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Resumen

Se formulan recomendaciones de un grupo de consenso de expertos sobre los criterios para evaluar el desempefo diagndstico (tamafio y seleccion de muestras
para sensibilidad y especificidad analiticas, criterios para establecer limites de deteccion, criterios para establecer el estandar de oro para las serologias) que de-
berian ser tenidos en cuenta al evaluar y validar las pruebas diagndsticas para SARS CoV-2. Con el proposito de asegurar la calidad de las pruebas serolégicas a
utilizar en el pais, se recomienda la participacion en un programa de control de calidad externo, que garantice la idoneidad y desempefio en la realizacion de las
pruebas diagnosticas seroldgicas y moleculares durante esta pandemia, ya que su uso tiene profundas implicaciones para las medidas de intervencion clinicas
individuales y de seguimiento y control en salud publica.
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Ad-hoc group for Consensus recommendations of the evaluation and quality control for molecular and serological
diagnostics tests for SARS CoV-2 human infection

Abstract

We formulate recommendations from a consensus working group on the criteria to evaluate the diagnostic performance (size and criteria of selection of samples to
determine sensitivity, analytical specificity, criteria for limit of detection, criteria for gold standard to evaluate serological assays) that should be taken into account
during the evaluation and validation/verification of diagnostic tests for SARS CoV-2 infection. A national external quality control program should be established to
guarantee the suitability and performance of these diagnostic serological and molecular tests during this pandemic, that will have deep implications for decisions
on clinical and public health.
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Introduccién

La pandemia por SARS-CoV-2 corresponde a un agente viral
nuevo para el hombre y por lo tanto ha sido necesario el
desarrollo de pruebas diagndsticas de emergencia’. Las pri-
meras que se desarrollaron, fueron las que detectaban el ma-
terial genético del virus en muestras de secreciones respira-
torias las cuales se convirtieron en el estandar de oro para el
diagndstico® En la web de la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS) se recogen los protocolos diagndsticos recomen-
dados®. La oficina de medicamentos y alimentos de Estados
Unidos (FDA) ha lanzado una serie de politicas no vinculan-
tes, para autorizar la comercializacién de emergencia de pro-
ductos diagndsticos que sirven como guia para los laborato-
rios clinicos, industriales y el personal de la FDA“. La Sociedad
Americana de Microbiologia (ASM) también ha presentado
unas recomendaciones para evaluacion de pruebas diagnos-
ticas®. Frente a esta situacién de necesidades urgentes para
contar con pruebas diagndsticas, es crucial contar con linea-
mientos claros que definan los estandares de oro frente a
los cuales se deben establecer los valores de sensibilidad y
especificidad de los productos diagnosticos que estan sien-
do comercializados en Colombia y de esta manera evitar que
se inviertan recursos escasos en pruebas que con desempe-
Ao subdptimo®. Por esta razon la Asociacion Colombiana de
Infectologia (ACIN) y la Asociacion Colombiana de Virologia
(ACV) crearon un grupo de trabajo con el fin de plantear lo
que se considera una posicion de expertos para la evaluacion
y el control de calidad de las pruebas diagnésticas serolé-
gicas y moleculares. Dichas pruebas diagnosticas incluyen
tanto estuches comerciales como las recomendaciones de
secuencias de iniciadores (primers) que se ofertan en paque-
te por algunos proveedores de reactivos para pruebas mole-
culares. También se discute el protocolo casero (in-house) del
Instituto de Virologia Charité de Berlin, el cual estandarizd
en Colombia el Instituto Nacional de Salud (INS). Conocer
la informacion adecuada en este aspecto, tiene profundas
implicaciones dado que las medidas de salud publica, las de-
cisiones de manejo de pacientes criticos, de la evolucién de
los casos en tratamiento y conductas de aislamiento tienen
como base pruebas de diagndstico que deben cumplir con
los més altos estandares de calidad. El presente documento
es un consenso informal de recomendaciones por expertos
sobre cudles deben ser los criterios de evaluacion, validacion
y control externo para las pruebas diagnodsticas de infeccion
por SARS CoV-2 y estd dirigido a los productores de prue-
bas, a los laboratorios que las realizan y a los evaluadores de
organismos reguladores de los gobiernos a nivel nacional.
En la seccion 2 se precisan las indicaciones de los diferentes
tipos de pruebas disponibles y en la seccion 3 se plantean las
recomendaciones de criterios de evaluacion y control de ca-
lidad externo. Teniendo en cuenta que la pandemia por SARS
CoV-2 es una situacién dinamica y que la evidencia cientifica
se esta generando en forma permanente, este documento
estara sujeto a actualizaciones y ajustes en la medida en que
aparezca nueva informacién.
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Definicion del ambito de aplicacién de las pruebas

