UNIVERSIDAD ? i)
EL BOSQUE ogf;% Inmugen:

Validacion secundaria y verificacion del desempeiio de la prueba
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1. INTRODUCCION

Las pruebas rapidas para la deteccion de antigenos son frecuentemente usadas en el diagndstico de
infecciones respiratorias, y recientemente las oficinas de regulaciéon en Colombia [1] y en el mundo, han
autorizado su uso para el diagnéstico de la infeccion por SARS-CoV-2 [2]. Las pruebas rapidas de antigeno
(Ag) se basan en un formato de inmunocromatografia, en el que anticuerpos especificos acoplado a perlas
de oro [3], migran en un sustrato de celulosa después de reconocer el antigeno del virus en las secreciones
respiratorias. Para el caso de la infeccion por SARS-CoV-2, las pruebas rapidas de deteccion de antigeno se
desarrollan usando una muestra de secrecion respiratoria tomada mediante hisopado nasofaringeo, que se
lleva directamente al buffer de dilucidn e inactivacién y luego es adicionada al dispositivo plastico en el que
ocurre la reaccién y la migracion, hasta obtener una banda de sefial visible (en el caso de ser positivo), en
conjunto con la respectiva banda del control interno de la prueba.

El desempefio clinico de las pruebas rapidas de antigeno depende varios factores, principalmente del
momento en que se toma la muestra en personas sintomaticas de acuerdo con el curso clinico de la infeccion
viral. Debido a que estas pruebas pretenden la identificacidn de las proteinas virales se recomienda tomar
muestras tempranamente, en la primera semana de evolucion de los sintomas, cuando se presume que es
alta la carga viral en las secreciones, procesando la muestra en el sitio de toma de muestra, para ofrecer el
resultado en el menor tiempo posible. Para la presente prueba, la casa fabricante ha reportado sensibilidad
analitica del 93,3% y una especificidad analitica del 99,4% y segun las recomendaciones del fabricante, el
test muestra mejor desempefio si se realiza durante la primera semana de sintomas o de la exposicion o
contacto con un caso confirmado.

El presente proceso de validacion secundaria, se realiz6 siguiendo las recomendaciones del Instituto Nacional
de Salud (Colombia), que aparecen descritas en el “Protocolo de validacién secundaria/verificacion de
desempefio de pruebas inmunocromatograficas de deteccion cualitativa de antigeno SARS-CoV-2 (Versién
2)" [4], comparando los resultados con la deteccion del RNA viral en muestras tomadas simultdneamente y
procesadas por RT-PCR en tiempo real usando el protocolo de la Charité de Berlin en Alemania. [5].

2. PROCEDIMIENTO.
La toma y procesamiento de las muestras se realizé en instituciones prestadoras de servicios de salud,
debidamente habilitadas para la atencion clinica de pacientes, toma, procesamiento y reporte de muestras
siguiendo las recomendaciones del Ministerio de Salud de Colombia en cuanto a las normativas para la
atencion de pacientes COVID19, en espacios privados con restriccidn de acceso, y los profesionales de salud
encargados usaron los respectivos elementos de proteccion personal recomendados para la toma de
muestras de hisopados nasofaringeos (bata larga de manga larga, overol desechable, gorro, doble par de
guantes, respirador N95 y careta). A todos los pacientes y voluntarios se les realizo entrevista clinica,
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documentacion de signos y sintomas y registro de ficha epidemiologica 346 acorde con los lineamientos
establecidos [6].

Cada caja contiene 25 dispositivos plasticos empacados en bolsas individuales con desecante, un frasco
gotero con buffer, un hisopo de control negativo y un hisopo de control positivo. Se incluyen también 25
hisopos estériles y 25 tubos goteros de extraccion con doble tapa. Todos los pacientes y voluntarios leyeron,
entendieron y firmaron el consentimiento informado antes del procedimiento de toma de muestras, las cuales
consistieron en doble hisopado nasofaringeo, el primero con el hisopo flexible de nylon que se colecta muestra
nasofaringea en medio VTM (para RT-PCR) y el segundo con el hisopo incluido en el Kit para Antigeno
Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device. Se adicionaron 8 gotas de solucion tampdn hasta la linea de
llenado (300 pl) en cada tubo de extraccion y después de tomar la muestra nasofaringea, el hisopo se deposita
en este tubo de extraccidn, girandolo cinco veces, y luego exprimiendo el hisopo apretando el tubo de
extraccion con los dedos, quebrando el hisopo en la linea de ruptura y cerrando la tapa del tubo de extraccion,
para taparlo firmemente.

