= INSTITUTO I ETS

NACIONAL DE aaa

ALCALDIA MAYOR
SALUD ) B DE BOGOTA D.C.
Instituto de Evaluacién SALUD
| Tecnoldgica en Salud® Secretaria de Salud

Validacion secundaria y verificacion
del desempeiio de la prueba rapida “COVID-19 IgG/IgM Duo”

Se realizd el andlisis de exactitud y concordancia diagnostica de la prueba “COVID-19 IgG/IgM Duo” frente al estandar
de referencia RT-PCR ("“Diagnostic detection of 2019-nCoV by real-time RT-PCR Charité Virology, Berlin, Germany”), en un
total de 293 muestras que incluyeron: (i) Cien (100) muestras de sueros negativos histéricos, (ii) Cien (100) muestras de
sueros negativos por RT-PCR, (iii) Treinta y seis (36) 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 1

La prueba seroldgica inmunocromatografica rapida “COVID-19 IgG/IgM Duo” esta configurada por dos casetes separados,
uno para cada inmunoglobulina (IgM e 1gG).

Analisis de los grupos de estudio para la IgM

Del un total de 193 muestras evaluadas con RT-PCR, 55 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2, luego de la aplicacion
de la prueba serolégica rapida y 138 muestras fueron clasificadas como negativas, para anticuerpos tipo IgM por esta
prueba. Se excluyen los negativos historicos. Tabla 1.

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

Prueba Serolégica.
Grupos I:Z?g; Inmunocromatografia para IgM Total
Positiva Negativa

Negativos histéricos* N/A 4 96 100
Negativos COVID-19 confirmado con RT-PCR 100 6 94 100
Asintomaticos RT-PCR Positivos 36 9 27 36
Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 40 17 57
Total 59 234 293

*Negativo historico: Sueros de personas tomados entre 2017-2018,para uso de vigilancia en salud publica u otro fin,
con autorizaciéon para otro tipo de anélisis por consentimiento informado.

La validez de criterio divergente, al realizar evaluacion con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue calculada en
96% (IC95% 92 — 99 %).

De acuerdo a 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. 40 muestras
fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 17 como negativas. Tabla 2.

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

Prueba Serolégica. Inmunocromatografia
Sintomaticos RT-PCR Positivos para IgM Total
Positiva Negativa
Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas 4 5 9
Mas de 11 dias de inicio de sintomas 36 12 48
Total 40 17 57
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Analisis de los grupos de estudio para la IgG

Del un total de 193 muestras evaluadas con RT-PCR, 49 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 luego de la aplicacién
de la prueba serolégica réapida “COVID-19 IgG/IgM Duo” y 144 muestras fueron clasificadas como negativas, para
anticuerpos tipo IgG por esta prueba. Se excluyen los negativos histéricos. Tabla 3

Tabla 3. Clasificacién diagnostica de los grupos en estudio para la prueba répida de IgG

Prueba Seroldgica.

Grupos RT'!I’gg Inmunocromatografia para IgG Total
n= Positiva Negativa

Negativos histéricos* N/A 1 99 100
Negativos COVID-19
confirmado con RT-PCR e 0 100 e
Asintomaticos RT-PCR
Positivos o 6 30 —
Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 43 14 57
Total 50 243 293

*Negativo histérico: Sueros de personas tomados entre 2017-2018 para uso de vigilancia en salud publica
u otro fin con autorizacién para otro tipo de anélisis 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% 98 — 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. 43
muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 14 como negativas. Tabla 4.

Tabla 4. Clasificaciéon diagnostica del grupo de sintomaticos para la prueba de I1gG

Prueba Serologica.
Sintomaticos RT-PCR Positivos Inmunocromatografia para IgG Total
Positiva Negativa
Entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas 3 6 9
Mas de 11 dias de inicio de sintomas 40 8 48
Total 43 14 57




INSTITUTO
NACIONAL DE

SALUD

A partir del andlisis se obtuvieron los siguientes datos de exactitud:

IETS

Instituto de Evaluacion
Tecnolégica en Salud®

Tabla 5. Resultados de exactitud diagnéstica y concordancia de la prueba serolégica rapida
“COVID-19 IgG/IgM Duo” frente a RT-PCR para SARS-CoV-2-COVID-19. Utilidad y recomendaciones

para su uso de acuerdo a escenarios de aplicacion de la prueba.
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Escenarios  Descripcion N Sen Esp Exactitud LR+ LR- Kappa Recomendacion
Pruebalgpli;ada a IgM 193 52.7% 94.0%  74.1% 88 050 0.474 La pruelba es adecuada para descartar la
poblacion sintomatica presencia de anticuerpos, cuando estos no