Las pruebas de diagnostico (Figura 1) para la infeccion por

SARS-CoV-2 pueden tener como objetivo:

« Deteccion del ARN viral

« Deteccion de nucleoproteina viral (antigeno)

« Deteccion de anticuerpos especificos tipo IgM, IgG o IgA
o pruebas que detectan simultaneamente anticuerpos
IgG/IgM

Cada una tiene principios y detectan analitos diferentes (aci-
dos nucleicos o proteinas del virus o anticuerpos producidos
por el hospedero como parte de su respuesta inmune) por lo
tanto no es correcto realizar comparaciones de sensibilidad
y especificidad entre ellas. Por esa misma razén su utilidad
y aplicacion deberia tener lugar en contextos especificos de
diagnostico clinico, de tamizaje poblacional y de salud ocu-
pacional. Adicionalmente las propiedades de sensibilidad
y especificidad pueden variar de una prueba a otra, por lo
tanto, cuando se desean hacer recomendaciones basadas en
cinética de anticuerpos en diferentes estadios de la infeccion,
es necesario tener en cuenta que la cinética varia de acuer-
do a la prueba, algunas pueden tener mayor sensibilidad en
determinados momentos y por lo tanto cualquier inferencia
sobre aparicién de anticuerpos en diferentes momentos de
la infeccion, debe tener en cuenta el método de detecciédn.
En la Figura 2 se pueden observar las curvas de evolucion de
sensibilidad y los intervalos de confianza 95% (IC95%) calcu-
lados a partir de varios estudios’ ' que han fundamentado
indicaciones sobre el comportamiento y recomendaciones
sobre la realizacion de pruebas en diferentes estadios de
infeccion’"3. No obstante, estos estudios tienen estimados
muy amplios de IC 95%. S6lo uno de ellos presento interva-
los de confianza que permiten estimar la incertidumbre de
las recomendaciones. Esto hace urgente establecer tamafos
de muestra suficientes para poder definir recomendaciones
sobre qué pruebas y en qué momentos deben hacerse.

Aplicaciones para deteccion del genoma viral del SARS

CoV-2 por reaccion en cadena de la polimerasa por tran-

scriptasa reversa (RT-PCR)

La prueba de detecciéon del ARN del SARS-CoV-2 requiere

una prueba RT- qPCR y su interés es:

a. Detectar contactos de casos confirmados sintomaticos o
asintomaticos

b. Realizar seguimiento a los casos positivos, y evaluar o
confirmar casos sospechosos y definir conductas de aisla-
miento, o en la confirmacién de casos negativos iniciales

c. Diagnostico diferencial con otras infecciones respirato-
rias o detectar coinfecciones usando paneles para multi-
ples patdgenos respiratorios

En principio esta prueba debe tener especificidad del 100%,
pero su sensibilidad varia dependiendo de factores criticos
como el disefio de los genes diana en la amplificacién, la du-
racion del seguimiento de los casos negativos, y factores en
el procesamiento de la muestra, por lo cual su negatividad no
descarta una infeccion en inicio™e.
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Pruebas que detectan antigeno viral

Existen pruebas inmunocromatogréaficas que detectan pro-
teinas del virus, sus aplicaciones serian similares a las que
detectan el ARN. Sin embargo, estd por establecer en qué
momento son positivas y las caracteristicas operativas de es-
tas pruebas. En este consenso no seran discutidas dada la
escasa informacién existente sobre ellas.

Aplicaciones de las pruebas serolégicas para deteccion
de anticuerpos IgG o de pruebas combinadas IgG/IgM
Existen diferentes métodos para la deteccion de IgG tales
como la inmunocromatografia, la inmunofluorescencia indi-
recta (IFl) y ELISA, esta Ultima parece ser mas sensible que las
otras''®. Las posibles aplicaciones de este tipo de pruebas
son:

a. Tamizaje poblacional para saber el porcentaje de pobla-
cién expuesto y tomar decisiones sobre levantamientos
parciales o definitivos de cuarentena o medidas de con-
tencién

b. Seleccionar poblacidon que puede regresar al trabajo al
identificar aquellos con prueba de anticuerpos positivos.
Sobre este punto es necesario esperar los resultados de
evaluacién basada en evidencia de la calidad de protec-
cion de los anticuerpos’™.

c. Estudios de seroprevalencia para determinar variables

epidemioldgicas de interés en salud publica, especial-
mente en estudios de carga y costos de la enfermedad,
como la tasa de ataque y el factor de expansion.

