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AMS International
Validacion secundaria y verificacion del desempeno de la prueba rapida
“2019-nCoV IgG/IgM WB Device”

Se realizd el anélisis de exactitud y concordancia de la prueba “2019-nCoV IgG/IgM WB Device” 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 doscientas noventa y tres (293) muestras que incluyeron: (i) Cien (100) muestras de sueros negativos histoéricos, (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 1y 3).

1. Procedimiento de la prueba

Para llevar a término la validacién, 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 20 unidades registraron
fecha de vencimiento del 2022/03, con nimero de lote A10658; los dispositivos en forma individual registraron lote:
20200326y fecha de vencimiento del 2022/03/25, y el diluyente usado por caja de 20 unidades con lote: 202004004 y fecha
de vencimiento del 2022/04. La validacion se realizé en las instalaciones del Instituto Nacional de Salud, el dia 15 de mayo del
2020 por personal capacitado, teniendo en cuenta todas las instrucciones de uso de la prueba registradas en el inserto del kit.

Se selecciond un vial de trabajo de los 293 sueros a evaluar del biobanco COVIDCOL, los cuales estaban almacenados a
-70°C. Posteriormente se descongelaron a temperatura de refrigeracion (5+3°C) y finalmente se llevaron a temperatura
ambiente 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 anormalidad, posteriormente se marcé cada dispositivo en la
parte superior con el nimero de la muestra correspondiente para cada vial. Se mezclé la muestra 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 diluyente de muestra en el pocillo del dispositivo destinado para este mismo.
Con un cronémetro se contabilizaron 15 minutos y pasado este tiempo se realizd 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 magnética.

2. Analisis de los grupos de estudio para la IgM

De un total de 193 muestras evaluadas con RT-PCR (93 positivas y 100 negativas), 43 muestras fueron positivas para SARS-
CoV-2 con la prueba rapida y 150 muestras fueron clasificadas como negativas, para anticuerpos tipo IgM. Se excluyen los
negativos histoéricos. (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion diagnéstica de los grupos en estudio para la prueba rapida de igM

Prueba Seroldgica
Grupos ':[':g; Inmunocromatografia para IgM Total
B Positiva Negativa
Negativos historicos* N/A 2 98 100
Negativos COVID-19
confirmado con RT-PCR Iee ! 99 100
Asintomaticos RT-PCR
Positivos 26 1 25 36
Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 31 26 57
Total 45 248 293

*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.
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La validez de criterio divergente, al realizar evaluacién con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue calculada en
98% (IC95% 92.5 — 99.9%).

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 andlisis, considerando la fecha de inicio de sintomas: i) entre 8 y 11 dfas y ii) mas de 11 dias. 31
muestras fueron clasificadas por la prueba serolégica rapida como positivas y 26 como negativas. (Tabla).

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

. . Prueba Serolégica
Sintomaticos RT-PCR Inmunocromatografia para IgM | Total
Positivos o .
Positiva Negativa
Entre 8 y 11 dias de inicio ) v 9
de sintomas
Mas de 11 dias de inicio
de sintomas 29 19 48
Total 31 26 57

3. Analisis de los grupos de estudio para la IgG

De un total de 193 muestras evaluadas con RT-PCR, 41 muestras fueron positivas para SARS-CoV-2 con la prueba serolégica
rapida “2019-nCoV IgG/IgM WB Device” y 152 muestras fueron clasificadas como negativas, para anticuerpos tipo IgG
por esta prueba. Se excluyen los negativos historicos (Tabla 3).

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

Prueba Serolégica
Grupos RT‘?&? Inmunocromatografia para IgG | Total
n= Positiva Negativa
Negativos histéricos* N/A 1 99 100
Negativos COVID-19
confirmado con RT-PCR e ! 99 o
ﬁsm’gomatlcos RT-PCR 36 6 30 36
ositivos

Sintomaticos RT-PCR Positivos 57 34 23 57
Total 42 251 293

*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 anélisis por consentimiento informado.

La validez de criterio divergente, al realizar evaluacién con los sueros histéricos de antes de la pandemia, fue calculada en
99% (IC95% 94.5 — 99.8%).

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 andlisis, considerando la fecha de inicio de sintomas: i) entre 8 y 11 dias y ii) 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 IgG

. o Prueba Serolégica.
Slnt_o_matlcos RT-PCR Inmunocromatografia para IgG Total
Positivos = :
Positiva Negativa

Entre 8 y 11 dias de inicio 2 7 9
de sintomas
Mas de 11 dias de inicio 32 16 48
de sintomas

Total 34 23 57
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Tabla 5. Resultados de exactitud diagnoéstica y concordancia de la prueba serolégica rapida “2019-nCoV IgG/IgM WB Device” 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.

muy baja.

