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DIAGNÓSTICO MOLECULAR                                                      VALIDACIÓN 

LoD: 3 réplicas por 

concentración. Luego 20 
replicas cumple 19/20

EVALUACIÓN  CLÍNICA: 
N= 30 Positivas  
N=30 Negativas  

INCLUSIVIDAD : In 
sillico  identificación 
de secuencias 100%

REACTIVIDAD CRUZADA 
Flora respiratoria 

común 







Ensayo Molecular RT PCT 

Calidad técnica de 
Talento Humano

Requisitos de calidad 
del Ambiente físico 

REACTIVOS ASEGURAMIENTO DE 
LA CALIDAD ANALITICA

Muestras de Origen Respiratorio 

Hisopos con punta sintética

de Nylon o Dacrón

Transporte de las Muestras

Manipulación y Almacenamiento 

Calidad de la Muestra 

Separación de áreas
Presión Positiva presión negativa
Protocolos de Limpieza y
desinfección - Luz UV

...RT PCR  



• Deben ser detectados los genes RdRp y E que se utilizan
principalmente en Corea a partir de febrero de 2020, y los genes N,
que se utilizan recientemente como norma para las pruebas en el
CDC de los Estados Unidos. (Primera Línea Gen E- Detección
confirmatoria RdRP- Detección confirmatoria Gen N).

• El tipo de producto de pre-mezcla puede aumentar la velocidad, la
precisión y la conveniencia del diagnóstico molecular de los nuevos
virus corona.



• Otras instituciones que tienen protocolos disponibles para el diagnóstico
de COVID-19 incluyen el Instituto Nacional de Control y Prevención de
Enfermedades Virales de China (Beijing, China), que utiliza los objetivos
genéticos ORF1ab y N; el Hospital Universitario Charité (Berlín, Alemania)
que usa los objetivos genéticos RdRP, E, N; la Universidad de Hong Kong
(Pok Fu Lam, Hong Kong) que usa los objetivos genéticos ORF1b-nsp14, N;
el Instituto Nacional Japonés de Enfermedades Infecciosas, Departamento
de Virología III (Tokio, Japón) que estudian Pancorona y múltiples
objetivos, la proteína Spike; y el Ministerio de Salud Pública de Tailandia
(Distrito de Mueang Nonthaburi, Tailandia) que usan N como objetivo
genético. Los investigadores de la Universidad de Hong Kong desarrollaron
dos pruebas rápidas para la detección de coronavirus que requieren solo
un tiempo de procesamiento de aproximadamente una hora y cuarto.







• Región diana conservada de los genes ORF1ab y N.

• VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR Detection Kit contiene en cada pocillo
todos los componentes necesarios para llevar a cabo la PCR a tiempo real
(cebadores/sondas específicos, dNTPS, tampón, polimerasa,
retrotranscriptasa) en formato estabilizado, así como, un control interno
para descartar la inhibición de la actividad polimerasa.

• Tras la reacción de amplificación, el gen ORF1ab se detecta en el canal
FAM, el gen N se detecta en el canal ROX y el control interno (CI) se detecta
en el canal HEX, VIC o JOE (seleccionar el canal de detección según el
equipo utilizado

VERIFICACIÓN POR INSERTO 



EQUIPOS
FUNCIONAMIENTO- OPERACIÓN  DESEMPEÑO 



REVISAR EN EL INSERTO:







Panel de verificación SARS 2COVID 19
Producto de base viral no infeccioso diseñado específicamente para ser un 
material de referencia POSITIVO DEBIL
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Verificación del método de 
Ensayo para la puesta en Uso

Desafía  el Rango Dinámico del 
test con tres niveles de 

concentración

POSITIVO DEBIL , PARA 
MONITOERAR LA  

RECUPERACIÓN CERCA DEL LoD

El MR del Kit para la evaluación 
en el largo Plazo

Totalmente extractable, para 
control total del procesos , con 

capa de proteína viral real. 

Compatible con   los ensayos  
Objetivo CDC  -WHO 









En caso sospechoso de SARS-CoV-2/COVID-19 las pruebas en orden de importancia
son:

Amplificación de ácido nucleico (NAAT) como RT-PCR, esta prueba detecta
secuencias únicas de ARN por NAAT (genes virales N, E, S, Redro) en caso de no
estar disponibles remitir a un laboratorio de referencia.

Los estudios serológicos pueden ayudar a la investigación de un brote en curso y
evaluación retrospectiva de la tasa de ataque o la extensión del brote en caso de
que los NAAT son negativos y existe un fuerte vínculo epidemiológico.

Secuenciación Viral.