Inmediatamente, se destapa el tubo de extraccion y se depositan 5 gotas de manera vertical en el pocillo de
muestra S del dispositivo, sin manipular ni mover. Se realizé la lectura a los 15 minutos, y se anot6 el resultado,
asi: una banda C, (control), resultado negativo y dos bandas (C y T de cualquier intensidad), resultado positivo.
Los materiales usados en la prueba se descartaron como infeccioso, siguiendo las recomendaciones de la
Secretaria de Salud de Bogota. Los hisopos de control positivo y negativo fueron procesados cada dia al
iniciar la recoleccion de muestras.

3. ANALISIS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Se realizé el andlisis de exactitud y concordancia de la prueba inmunocromatogréfica rapida para la deteccion
cualitativa de antigenos “Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device - Abbott” frente al estandar de referencia
RT-PCR Berlin 2020, con deteccién del Gen E de SARS CoV2 [5], con casos positivos para SARS-CoV-2
(sintomaticos y asintomaticos), en un total de doscientos sesenta y dos muestras (262), que incluyeron: (i)
doscientos veintiuno (221) muestras de hisopados nasofaringeos negativos y (ii) cuarenta y un (41) muestras
de hisopados nasofaringeos positivos por RT-PCR (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion general del diagnéstico en los grupos de estudio.

RT-PCR Prueba para Antigeno
Grupos n: 262
' Positiva Negativa

SARS-CoV-2 Negativos
confirmado con RT-PCR el 3 218
Asptpmatmos RT-PCR 19 3 16
Positivos
Slntgmatlcos RT-PCR 99 16 6
Positivos
Total 262 22 240
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Se incluyeron en los andlisis individuos sintomaticos con registro de fecha de inicio de sintomas <11 dias, e
individuos asintomaticos, positivos y negativos por RT-PCR para SARS-CoV-2.

4. ANALISIS DEL DESEMPENO DE LA PRUEBA EN INDIVIDUOS ASINTOMATICOS.

Tabla 2. Comportamiento de la prueba de antigeno en el grupo de individuos asintomaticos

Prueba de Ag positiva
Prueba de Ag negativa 16 161
Total 19 162

De un total de 181 muestras de individuos asintomaticos evaluados por RT-PCR, 19 fueron positivos y 162
negativas en la RT-PCR. De estas muestras, cuatro (n=4) presentaron resultado positivo en la prueba de
antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device - Abbott.

5. ANALISIS DEL DESEMPENO DE LA PRUEBA EN INDIVIDUOS SINTOMATICOS

Tabla 3. Comportamiento de la prueba de antigeno en el grupo de individuos sintomaticos <11 dias de
inicio de sintomas

Prueba de Ag positiva
Prueba de Ag negativa 6 57
Total 22 59

De un total de 81 muestras de pacientes sintomaticos con registro de sintomas <11 dias, evaluados por
RT-PCR (22 positivas y 59 negativas), se identificaron 18 muestras positivas y 63 negativas en la prueba de
antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott.
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6. ANALISIS DE LA PRUEBA DE ANTIGENO “Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device - Abbott’
CORRELACIONADO CON LOS VALORES DE CT DE LA RT-PCR

Tabla 4. Comportamiento de la prueba de antigeno de acuerdo con el valor del CT en las muestras
positivas por RT-PCR

CT<25

CT25-33 15 10

CT>33 20 3

CT (por sus siglas en inglés “Threshold Cycle”).

Se evalud el desemperio de la prueba Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott, en las muestras
positivas para la presencia de SARS-CoV-2, por RT-PCR, en grupos de analisis propuestos en esta
validacién.

La sensibilidad de la prueba identificada en el grupo de sintomaticos de las muestras con un CT menor de 25
fue del 100%, y del 87,5% en los pacientes con Ct de valores 25 a 33. La sensibilidad desciende cuando el
Ct aumenta en la prueba de RT-PCR, lo cual se relaciona con una menor cantidad de particulas virales en la
muestra. No se detectaron muestras con Ct menores de 25 en individuos asintomaticos.

En este informe se presentan los resultados de validez y concordancia para la prueba para deteccion
cualitativa de antigeno de SARS CoV-2 Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott respecto al
estandar de referencia RT-PCR (Protocolo Berlin). Los resultados obtenidos demuestran lo siguiente:

1. La prueba Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott presenta alta especificidad en las
muestras de hisopado nasofaringeo procesadas.

2. La sensibilidad observada de la prueba es moderada en las muestras analizadas de individuos
sintomaticos <11 dias (Escenario 3), y una sensibilidad baja en las muestras de individuos
asintomaticos (Escenario 2).

3. La concordancia (Valor kappa) observada de la prueba de antigeno respecto a la RT-PCR en las
muestras de individuos sintomaticos <11 dias es moderada [7].