. y asintomatica estdn presentes en suero, y su capacidad

Escenario 1 independientemente de confirmar casos cuando no se tiene
del inicio de sintomas o IgG 193 52,7% 100%  77.20% - 0.47 0.536 claridad sobre el inicio de sintomas ni de la
exposicion exposicion es baja
Prueba aplicada a La prueba es adecuada para descartar la
poblacién sintomatica IgM 157 70.17% 94.0% 8535% 11.69 0.31 0.670 presencia de anticuerpos, cuando estos no

Escenario 2 independientemente estan presentes en suero, y su capacidad de
del inicio de sintomas o confirmar casos cuando no se tiene claridad
exposicion sobre el inicio de sintomas es moderada

IgG 157 75.43% 100%  91.08% - 0.24 0.796
o o o La prueba es adecuada para descartar la
Prueba aplicada a IgM 109 44.44% 94.0%  89.90% /40059 0.366 presencia de anticuerpos, cuando estos no

Escenario poblacién sintomatica estan presentes en suero, sin embargo, aun

2.a (entre 8 y 11 dias de inicio entre 8 y 11 dias de inicio de sintomas, no
sintomas) IgG 109 33.33% 100%  94.49% - 0.66 0.478 fue efectiva en confirmar casos. Sensibilidad

muy baja
o o o La prueba es mas sensible y especifica
Prueba aplicada a lahal Ak a0 S0 S I2is 028 G para detectar casos y para descartar casos

Escenario poblacién sintomatica en sintomaticos por encima de 11 dias de

2.b: (mas de 11 dias de inicio inicio de sintomas, especialmente para el
sintomas) lgG 148 83.33% 100%  94.59% - 0.16 0.871 test de IgG. Sensibilidad y especificidad

alta
Prueba aplicada a IgM 136 25.0% 94.0% 75.76% 416 079 0234 L@ Pprueba es adecuada para descartar la
poblacién asintomitica presencia de anticuerpos, cuando estos no

Escenario 3 independiente del tiempo estan presentes en suero, y su capacidad
de exposicion (post- . . . de confirmar casos cuando no se tiene
infeccién) IlgG 136 16.66% 100%  77.94% - 0.83 0.227 claridad sobre la exposicion, momento de

infeccion, es muy baja

Utilidad para
escenario

No se
recomienda

Se
recomienda
SuU Uso
combinado
con RT-PCR

No se
recomienda*

Se
recomienda**

No se
recomienda
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Prueba aplicada a
poblacién asintomatica y
sintomatica independiente
mente del tiempo de
exposicion o sintomas
(incluyendo sueros
historicos)

Escenario 4

Prueba aplicada a
poblacién sintomética
independientemente del
tiempo a la exposicion
o sintomas (incluyendo
sueros histoéricos)

Escenario 5

Prueba aplicada a
poblacién sintomatica
Escenario (entre 8 y 11 dias después
5.a de inicio sintomas).
(incluyendo sueros
historicos)

Prueba aplicada a
poblacién sintomatica
Escenario (mas de 11 dias despues
5.b de inicio sintomas).
(incluyendo sueros
histéricos)

Prueba aplicada a
poblacién asintomética
independiente mente
del tiempo de exposicion
(incluyendo sueros
historicos)

Escenario 6:

IgG

IgM

lgG

IgM

[e]€]

IgM

IgG

lgG

293

293

257

257

209

209

248

248

236

236

52.68%

52.68%

70.17%

75.43%

44.44%

33.33%

75.00%

83.33%

25.00%

16.66%

95.0%

99.5%

95.0%

99.5%

95.0%

99.5%

95.00%

99.5%

95.00%

99.5%

81.57%

84.64%

89.49%

94.16%

92.82%

96.65%

91.127%

96.37%

84.32%

86.86%

10.53

105.3

14.03

150.8

8.88

66.66

15.00

166.66

5.00

33.33

0.49

0.47

0.31

0.24

0.58

0.67

0.26

0.16

0.78

0.83

0.529

0.596

0.682

0.816

0.312

0.447

0.711

0.877

0.248

0.241
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La prueba es adecuada para descartar la
presencia de anticuerpos, cuando estos no
estan presentes en suero, y su capacidad
de confirmar casos cuando no se tiene
claridad sobre el inicio de sintomas ni de la
exposicion es baja

La prueba es adecuada para descartar la
presencia de anticuerpos, cuando estos no
estan presentes en suero, y su capacidad
de confirmar casos cuando no se tiene
claridad sobre el inicio de sintomas es
moderada

La prueba es adecuada para descartar la
presencia de anticuerpos, cuando estos
no estan presentes en suero, sin embargo,
entre 8 y 11 dfas de inicio de sintomas,
no fue efectiva en confirmar casos.
Sensibilidad muy baja

La prueba fue sensible y especifica para
detectar, confirmar y descartar casos por
encima de 11 dias de incio de sintomas
especialmente para el test de IgG.
Sensibilidad y especificidad alta