Cultivo Viral.
La prueba de RT-PCR para SARS-CoV-2/COVID-19 se puede realizar 
en las siguientes muestras (sensibilidad):
• Lavado bronco alveolar (93%)
• Aspirado bronquial o esputo (72%) 
• Hisopado naso y orofaríngeo (63%)



• Secuenciación viral: Confirmación de presencia del virus, útil
para mostrar mutaciones del genoma viral, que pudieran
afectar en el desempeño de las decisiones médicas, incluidas
las pruebas de diagnóstico, también para estudios de
biología molecular.

• Cultivo viral no se recomienda de rutina.

La prueba de RT-PCR para SARS-CoV-2/COVID-19 se puede realizar 
en las siguientes muestras (sensibilidad):
• Lavado bronco alveolar (93%)
• Aspirado bronquial o esputo (72%) 
• Hisopado naso y orofaríngeo (63%)



INVIMA :  
REDUCCIÓN DE REQUISTOS SIN

SACRIFICAR LA CALIDAD 











“RT PCR es la Prueba Estándar de Oro”



RECOMENDACIONES

Sospecha de 
exposición con 

síntomas 

Detección de Acs
Positivo

Prueba RT PCR  
POSITIVO MANEJO 

SEGÚN PROTOCOLO  

RT PCR NEGATIVO 
AISLAMENTIO POR 15 

DíAS Y REPETIR ACS 

RT PCR  no  
CONCLUYENTE, REPETIR 

A LAS 48 Horas.

Detección de Acs
Negativo

No requiere RT PCR , 
asilamiento preventivo 

15 días . Repetir Acs 
según pertinencia 

Exposición 
confirmada con 

síntomas 

RT PCR 

RTPCR Positiva   Aplicar 
el protocolo 

RT PCR Negativa   
Aislamiento por 15 días, 
hacer detección de Acs, 
y según síntomas repetir 

RT PCR 





DECRETO 3770  

• Reactivo de diagnóstico in vitro rápido: Son aquellos reactivos de
diagnóstico In vitro que no requieren entrenamiento especializado
para su utilización, no utilizan equipos complejos para su montaje y
cuya interpretación y lectura es visual arrojando resultados
cualitativos que se observan ya sea por intensidad de color,
aglutinación o formación de anillos, entre otros, destinados por el
fabricante para ser utilizados directamente por el usuario.



PRUEBAS RÁPIDAS 
• Son inmunoensayos de flujo lateral.

• Es una forma de evaluar cualitativamente la presencia de un
marcador en una muestra.

• En este caso, detectar Anticuerpos IgG e IgM específicos para
SARS-CoV-2.

• IgG de baja avidez.

NO son pruebas diagnósticas sino de 
detección, son complementarias  No 

sustituyen la RT PCR 

Agilicen la toma de decisiones en cuanto 
aislamiento, realización de prueba 

diagnóstica confirmatoria y tratamiento



Investigar respuesta 
Humoral 
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ventana

Pobre respuesta 
Inmune 

Prevalencia 

CRITERIO
PRE-PREANALÍTICO



HISTORIA 
EPIDEMIOLÓGICA 

MANIFESTACIONES 
CLÍNICAS 



USO PREVISTO… 
CRITERIOS DE SEGURIDAD - PROBABILIDAD POST TEST 

• Sin embargo, cuando a un paciente se le realiza alguna prueba, el médico
carece de información a priori acerca de su verdadero diagnóstico, y más
bien la pregunta se plantea en sentido contrario:

Frente a un resultado Positivo (Negativo) en la prueba:

¿cuál es la probabilidad de que el paciente esté realmente 
enfermo (sano)? 



Punción, Muestra, Acondicionamiento
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Punción capilar 

Sangre total

Suero- Plasma

(heparina , Citrato –Edta )

Centrifuga

Almacenamiento

Estabilidad 

CRITERIO
PREANALÍTICO



Pre-Analítico

VOLÚMENES TIEMPO TEMPERATURA HUMEDAD 



CRITERIOS 
ANALÍTICOS



ATRIBUTOS

VALIDEZ

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD 

SEGURIDAD

VPP VPN

COCIENTE DE 
PROBABILIDADES

likehood ratio 
Positivo o CP 

Positivo

likehood ratio 
Negativo o CP 

negative 

Nos informan de la calidad de la 

prueba diagnóstica para conocer la 

realidad de un paciente del que 

conocemos el resultado en dicha 

prueba  (afectada por la 
PREVALENCIA ) prob Post test 

S/ 1-E 1-S/ E Atributos Intrínsecos

Validados en

Población Enferma (S)
En Población Sana (E)