4. La prueba de antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device, en individuos sintométicos tiene
una sensibilidad alta cuando las muestras positivas por RT-PCR tienen un valor de CT<25, y de
87.5% cuando el CT se encuentra entre 25y 33 (Escenario 1y Escenario 2, Tabla 6)

DISCUSION.
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La confirmacion de la infeccidn por SARS CoV-2 constituye un punto critico en las instituciones de salud y en
los entes responsable de la vigilancia epidemiolégica en las diferentes regiones geogréaficas afectadas por la
infeccidn. Elincremento en el niumero de casos sospechosos (contactos de individuos positivos, infecciones
asintomaticas), sumado al aumento en el nimero de individuos que requieren atencién intrahospitalaria
conducen a un aumento significativo en el volumen de muestras para confirmacién de la infeccion. La prueba
de RT-PCR ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad para la confirmacion de la infeccion, pero solo
se realiza en laboratorios altamente calificados que cuenta con la infraestructura y el personal idoneo para el
desarrollo de estas. El alto volumen de muestras registrado en los Ultimos meses ha evidenciado un retraso
en los resultados de la prueba molecular, por lo que se hace necesario la aplicacion de pruebas de diagnéstico
para SARS-CoV-2 de facil acceso para todas las instituciones de salud, que permita identificar tempranamente
los casos, y establecer el diagnostico.

Enla Ultima década, la elaboracién e implementacion de las pruebas de inmunocromatografia han demostrado
un desempefio dptimo para el apoyo diagnostico de diferentes enfermedades, principalmente en infecciones
por el virus de la inmunodeficiencia humana, la infeccion por virus dengue, entre otras.

Desde la aparicidn de la infeccion en humanos por SARS-CoV-2 se han disefiado, implementado y puesto en
practica en la poblacion mundial numerosas técnicas diagnésticas que se han enfocado en la identificacién
del RNA viral, las proteinas virales en las secreciones. El desarrollo y validacién de las pruebas de
inmunocromatografia para la deteccién de antigeno y anticuerpos para SARS CoV2, ha presentado un avance
importante durante el curso de la epidemia, identificando infecciones recientes y activas, permitiendo detectar
los casos de forma temprana para realizar un manejo oportuno de la enfermedad.

Las pruebas inmunocromatograficas para la deteccion de antigenos virales de primera generacion han
demostrado en diversos estudios cientificos una capacidad diagnostica aceptable en comparacion con los
métodos moleculares, principalmente en individuos sintomaticos, en los primeros 11 dias de la enfermedad,
permitiendo detectar y confirmar de forma eficaz los casos sospechosos de infeccion por SARS CoV-2,
facilitando su manejo clinico, confinamiento y seguimiento.

En el marco de la situacion de pandemia en Colombia, se han autorizado por parte del Ministerio de Salud el
uso de test rapidos directos para la identificacion de proteinas antigénicas virales [8], sin el requerimiento de
cabinas de bioseguridad, por parte de personal de salud vinculado a las instituciones prestadoras de servicios
de salud y laboratorios clinicos habilitados, con indicaciones en pacientes con sintomas de menos de 11 dias,
atendida en &mbito de urgencias u hospitalizacion, donde por las condiciones territoriales no se tenga la
capacidad para realizar pruebas moleculares RT-PCR, en servicios ambulatorios o domiciliarios y a sus
convivientes o contactos cercanos en el caso de busquedas epidemioldgicas incluyendo personas que vivan
en zonas rurales dispersas.

Esto ha facilitado la identificacion de casos de pacientes sintomaticos con menos de 11 dias de sintomas, en
consideracién a la temprana distribucion de virus en las secreciones respiratorias cuyo pico generalmente se
observa entre el 3y 7 dia, cuando existen mayores cargas virales de SARS CoV-2 en las fases agudas y de
alto contagio de la enfermedad.

En el presente estudio de validacion de la prueba Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott, se ha
podido evidenciar la utilidad de la prueba en pacientes con sintomas agudos de la enfermedad y en particular
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con CT menores de 25 lo cual indica la capacidad de detectar casos en la primera semana de sintomas con
alta carga viral, demostrando que el presente test, cumple con las especificaciones del fabricante y puede ser
realizado en el territorio nacional de acuerdo con las normativas actuales de su uso en la situacion actual de
Pandemia por SARS-CoV-2.

CONCLUSIONES.

En el presente informe de validacién se demuestran los resultados de la prueba de inmunocromatografia
rapida para antigeno Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott para deteccion cualitativa de
antigenos comparado con los resultados de la prueba de diagnéstico de RT-PCR para SARS CoV-2 protocolo
Charité de Berlin, en muestras de hisopado nasofaringeo realizadas en paralelo en ambientes clinicos a
pacientes y voluntarios.