La prueba es adecuada para descartar la
presencia de anticuerpos, cuando estos no
estan presentes en suero, y su capacidad
de confirmar casos cuando no se tiene
claridad sobre la exposicion es muy baja
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No se
recomienda

Se
recomienda
SuU Uso
combinado
con RT-PCR

No se
recomienda

Se
recomienda

No se
recomienda

LR+: Razén de verosimilitud positiva

LR-: Razdn de verosimilitud Negativa

Sen: Sensibilidad, Esp: Especificidad, *Probable no circulacién de anticuerpos en sangre. Coincide con la literatura sobre

generacion de anticuerpos posterior al dia 9, con mejor rendimiento después del dia 14; **Probable circulaciéon de anticuerpos en
sangre, por lo que su deteccién es recomendable
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Discusion
En este estudio se logré demostrar

concordancia diagnéstica de la prueba serolégica rapida
“COVID-19 IgG/IgM Duo” especificamente en poblacion

la validez vy

sintomatica siempre y cuando la muestra sea tomada
luego de los 11 dias de inicio de sintomas, en donde la
sensibilidad encontrada en este estudio con sueros de
pacientes colombianas, alcanzd el 83 %. El uso de la
misma, en pacientes sintomaticos (leve a moderado) y
asintomaticos sin reconocimiento de los dias desde la
exposicion (infecciéon), no mostré adecuados resultados, y
la sensibilidad fue de baja a muy baja. En todos los casos
la prueba demostré una alta especificidad, sin embargo,
esta debe ser interpretada adecuadamente en el contexto
de circulacion o ausencia de anticuerpos en sangre, puesto
gue, si su toma ocurre antes del periodo de presencia total
de IgM o IgG, el riesgo de falsos negativos es elevado.
En los sueros de individuos asintomaticos positivos el
porcentaje de sensibilidad fue del 25 % para IgM y del 17
% para IgG, mientras que en sintomaticos positivos, dicho
porcentaje fue del 75 % para IgM y del 83 % para IgG,
después del dia 11 posterior a la aparicién del sinotmas (17
dias post-infeccion)

Es cada vez mas frecuente el uso de pruebas serolégicas
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 diagnostico y su uso se hace a
nivel mundial con mayor frecuencia.

La aplicacion de pruebas alternativas a las pruebas moleculares
RT-PCR para uso poblacional, es recomendada para separar
individuos ya expuestos a la 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 infeccién por el contacto repetido con otras
personas (1). Por lo anterior, la deteccién de anticuerpos en
este grupo poblacional es critica, en el marco de la vigilancia
epidemioldgica de esta pandemia.

Las pruebas serolégicas permiten la identificacién de anti-
cuerpos contra antigenos del virus como la nucleoproteina
(N)y la proteina S (spike) a partir de la respuesta inmunolégica
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del individuo, son Utiles para evaluar la seroprevalencia de
enfermedades infecciosas de manera retrospectiva tras las
fases epidémicas iniciales (1-3).
hallazgos de este estudio, en los que se demuestra que

Esto se confirma con los

es posible lograr una adecuada clasificacion de sujetos
sintomaticos por COVID-19, pero se insiste en los tiempos
desde la exposicién (post-infeccién) o inicio de sintomas,
para que el desempefio de la prueba sea adecuado.

Recientemente se ha publicado en la literatura el compor-
tamiento 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 de 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 evalta el desempefio del método
para demostrar que cumple con los requisitos para el uso
previsto (establecido como resultado de la validacién,
en este caso, la inmunocromatografia para identificar
IgG e IgM, especificas para proteinas de SARS-CoV-2)
se le denomina verificacion o validaciéon 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 verificacién, controles positivos y negativos,
siempre que sea possible. La validaciéon 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 las pruebas
seroldgicas inmunocromatograficas se ha sugerido como
estrategia para identificar posibles portadores infecciosos
asintomaticos. En estudios se han reportado que sélo uno
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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
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viral (carga antigénica) que puede ser la responsable de la
respuesta inmune, representada en anticuerpos detectables
0 en una escasa o 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, diagnéstico y manejo de lainfeccion 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 demostré ser sensible y especifica en pacientes sintomaticos con 11 o méas dias después de
inicio de los mismos. La concordancia entre métodos diagnésticos IgG e IgM frente a RT-PCR en este escenario fue
muy buena, para clasificacion de pacientes COVID-19 positivo y negativos especialmente con el test de IgG.

No se recomienda el uso de la prueba en los pacientes sintomaticos o asintomaticos que tenga menos de 11 dias

desde el inicio de sintomas o contacto cercano con casos confirmados de SARS CoV2-COVID 19, dado el alto riesgo

de falsos negativos.

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