Son útiles ante un usuario del que

conocemos el resultado de una prueba

cuya validez ha sido determinada por

estudios previos, por los que sabemos
su sensibilidad y especificidad



Sensibilidad y la Especificidad
tiene poca utilidad cuando se
aplica el resultado a un
Individuo

Lo Hace manufactura sobre una
población conocida, y
finalmente no puede aplicarse a
resultados individuales

El Médico necesita propiedades
de una prueba que le permitan
relacionar la presencia o
ausencia de la condición clínica
en cada caso particular



El VPP y el VPN

No son transferibles 
de paciente a 

paciente, o de un 
ámbito a otro 

Luego debe  
Evaluarse su 

relevancia  en cada 
caso Particular.



PREVALENCIA 5% PREVALENCIA 5%

POBLACION 1000 POBLACION 1000

ENFERMOS 50 ENFERMOS 50

SANOS 950 SANOS 950

SENSIBILIDAD 90,00% SENSIBILIDAD 77%

ESPECIFICIDAD 97,33% ESPECIFICIDAD 95,73%

TOTAL

IgG IgM 

POSITIVO 45 25 70 POSITIVO 38,5 41 79

NEGATIVO 5 925 930 NEGATIVO 11,5 909 921

TOTAL 50 950 1000 TOTAL 50 950 1000

VPP 63,95 VPP 48,69

VPN 99,46 VPN 98,75P
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LABNOVATION

RT PCR RT PCR 

PRUEBA 

RAPIDA 

POSITIVO NEGATIVO TOTAL POSITIVO NEGATIVO 

Alba Cecilia Garzon:

Por Gestion del Riesgo ingrese el 

Limite inferior del IC de 

Sensibilidad y el Limite Inferior 

del IC de Especificidad

PREVALENCIA 10% PREVALENCIA 10%

POBLACION 1000 POBLACION 1000

ENFERMOS 100 ENFERMOS 100

SANOS 900 SANOS 900

SENSIBILIDAD 90,00% SENSIBILIDAD 77%

ESPECIFICIDAD 97,33% ESPECIFICIDAD 95,73%

TOTAL

IgG IgM 

POSITIVO 90 24 114 POSITIVO 77 38 115

NEGATIVO 10 876 886 NEGATIVO 23 862 885

TOTAL 100 900 1000 TOTAL 100 900 1000

VPP 78,93 VPP 66,71

VPN 98,87 VPN 97,40P
R

O
B

IL
ID

A
D

  
P

O
S

T
 T

E
S

T
 C

O
N

 S
IM

U
L
A

D
O

R
 D

E
 

P
R

E
V

A
L
E

N
C

IA
 

LABNOVATION

RT PCR RT PCR 

PRUEBA 

RAPIDA 

POSITIVO NEGATIVO TOTAL POSITIVO NEGATIVO 

Alba Cecilia Garzon:

Por Gestion del Riesgo ingrese el 

Limite inferior del IC de 

Sensibilidad y el Limite Inferior 

del IC de Especificidad

LABNOVATION
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PREVAL
ENCIA 40%

PREVALENCI
A 40%

POBLAC
ION 1000 POBLACION 1000
ENFER
MOS 400 ENFERMOS 400

SANOS 600 SANOS 600
SENSIBI
LIDAD 

90,00
%

SENSIBILIDA
D 77%

ESPECIF
ICIDAD 

97,33
%

ESPECIFICID
AD 95,73%

RT PCR RT PCR 

POSIT
IVO

NEGA
TIVO 

TOTA
L POSITIVO

NEGATIV
O 

TOTAL

PRUEBA 
RÁPIDA 

IgG IgM 
POSITIV
O 360 16 376POSITIVO 308 26 334
NEGATI
VO 40 584 624NEGATIVO 92 574 666

TOTAL 400 600 1000TOTAL 400 600 1000

VPP 95,74 VPP 92,32

VPN 93,59 VPN 86,19

IgG

IgG

IgG



ÍNDICE DE
EFICIENCIA PRONÓSTICA Valorar si la prueba 

aporta información 
para aminorar la 
incertidumbre 

diagnóstica.

CP+  (Probabilidad de 
tener la enfermedad si 

el resultado es 
Positivo) 

MAYORES A 5 

(CP+) que son de utilidad para 
apoyar el diagnóstico.. 

mientras más elevado sea  el 
valor de la razón obtenida , 

mayor será la  probabilidad de 
tener la enfermedad.

CP-

MENORES A 0,2

De utilidad para 

descartar la condición 
los menores de 0,2, 

idealmente 0,1.