Aplicaciones de las pruebas serolégicas para deteccion

de anticuerpos IgM

a. Deteccidn de pacientes con infeccion reciente

b. Clasificacion del estado de infeccion en conjunto con la
medicion de 1gG especificos en agudo o convaleciente®.

Recomendaciones de criterios para evaluacion de
pruebas

Para las pruebas de RT-qPCR SARS CoV 2

El grupo considera se pueden tomar como recomendaciones

de base los criterios de FDA con las siguientes precisiones:

« Limite de deteccién (LoD): Para establecer esta se debe
inocular ARN artificial (sintetizado) o ARN de espécimen
bioldgico, cuantificados, en una muestra de pacientes (la-
vado broncoalveolar o esputo) o en medio de transporte
viral. Se recomienda realizar diluciones 1:2 seriadas con
tres replicas por dilucion y luego confirmar la amplifica-
cion final con 20 réplicas. La LoD es la concentracion mas
baja en la cual el replicado 19/20 es positivo®.

« Sensibilidad analitica: Se deben realizar anélisis in silico
de las secuencias de los cebadores y sondas

Estadio |

Cuadro leve
(Infeccién temprana)

Sensibilidad pruebas
diagnasticas

Estadio I

Cuadro moderado
(Compromiso pulmonar)

FASE RESPUESTA VIRAL FASE RESPUESTA INFLAMATORIA

- Fiesre §R§H - _
TOS - SDRA.
g Hallazgos it - DISNEA it e "
£ s ramica F - sepsis i
5 clinicos - Hipoxemia § §
1; E piarrea  f = lCAT '
EE OTROS ]
‘g f = mssmssssssssssss s s s SR -
£ H - IMAGENES DE TORAX ANORMALES | - ELEVACION MARCADORES
= H’"'I,Ig_‘“ - LINFOPENIA - TRANSAMINITIS 1L T e OG.
S IR - PROGRESION LINFOPENIA it
N Pro-BNP, Troponinas.,

Estadio Ill

Cuadro severa/critico
(Hiperinflamacién sistémical

diala7z

Tiempo de evolucién

diadala dia15a21

Ila (AUSENCIA HIPOXEMIA), llb (PRESENCIA HIPOXEMIA)

* SINDROME DE DISTRES RESPIRATORIC AGUDO
** INJURIA CARDIACA AGUDA

FRRF=7s-r00x FfF=s0-75% fH=25-50% f=0-25%

REFERENCIAS

MIALGIA, CONFUSION, CEFALEA, ODINOFAGIA, RINORREA, DOLOR TORACICO, ESPUTO, NAUSEAS, VOMITO.

Infectan

Figura 1. Comportamiento clinico, paraclinico y pruebas diagnosticas en COVID19. Imagen cedida gentilmente por el grupo
Infectoweb de Bogota. Autores: Luis Pablo Lesport, Javier Africano, Alvaro A. Faccini-Martinez y Carlos Eduardo Pérez.
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« Reactividad cruzada (especificidad analitica): Se debe
verificar la lista de organismos segun la Tabla 1, los cuales
se deben analizar in silico y en lo posible in vitro.

Tabla 1. Lista de organismos recomendados para analisis de reactividad
cruzada

Patégenos de la
misma familia de

Organismos con alta probabilidad de

. circulacion
virus

Coronavirus

humano 229E Adenovirus (e.g. C1 Ad. 71)

Coronavirus

humano OC43 Metapneumovirus humano (hMPV)

Coronavirus

Parainfl 1-4
humano HKU1 arainfluenza

Coronavirus

Infl AyB
humano NL63 nruenza Ay

SARS-coronavirus
(no circula en
Colombia)

Enterovirus (ejemplo: EV68)

MERS-coronavirus

(no circula en Virus Sincitial Respiratorio

Colombia)
Rinovirus
Chlamydia p
H philus infl

Mycobacterium tuberculosis

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Bordetella pertussis

Mycopl,

(e

Pneumocystis jirovecii (PJP)

Pool de lavado nasal humano que represente
microbiota tracto respiratorio

Candida albicans

p. A,
L aer

4

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus salivarius

* Para ensayos in vitro se recomiendan, concentraciones de 10° UFC/ml o
mayores para bacterias y 10° UFP/ml o mayores para virus.