. s . A Utilidad para

Escenarios Descripcion N Sen Esp Exactitud LR+ LR- | Kappa Recomendacion escenario

La prueba presenta una adecuada
especificidad  para  descartar la
Prueba aplicada a poblacion IgM | 193 | 45.1% | 99.0% 73.1% 45.1 10551 0.450 presencia de anticuerpos IgM e IgG,

Escenario 1 sintomatica y asintomatica cuando estos no estan presentes en No es til
independientemente del inicio suero, sin embargo su capacidad de
de sintomas o exposicion detectar casos cuando no se tiene

I9G | 193 | 43.0% | 99% | 72.02% | 43.01 | 0.57 | 0.428 |(laridad sobre el inicio de sintomas ni
de la exposicion es baja.
La prueba presenta una adecuada
o o o especificidad  para  descartar la
Prueba aplicada a gl | g | Shate | SRR S s | B2E | 0.5ES presencia de anticuerpos IgM e IgG,

Escenario 2 poblacion sintomatica cuando estos no estdn presentes en No es til
independientemente del inicio suero, sin embargo, su capacidad de
de sintomas o exposicion detectar casos cuando no se tiene

P I9G | 157 | 59.0% | 99.0% 84.71% 59.6 | 0.40 | 0.640 | jaridad sobre el inicio de sintomas es
baja para IgM e IgG.
La prueba presenta una adecuada
igM | 109 | 222% | 99.0% | 92.6% | 222 | 078 | 0305 |eSPedfiddad para  descarter la
. Erueba aplicada a poblacién Ilc)uando estos no esté% prgsentesgen’ No es
Escenario 2.a | sintomatica (entre 8 y 11 dias £ 8 v 11 dias de inicio d Tl
de inicio sintomas) z%etg)ma:t:weo f ¥ fectl'asa een lgzectlgctae u
| , ue efectiv r
IgG | 109 | 22.2% 99% 92.6% 22.2 |1 0.78 | 0.305 | 4505, Sensibilidad muy baja para IgM
e lgG.
La prueba presenta una adecuada
IgM | 148 | 60.41% | 99.0% | 86.5% | 60.4 | 0.39 | 0.650 |especificidad para  descartar la
] Prueba aplicada a poblacién presencia de Clddlic e gl & 1, Es atil
gsg—:narlo sintomatica (més de 11 dias de gﬁagﬁt’ro esL‘;os runeoba eeszar:ésprsifsgé?; combinado con
o inicio sintomas) para paré Ing en casos sintomaticos RT-PCR**
IgG | 148 | 66.6% | 99.0% 88.5% 66.6 | 0.33 [ 0.715 . y oS
por encima de 11 dias de inicio de
sintomas. Sensibilidad moderada.
La prueba presenta una adecuada
especificidad  para  descartar la
Prueba aplicada a poblacion IgM | 136 | 30.5% | 99.0% 80.9% 30.5 [0.70 | 0.376 presencia de anticuerpos IgM e IgG,

Escenario 3 asintomatica independiente cuando estos no estan presentes en No es util
del tiempo de exposicion suero. La capacidad de detectar casos
(post-infeccion) cuando no se tiene claridad sobre la