Los cocientes de probabilidades
son independientes de la
prevalencia y de la probabilidad
Pre test. En caso de que frente a
un pacientes solo conocemos el
resultado de una prueba cuya
validez ha sido determinada
por estudios previos, como son
la sensibilidad y especificidad.

https://www.madrimasd.org/blogs/fisioterapia/2019/02/05/cociente-de-probabilidades

ESTABLECE LA RELEVANCIA EN CADA CASO PARTICULAR 

https://www.madrimasd.org/blogs/fisioterapia/2019/02/05/cociente-de-probabilidades/
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La interpretación es que el (CP+) nos permite 
saber, cuando el resultado de la prueba es 

positivo, cuántas veces es más probable es que 
el sujeto tenga la enfermedad o condición en 

relación a que no la tenga.

Si el cociente de probabilidades es 2 
significa que ante una prueba positiva 
es el doble de probable que tenga la 

enfermedad 

La interpretación de un (CP-) nos permite saber, 
cuando el resultado es negativo, cuántas veces es 

más probable que el sujeto esté sano o la 
condición esté ausente en relación a las que esté 

enfermo o tenga la condición.

El CP- de 0,2 significa que ante una 
prueba negativa es 5 veces más 

probable que NO tenga la enfermedad a 
que la tenga (1/0,2 = 5)

Como vemos, los cocientes de probabilidades son independientes de la prevalencia y de la
probabilidad pre-prueba o pre-examen.
Son útiles en situaciones reales de la práctica, es decir, ante un usuario del que conocemos
el resultado de una prueba cuya validez ha sido determinada por estudios previos.



ATRIBUTOS DE VALIDEZ
Sensibilidad/ Especificidad





VPP  IgM 78,02 %
VPN IgM 99,3   %
CP+ =33
CP- = 0,22 (5)  

VPP IgG 96,8%
VPN IgG 100 %
CP+ = 81
CP - = 0,06(17) 

PRUEBA 
CP+ =43
CP- = 0,06 (17)  



AMP 

IC= (91- 97.99)
IC= 90,5-100

IC= 80-97,7

IC =87,4- 100

VVP= 99 %   VPN = 86 %





REACTIVIDAD CRUZADA 

Prueba Rápida BPrueba Rápida A 



Prueba Rápida B 



ESPECIFICIDAD  ANALÍTICA 

Triglicéridos = 1531 mg/dl
Bilirrubina= 15 mg/dl  

10  g/L

Prueba Rápida A

Prueba Rápida B



HB= 2g/L

Interferencia HB LIMITE PARA 
INTERFERENCIA

PUNTUACION POR 
INTERFERENTES 

Prueba Rápida A 9 g/L 2

Prueba Rápida B 10 g/L 3

Labnovation 10g/l 3

Prueba Rápida C 2 g/L 1

Prueba Rápida C



INTERFERENTE Tg PUNTUACIÓN INTERFERENTE 
BILIRRUBINAS 

PUNTUACIÓN

PRUEBA RÁPIDA A 1530 mg/dl 3 15 mg/dl 1

LABNOVATION 531 mg/dl 2 58 mg/dl 2

PRUEBA RÁPIDA C - - 15 mg/dl 1



PRUEBA RÁPIDA B



PRUEBA RÁPIDA SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
INTÉRVALOS DE CONFIANZA

PRUEBA RÁPIDA A
Límite
Inferior

Límite
Superior

Amplitud del intervalo de 
confianza 

Puntuación Por 
Intervalos de 
confianza S/E IgG
S/E IgM Total 

Detección IgG 100% 98% IgG =S 86 100 14 2

6

(IC) (86-100) (89,4 – 99,9) IgG =E 89,4 99,9 10,5 2
Detección IgM 85% 96% IgM =S 62,1 96,8 34,7 1
(IC) (62,1-96,8) (86,3-99,5) IgM =E 86,3 99,5 13,2 1
Labnovation 0

Detección IgM

82% 96% IgM =S 77 85,93 8,93 3

16

(77-85.93) (95,73- 96,27%) IgM =E
95,73 96,27 0,54 4

Detección IgG

93% 97,50% IgG =S 90 95,38 5,38 4

(90-95,38) (97,33-97.77) IgG =E
97,33 97,77 0,44 5

PRUEBA RÁPIDA B 86,43% 99,57% IgG/M =S
82,51 89,58 7,07 3

6
(IC) (82,51- 89,58) (97,63- 99,92) IgG/M =E

97,63 99,92 2,29 3

PRUEBA RÁPIDA C 

Detection IgG 96,86% 100% IgG =S 93,6 98,8 5,2 5

14

(IC) (93,6 -98,4 ) (98,8  – 100 ) IgG =E 98,8 100 1,2 4
Detection IgM 78,03% 99,39% IgM =S 72,1 82,9 10,8 2