« Analisis de interferencia microbiana: Si el analisis in
silico muestra homologia > 80% con otros microorganis-
mos se deben realizar estudios de interferencia con son-
das para el microorganismo con el cual hay homologia.
Se deben hacer minimo tres replicados de un inoculo 3x
de la concentracién LoD de SARS-CoV-2 y con alto nivel
de interferencia del microorganismo completo o acido
nucleico.

« Andlisis de interferencia con sustancias endégenas: Se
recomienda método de Boom y métodos de extraccién
basados en columna (21).

« Utilizacion de muestras clinicas: Se recomienda realizar
pruebas con por lo menos 30 muestras clinicas reacti-
vas y 30 no-reactivas seleccionadas de manera aleatoria
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enmascarada. Las muestras se pueden fabricar utilizando
matrices clinicas limpias y contaminadas artificialmente
con ARN sintético. Se deben informar los resultados de
LoD con diluciones seriadas en base 2.

o Estuches para extraccion de ARN Viral. La obtencién
de ARN viral de calidad es un paso critico en la prueba de
gRT-PCR. Existen diferentes métodos de extraccion que
pueden ser manuales o automatizados, con perlas mag-
néticas, diferentes tipos de columnas o con adicién de
tampédn de lisis que libere el 4cido nucleico. Cualquie-
ra que sea el método de extraccion, es recomendable
que sean evaluados y optimizados para la extraccion de
SARS-CoV-2 en diferentes tipos de muestras.

Recomendaciones para la evaluacién de pruebas se-
rolégicas para IgG, IgM o IgA
Las pruebas de anticuerpos buscan detectar la respuesta
inmune humoral de los pacientes cuyos titulos aumentan
segun avanza la infeccion®'. Ofrecen la posibilidad de de-
tectar enfermedad activa de varios dias de evolucién, pero
no excluyen la posibilidad de continuar transmitiendo el vi-
rus'22. Los datos sobre el curso de la infeccion, han mostra-
do que los anticuerpos comienzan a producirse a partir del
6° dia del inicio de los sintomas y que simultaneamente se
presenta un descenso en la carga viral®*24. Aunque la prue-
ba estandar de oro deberia llevarse a cabo con pruebas de
reduccion de placas por neutralizacion (PRNT) esta requiere
del virus SARS CoV-2 aislado y cultivo viral'’. Dada la limi-
tacion para cultivar este virus, este grupo considera que un
estadndar de oro alterno seria realizar validacién con los si-
guientes grupos de sueros y estimando tamafios de muestra
suficientes para establecer la aplicabilidad de la prueba en
diferentes condiciones:

» Criterios de selecciéon de sueros para establecer sen-
sibilidad de la prueba: Toda prueba debe tener una
evaluacion de sensibilidad utilizando muestras de sueros,
en igual proporcion de casos sintomaticos y asintoma-
ticos y de rangos de edad y género, similares a lo que
se encuentra en la poblacion general. Los sueros deben
corresponder a personas con infeccion confirmada por
RT-gPCR y se deben especificar los dias post exposicion,
segun los siguientes grupos: dia 1a 8, dia9a 15y dia 16
a 30, después de contacto estimado con caso positivos
para SARS-CoV-2.

» Criterios de seleccion de sueros para establecer espe-
cificidad: Toda prueba deber establecer su especificidad
con sueros de la misma poblacién previos al informe de
inicio de casos en el pais. Los sueros deben corresponder
a las caracteristicas de la poblacién en la cual se van a
aplicar las pruebas.

« Tamaio de muestra para establecer sensibilidad y es-
pecificidad: Los ensayos se deben realizar con un nime-
ro de muestras de verdaderos positivos y verdaderos ne-
gativos estimados a partir de una prueba unilateral, para
lo cual se requeriria estimar los falsos positivos probables
en esa prueba y la prevalencia esperada en la muestra
estructurada por el investigador®2’. Se debe elegir un
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valor de razones de verosimilitud o likelihood ratios (LR)
positivo contemplando el nivel de errores alfa y beta que
se considere adecuado®. Los reportes de sensibilidad y
especificidad deben incluir los valores de 1C95% de cada
uno de ellos?’.

Programas de control de calidad para las pruebas
diagnosticas de infeccion por SARS CoV-2

Programa de control de calidad para las pruebas de
deteccion de SARS CoV- 2 por RT-PCR prueba deteccion
de SARS-CoV-2

Se deben realizar controles de calidad internos y externos
por el laboratorio nacional de referencia en las instituciones
que estan realizando pruebas de RT-PCR caseras, al menos
cada 200 pruebas con un panel de muestras inoculadas ar-
tificialmente con plasmido control conteniendo inserto del
producto a amplificar. Las matrices comerciales para control
de calidad externo podrian utilizarse una vez estén validadas
y disponibles.