La prueba en mencion demostro.

1. Alta especificidad en muestras nasofaringeas en su comparacién con las pruebas moleculares de
deteccion de RNA viral para SARS-CoV-2 por RT-PCR.

2. Moderada sensibilidad en muestras nasofaringeas de pacientes sintomaticos <11 dias (Escenario
3) de sintomas respecto a la prueba molecular para la deteccién de RNA viral para SARS-CoV-2 por
RT-PCR.

3. Alta sensibilidad en muestras nasofaringeas de pacientes sintomaticos con alta carga viral en menos
de 11 dias CT<25, y en muestras de individuos sintomaticos con valor de CT 25-33.

4. La concordancia de la prueba en estudio frente al estandar de referencia RT-PCR, medida como
kappa, fue moderada, especificamente en el andlisis de individuos sintomaticos (Escenario 3, Tabla
5), en los pacientes sintométicos con <11 dias de sintomas.

Procesamiento y Andlisis:

Carolina Coronel-Ruiz, BLC, MSc; (Instituto de Virologia, U. El Bosque)
Sigrid J. Camacho-Ortega, BLC, MSc; (Instituto de Virologia, U. El Bosque)
Jhann A. Arturo, MD, MSc (Inmugen Corp.);

Jaime E. Castellanos, MSc, PhD. (Instituto de Virologia, U. EI Bosque)
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Tabla 5. Utilidad y recomendaciones de la prueba de antigeno de acuerdo con los diferentes escenarios de aplicacion de la prueba.

Prueba aplicada a poblacion La prueba presenta alta especificidad para

. |sintomatica y asiniomét 46.3%% 98,6% 0,5545 .
Escenario 1 |Snomaicay asintomaica, 262 ' 90,5% 34,1 05 ’ ' i No es u
7 lindependiente del fiempo de 32.%61.3%) | (96,1%-99,5%) ’ (0,39-0,72)| descartar SARS CoV2, con baja capacidad Y
para detectar casos

exposicion o sintomas.

La prueba presenta alta especificidad para

Prueba aplicada a poblacién
P P 0,2329 |descartar SARS CoV2, con baja capacidad

15,8% 99,4%

Escenario 2 i afica, i i 181 90,6% 25,6 0,9 ; No es il
?:ﬁbom;em:); |r:)(i§:ri>::d|ente del (5,5%37,6%) | (96,6%-99,9%) ’ (-0,11-0,6) | para detectar casos, aun cuando se fiene
P P ' claridad de la fecha de exposicion
. iy La prueba presenta alta especificidad para
Prueba aplicada a poblacion 0 .
Escenario 3 |sinfomaica, con <11 dias de 81 72.7% 96,6% 90.1% 214 03 0,7353 desca.rtar SARS CoV2, con moderada ) Es uii*
sinomas (51.8%-86,8%) | (88,5%-99,1%) (0,6-0,9) |capacidad para detectar casos en poblacion

sinfomatica, independiente del inicio

*Se debe realizar en conjunto con prueba de PCR, en individuos sintomaticos, con manifestaciones clinicas sugestivas de COVID-19, cuyo resultado de la prueba de antigeno sea
negativo.
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Tabla 6. Resultados de la prueba de antigeno “Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device — Abbott” de acuerdo con los valores de CT.

Desempeiio de la prueba en poblacion La prueba presenta alta sensibilidad

Escenario 1 |sintomatica <11 dias de sintomas, 6 100% frente a valores de CT <25, en Es util*
cuando el CT es <25 positivos para RT-PCR
Desempeiio de la prueba en poblacién La prueba presenta alta sensibilidad

Escenario 2 |sintomatica <11 dias de sintomas, 8 87,5% frente a valores de CT entre 25y 33, Es util*
cuando el CT esta entre 25y 33 en positivos para RT-PCR
Desempeiio de la prueba en poblacion La prueba presenta baja sensibilidad

Escenario 3 |sintomatica <11 dias de sintomas, 8 37,5% frente a valores de CT 233, en No es util
cuando el CT 233 positivos para RT-PCR
Desempeiio de la prueba en poblacion La prueba presenta baja sensibilidad

Escenario 4 |asintomatica, independiente del valor 19 42,9% en poblacion asintomatica positiva No es util
del CT por RT-PCR

*Se debe realizar en conjunto con prueba de PCR, en individuos sintométicos, con manifestaciones clinicas sugestivas de COVID-19, cuyo resultado de la prueba de antigeno sea

negativo.
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