. Se ha reportado que los primeros
marcadores de serologia detectables en sangre son los anticuerpos totales seqguido de IgM e IgG, con un tiempo medio de
seroconversion evidente entre 15, 18 y 20 dias después de la exposicion (Figura 1), lo cual es Util debido a que su deteccion
servird como un indicativo de infeccién (1,2). A la fecha son pocos los estudios que reportan la cinética y el comportamiento
de la respuesta de anticuerpos en pacientes con COVID-19, faltando estudios al respecto; auin asi la informacién disponible
expone un comportamiento muy similar a muchas otras infecciones virales agudas incluido la del SARS-CoV-2.
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Figura 1. La grafica muestra una estimacion de los promedios (linea continua en color) junto con la desviacion estandar (area sombreada a cada lado
del promedio) de los niveles de anticuerpos generados por personas con infeccién sintomatica, desde la exposicion de SARS-CoV-2 (dia cero). Los
niveles de anticuerpos se expresaron utilizando las sefiales de unién relativa en comparacion con el valor de corte de cada ensayo (S / CO) unidad de
medida usada en los estudios de donde se extrajo la informacion (consultar referencias). La concentracion de ARN del virus por RT-PCR se identificé de
muestra de esputo (tracto respiratorio inferior). Fuente: Elaboracion gréfica propia integrando los resultados publicados por Lou B. y Zhao J. (1) y (2).
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Las pruebas seroldgicas inmunocromatogréficas denominadas pruebas rapidas para la identificacion de anticuerpos tipo
IlgG/IgM contra el coronavirus SARS-CoV-2, son Utiles para dar un resultado preliminar frente a la sospecha de exposicién
al virus, asi como en estudios de vigilancia epidemiolégica. Brindan resultado en un menor tiempo entre 10 a 20 minutos
y para su ejecucion no es necesario el uso de equipos robustos, como tampoco de profesionales especializados en biologia
molecular a diferencia de la prueba confirmatoria por PCR en tiempo real con transcriptasa inversa (RT-PCR) establecida
como gold standard, sirviendo como orientacion para la realizacion de esta Ultima, optimizando recursos. La deteccion de
anticuerpos unas dos semanas después del inicio de los sintomas, a diferencia de la RT-PCR en algunos pacientes puede
llegar a presentar mayor sensibilidad, siendo otra de las ventajas que presenta esta metodologia (3,2), a pesar que la
Organizacion Mundial de la Salud ha indicado la reactividad cruzada que pueden tener estas pruebas con otros coronavirus
gue estan en circulacion (comunicado OMS 24 de abril de 2020).El presente documento detalla el protocolo de validacién
de pruebas répidas en sueros de poblacion colombiana, para su implementacién dentro de la estrategia de control en la
transmision del virus SARS-CoV-2 y mitigar el impacto en la salud publica.

2. OBIJETIVOS

2.1 Obijetivo General

Evaluar el desempeno operativo de pruebas rapidas de identificacién de anticuerpos tipo IgM y/o IgG contra el coronavirus
SARS-CoV-2, en diferentes espectros de la enfermedad usando como prueba de referencia RT-PCR (protocolo de Berlin).

2.2 Objetivos especificos
o e \erificar los atributos del método que aplican para el uso previsto.

e eFEvaluar los resultados para generar un concepto técnico relacionado con el uso previsto de la nueva metodologia
a implementar.

e eComprobar el desempefio de las pruebas rapidas en términos exactitud y concordancia diagnoéstica frente a RT-
PCR (protocolo de Berlin), realizando un estudio de comparacién de métodos para determinar el grado de acuerdo
con el indice Kappa o porcentaje de concordancia.

e eDeterminar la exactitu diagnostica, sensibilidad y especificidad, y la confiabilidad de la misma mediante el calculo
de concordancia entre los dos métodos

3. ALCANCE

El presente protocolo de verificacion de desempefio es aplicable a las pruebas rapidas de identificacién de anticuerpos tipo
IgG/IgM contra el coronavirus SARS-CoV-2 que cuenten con validacién reportada, que incluya sensibilidad mayor a 85%
y especificidad mayor a 90% (4).

4. CONDICIONES GENERALES

4.1 Definicion de las pruebas involucradas en el estudio

4.1.1 Prueba de referencia (gold standard): prueba de PCR en tiempo real con transcriptasa inversa (RT-PCR)
(Diagnostic detection of 2019-nCoV by real-time RT-PCR Charité Virology, Berlin, Germany). La RT-PCR
consiste en una reaccion en cadena de la polimerasa que previamente ha tenido una fase de transcripcién
reversa, su sigla en inglés RT (Reverse Transcription). Mediante la RT se obteniendo cADN a partir de una
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cadena de RNA. En consecuencia la técnica de RT-PCR realiza la deteccion y amplificacion de una secuencia
a partir de una hebra de RNA.

Limite técnico de deteccién (LOD) = 5.2 copias de ARN / reaccién, a una tasa de acierto del 95%; IC 95%:
3.7-9.6 copias de ARN / reaccién, segun protocolo (5).

4.1.2 Prueba a evaluar (prueba indice): Pruebas rapidas para la deteccién de anticuerpos tipo IgG/IgM contra el
coronavirus SARS-CoV-2.