Programa de control de calidad para pruebas serolégicas

Todas las pruebas seroldgicas se deben realizar con controles
internos, positivos y negativos en cada montaje. Se deben
realizar controles de calidad externos con muestras positivas
y negativas enviadas a cada laboratorio que realiza pruebas

de diagnostico seroldgico. El control externo se puede ha-
cer mensual si hay alto volumen, bimensual o trimestral si es
bajo el volumen de muestras.

Conclusiones

El diagndstico de la infeccidn por SARS CoV-2 es la piedra
angular para la toma de decisiones adecuadas en el mane-
jo y control de la pandemia. Las pruebas de amplificacion
de ARN viral (RT-gPCR) y deteccidén de anticuerpos contra el
virus, tienen diferentes alcances y su implementacién e in-
terpretacién deberé estar ajustado al contexto clinico o epi-
demiolégico. La validacion, verificacion y control de calidad
de pruebas "in house" y pruebas diagnosticas comerciales, es
mandatorio para garantizar resultados confiables y oportu-
nos. Para pruebas de amplificacién molecular deben seguirse
las recomendaciones de la FDA y para las pruebas seroldgi-
cas, las validaciones se realizardn con sueros que cumplan
con criterios de sensibilidad, especificidad y un tamafio de
muestra adecuado que permita calcular adecuadamente el
rendimiento de la prueba.

La OMS el 8 de abril de 2020 realizé una declaracién de
posicién, por su grupo de expertos, a la luz de la evidencia
disponible en el momento, sobre las pruebas rapidas y las
seroldgicas, incluyendo ELISA y establecio que estas pruebas

a. Zhao et al, 2020 (ELISA)
n=173

——% positivos ARN
viral por RT-PCR

—8—9% positivos ELISA
18G

~=de=% positivos ELISA
IgM

80

60

40

SENSIBILIDAD (1C95%)

0 1-7 8-14 16-30

RANGO DIAS POST CONTACTO

0 1-7 8-14 15-30
RANGO DIAS POST CONTACTO

b Lou et al, 2020 (ELISA)
n=160
120
100 T —— % positivos ARN viral por
RT-PCR
Y —8— % positivos ELISA IgG
&
3 il
o 60 % positivos ELISA IgM
=)
Z 40
] | |
2
&
220 I
0

c Pan et al, 2020 (Inmunocromatografia)

n=134
/!
l

100

. |

—8— % positivos IC 1gG

SENSIBILIDAD (IC95%)
@
3
—

% positivos IC IgM
40
20
0
0 1-7 8-14 15-30
RANGO DIAS POST- CONTACTO
d Ying et al, 2020 (Rapid Combined IgG/IgM test)
n=90
120
100 .'—E
~8— % positivos
80 IC1gG/lgM

60

SENSIBILIDAD (IC95%)

40

20

0
0 1-7 8-14 15-30
RANGO DIAS POSTCONTACTO

Figura 2. Se calcularon los intervalos de confianza 95% de los valores de sensibilidad de cuatro estudios’ ™ que han fundamentado la mayoria
de descripciones de cinética de anticuerpos. Sélo el estudio de Zhao et al (a) calculd los intervalos de confianza, los demas valores (b, ¢, d)
fueron calculados por los miembros de este consenso a partir de los datos presentados por los autores. Se observa que los valores de confianza
son muy amplios y no permiten definir con certeza, por ejemplo, si la deteccion de IgM o IgG es mas sensible una con respecto a otra en los

primeros 8 dias de la infeccion.
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por ahora sélo se deben utilizar en contexto de investigacion,
segun afirma esta declaracion: “Estas pruebas no deben ser
usadas para decisiones clinicas, hasta que exista una eviden-
cia disponible para las indicaciones especificas”®. El 13 de
abril el Ministerio de Salud de Colombia emiti6 lineamien-
tos sobre el uso de pruebas diagnésticas en Colombia en el
mismo sentido de la OMS, recomendando el uso de pruebas
seroldgicas solo para estudios epidemiolégicos y no para de-
cisiones clinicas®. Por ello, las recomendaciones que hemos
hecho en este consenso buscan justamente dar orientacién
para que se pueda obtener la informacion requerida y tener
pruebas de diagnostico clinico de alta calidad.
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