IgG | 136 | 16.66% | 99.0% 77.2% 16.6 | 0.84 | 0.211 |exposicién o momento de infeccion es
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Escenarios Descripcion N Sen Esp Exactitud LR+ LR- | Kappa Recomendacién Utilidad para
escenario
La prueba presenta una adecuada
Prueba aplicada a poblacion especificidad para descartar la L
asintomatica y sintomatica IgM | 293 | 45.16% | 99.0% 81.6% 30.1 0551 0429 presencia de anticuerpos IgM e IgG, No es util
Escenario 4 independiente mente del cuando estos no estan presentes en
tiempo de exposicién o suero, su capacidad de detectar casos
sintomas (incluyendo sueros o o o cuando no se tiene claridad sobre el
historicos) lgG | 293 | 43.01% | 98.5% 80.9% 28.6 | 0.57 | 0.485 [inicio de sintomas ni de la exposicion
es baja.
La prueba presenta una adecuada
Prueba aplicada a IgM | 257 | 54.4% | 98.5% 88.7% 362 | 046 | 0618 |especificidad para descartar la
poblacion sintomatica ' ' ’ ’ ’ ' presencia de anticuerpos IgM e IgG,
Escenario 5 independientemente del cuando estos no estan presentes en No es atil
tiempo a la exposicion o suero, sin embargo su capacidad de
sintomas (incluyendo sueros o o o detectar casos cuando no se tiene
historicos) oG | 257 59.5% | 98.5% 89.9% 33.7 [ 0.40 | 0.665 claridad sobre el inicio de sintomas es
baja tanto para IgM e IgG.
La prueba presenta una adecuada
, 5 IgM | 209 | 22.2% | 98.5% | 95.2% 148 | 0.78 | 0.263 |especificidad para descartar la
Prueba aplicada a poblacién presencia de anticuerpos IgM e IgG,
Escenario 5.a sintomatica (entre 8 y 11 dias cuando estos no estan presentes No es util
"~ | después de inicio sintomas). en suero, adicionalmente entre 8
(incluyendo sueros historicos) g 8 g y 11 dias de inicio de sintomas, no
IgG | 209 | 22.2% | 98.5% 95.2% 14.8 | 0.78 | 0.263
fue adecuada en detectar casos.
Sensibilidad muy baja.
La prueba presenta una adecuada
especificidad para  descartar la
IgM | 248 | 60.41% | 98.5% 91.12% 40.2 | 0.40 | 0.675 : ;
Prueba aplicada a poblacién preseorlma de anticuerpos IgM e 1gG, Es atil
. sintomatica (mas de 11 dias cuando estos no estan presentes en s Gt
Escenario 5.b después de inicio sintomas) suero. La sensibilidad de la prueba|combinado con
. i A4 - * %
(incluyendo sueros histaricos) para de_tectar €asos gn smt_or_natlcos RT-PCR
IgG | 248 | 66.6% | 98.5% 92.3% 44.4 | 0.33 | 0.726 |por encima de 11 dias de inicio de
sintomas, tanto para IgM como para
IgG es moderada.
Prueba aplicada a poblacion La prueba es adecuada para descartar
. plica PODE IgM | 236 | 30.55% | 98.5% 80.13% 20.37 | 0.70 | 0.388 [la presencia de anticuerpos, cuando
] Bl TiammEes [MEEEngiori estos no estan presentes en suero .
Escenario 6 [mente del tiempo de : b idad de d ! No es util
exposicion (incluyendo sueros S (7 EITEND) S CERElEletle] €S CiEEar]
histéricos) IgG | 236 | 16.6% | 98.5% 86.1% 11.1 | 0.84 | 0.219 |casos cuando no se tiene claridad
sobre la exposicion es muy baja.

LR+: Razon de verosimilitud positiva

LR-: Razén 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 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 “2019
nCoV IgG/IgM WB Device”. La prueba en menciéon demostro:

1. Alta especificidad con sueros negativos con RT-PCR y con sueros negativos historicos tanto para IgM como para IgG,
presentando validez de criterio del 99% y 98.5% respectivamente.

2. Sensibilidad moderada para IgM e IgG alcanzando el 60.4% y 66,6 % respectivamente, este desemperio se refiere a
muestras de poblaciéon sintomatica tomadas por encima de los 11 dias de inicio de sintomas.

3. Una sensibilidad baja a muy baja, 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).

4. La concordancia de la prueba en estudio frente al estandar de referencia RT-PCR, medida como kappa, es imprecisa
variando de aceptable a considerable de acuerdo al escenario de aplicacion. Siendo considerable cuando se usa en
pacientes sintomaticos con mas 11 dias desde el inicio de la infeccion.

4. 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 y pruebas rapidas serologicas. Estas ultimas han generado expectativa sobre su
alcance diagnostico y su uso se hace a nivel mundial con mayor frecuencia.

La aplicaciéon de pruebas alternativas a las pruebas moleculares RT-PCR para uso poblacional, es recomendada para separar
individuos ya expuestos a la infeccion 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 epidemiolégica 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 con los
hallazgos de estudios de validacién, en los que se demuestra que es posible lograr una adecuada clasificacién de sujetos
sintomaticos por COVID-19, pero se insiste en los tiempos desde la exposicion (post-infeccion) o inicio de sintomas, para
gue el desempefio de la prueba sea adecuado.

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 o de iniciada la infeccién.

Aungue un método 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 evalla el desempefio 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 verificaciéon o validacién 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 verificaciéon, controles positivos y negativos, siempre que sea posible. La validacién 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
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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
de cinco individuos positivos para SARS-CoV-2, identificados por RT-PCR logrd 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 o nula seroconversion, respectivamente (4).

Figura 1. Historia Viral e inmunolégica de la infeccion SARS-CoV-2/COVID-19
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s 23 s g e vty T—
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Fuente: Consenso colombino de atencién, diagnéstico y manejo de la infeccién por SARS-CoV-2/COVID-19 en establecimientos de atencion en salud.
Recomendaciones basadas en consenso de expertos e informadas en evidencia.

\:

5. Conclusiones y recomendaciones

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

2. Lautilidad diagnostica mejora en pacientes sintomaticos con mas de 11 dias de inicio de estos. 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 alto riesgo de falsos negativos.

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