Las pruebas rapidas COVID-19 IgG/IgM son un ensayo inmunocromatografico para la deteccion cualitativa
rapida de anticuerpos IgG/IgM especificos para SARS-CoV-2 en sangre total venosa, sangre total por puncién
capilar, sueroy plasma. Ofrece un resultado preliminar evidenciado una banda caracteristica para un resultado
positivo, los resultados negativos no excluyen infecciéon por SARS-CoV-2 y no pueden utilizarse como la
base Unica para la decision de tratamiento. La deteccidn de anticuerpos no se puede considerar como una
prueba diagnéstica para ninguna enfermedad infecciosa. Las pruebas rapidas seran procesadas por personal
capacitado, siguiendo el procedimiento dado por fabricante segun inserto. Registrando Lote del producto
y fecha de validacién. La lectura de resultados se realizard por dos observadores, realizando evaluacion de
concordancia inter-observador, determinando el grado de concordancia mediante coeficiente kappa (k).

4.1.3 Muestra de sangre

Se realizara toma de muestra de suero o plasma siguiendo los lineamientos del Instituto Nacional de Salud. Se
deben usar todos los elementos de proteccion personal adecuados para virus respiratorios. Cumpliendo con
las condiciones de conservacién estipuladas como refrigeracion entre 2°C a 8°C hasta por 7 dias antes de la
prueba, las muestras de suero o plasma pueden almacenarse a —20°C.

Poblacion de estudio

La validacion se realizara con sueros procedentes de poblacién colombiana de diferentes partes del pais de ambos
sexos. Las muestras seran agrupadas segun la siguiente clasificacion:

4.2.1 Grupo de positivos

Positivos sintomaticos: Individuos con prueba de RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 (prueba de referencia) que
hayan manifestado alguno de los siguientes sintomas de la enfermedad (Dolor de garganta, tos, fiebre, dificultad
respiratoria) y hayan sido notificados al sistema de vigilancia en Salud pubica Sivigila. De este grupo se identificaran,
los hospitalizados en distintos estadios de la enfermedad.

Positivos asintomaticos: Individuos con prueba de RT-PCR positivo para SARS-CoV-2 (prueba de referencia) que
no haya manifestado ninguin sintoma de la enfermedad al momento de recoleccién de la muestra.

4.2.1.1 Criterios de inclusion

1. Sujetos que presenten signos y sintomas de infeccion respiratoria mayor o igual a 8 dias, con diagnéstico
clinico y molecular compatible con Covid-19.

2. Sujeto que hayan sido identificados por una red prestadora de servicios de salud en Colombia.
3. Sujeto que haya sido notificado al Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica Sivigila.

4. En el caso de asintomaticos, sujetos que firman el formulario de consentimiento informado requerido
para aceptar ser parte del estudio y suministren su informacién completa o se pueda tener acceso a su
historial clinico.

4.2.2 Grupo de negativos
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Negativos: Individuos con prueba de RT-PCR negativo para SARS-CoV-2 (prueba de referencia) que no hayan
manifestado ningun sintoma siete dias previos a la toma de la muestra.

Negativos historicos: Sueros de individuos tomados entre 2017-2018 para uso de vigilancia en salud publica u
otro fin con autorizaciéon para otro tipo de anélisis por consentimiento informado.

4.2.2.1 Criterios de inclusion

Sujetos con pruebas moleculares de hisopado nasal negativo y que se haya tomado muestra de suero paralela a la
toma nasal

Sujetos que firman el formulario de consentimiento informado requerido para aceptar ser parte del estudio y
suministren su informacion completa o se pueda tener acceso a su historial clinico.

4.2.3 Criterios de exclusion:

Sujetos con historial clinico de enfermedad autoinmune que afecte la produccién de anticuerpos.
Sujetos que hayan recibido transfusiones en el Ultimo mes antes de la toma de la muestra de sangre.
Sujetos que hubiesen presentado algun sintoma de infeccién respiratoria en el Gltimo mes.

Mujeres en embarazo.

Menores de edad.

Calculo del tamano de muestra
4.3.1 Tamano de la muestra

Para determinar exactitud de la prueba y concordancia diagndstica se propone la siguiente distribucion a partir de
las prevalencias de los grupos como se distribuyen en el escenario actual. Se realizara validez por criterio divergente,
usando muestras de sueros de periodos previos a la pandemia en Colombia (6,7,8).

® Muestras positivas sintomaticas: 16 a 48 individuos RT-PCR positivos con sintomas.
® Muestras positivas asintomaticas: 16 a 48 individuos RT-PCR positivos sin sintomas
® Muestras negativas: 112 a 144 individuos RT.PCRy sintomas negativos

e Muestras negativas histéricas: 112 a 144 Sueros*

*Esta muestra permitira determinar la validez de criterio divergente de la prueba rapida en estudio.

Analisis estadistico de los datos

Inicialmente se realizara revision de la base de datos por dos observadores independientes con el dnimo de establecer
errores de trascripcién o incongruencias. Se realizard un analisis descriptivo de las diferentes variables demograficas
y clinicas evaluando su distribucion. Se emplearan resimenes graficos y tablas segun sea pertinente para cada
variable. El andlisis estadistico tendra por objeto describir los estimativos puntuales y por intervalos de 95% de las
caracteristicas operativas de las pruebas con respecto al estandar de referencia (Sensibilidad, especificidad, razones
de verosimilitud y valores predictivos) y la concordancia por conformidad mediante indice de Kappa. Igualmente se
evaluara la concordancia por consistencia entre las diferentes pruebas convencionales y modificadas que se reportaran
mediante indices de kappa. El andlisis de datos se llevara a cabo a través del programa estadistico SPSS ® V. 16.1.
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