(IC) (72,1-82,9 ) (97,8 – 99,8 ) IgM =E
97,8 99,8 2 3

PRUEBA RÁPIDA D SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD 

Detección IgG 91,7%      ( 80-96,71) 96,40% IgG =S
80 96,71 16,71 1

9

(IC) (87,4- 100)           IgG =E 87,4 100 12,6 1
Detección IgM 95,70% 97,30% IgM =S 91 97,99 6,99 5
(IC) (91-97,99) (90,5-100) IgM =E 90,5 100 9,5 2





PRUEBA 
COCIENTE DE 

PROBABILIDAD 
POSITIVO 

COCIENTE DE 
PROBALILIDAD 

NEGATIVO 

COCIENTE DE 
PROBAILIDAD 

NEGATIVO 

PRUEBA RÁPIDA A

IgG 8  Moderado 7 0,14 Moderada

IgM 21 Suficiente 6 0,16 Moderada

LABNOVATION

IgG 37 Suficiente 14 0,07  suficiente 

IgM 21 Suficiente 5 0,19 Moderada 

PRUEBA RÁPIDA B 

IgG/ IgM 36 Suficiente 7 0,14 Moderada

PRUEBA RÁPIDA C

IgG 81 Suficiente 17 0,06 suficiente 

IgM 33 Suficiente 4 0,22 ESCASA

Ejemplo: Si comparo el CP- 0,07 , es decir que Un paciente con resultado negativo, es 14 veces menos
probable que tenga la enfermedad.
Mientras un CP-0,22 , significará que es 4 veces menos probable que un individua con resultado negativo
tenga la enfermedad.



Donis J. Validez y confiabilidad de una prueba diagnóstica 
Avances en Biomedicina Publicación Oficial del Instituto de Inmunología Clínica



FORMATO 

PRUEBA 

COCIENTE DE 

PROBABILIDA

D POSITIVO 

COCIENTE DE 

PROBALILIDAD 

NEGATIVO 

COCIENTE DE 

PROBABILIDAD 

NEGATIVO 

FORMATO 

Independiente   

G/M CALIFIQUE 5 , 

SI NO 1 

IEP CP+ IgG ( 

PUNTUE CON EL 

MAYOR VALOR EN 

ORDEN 

DESCENDENTE )

IEP CP+ M( 

PUNTUE 

CON EL 

MAYOR 

VALOR EN 

ORDEN 

DESCENDEN

TE )

IEP CP- G ( 

PUNTUE 

CON EL 

MAYOR 

VALOR EN 

ORDEN 

DESCENTE) 

Inverso ( a 

menor CP- 

Mayor 

calificacion  

IEP CP- M ( 

PUNTUE 

CON EL 

MAYOR 

VALOR EN 

ORDEN 

DESCENTE

),A menor 

CP - Mayro 

calificacio

n 

CALIFICACIÓN 

POR IEP

PRUEBA A 

IgG 8  Moderado 7 0,14 Moderada 1 2

IgM 21 Suficiente 6 0,16 Moderada 2 3

LABNOVATIO

N

IgG 37 Suficiente 14 0,07  suficiente 3 4

IgM 21 Suficiente 5 0,19 Moderada 2 2

PRUEBA B

IgG/ IgM 36 Suficiente 7 0,14 Moderada 1 2 4 1 2 16

PRUEBA C

IgG 81 Suficiente 17 0,06 suficiente 4 4

IgM 33 Suficiente 4 0,22 ESCASA 3 1 485

5 48

INDICES  DE EFICICIENCIA  PRONOSTICA INDICE DE EFICIENCIA PRONOSTICA 

5 12



Cross-reactivity CALIFICACIÓN FINAL

PRUEBA 

N de 

validacion

Puntaje por  

el N 

estadisitco 

REACTIVIDAD 

CRUZADA 

HEMOGLOBI

NA

TRIGLICERIO

DS BILIS 

puntuacion 

por 

interferent

e 

CALIFICACION 

POR 

confiabilidad 

de  Intervalos 

de confianza 

PUNTUACION, A 

MAYOR PUNTUACION , 

MAYOR CALIDAD 

TECNCIA 

CONSIDERANDO LAS 

VARIABLES 

ESPECIFICADA 

PRUEBA A

IgG

IgM

LABNOVATIO

N

IgG

IgM

PRUEBA B 

IgG/ IgM 596 3 5 3 2 2 12 6 42

PRUEBA C 

IgG

IgM 4 1 1 NR710 2 2 26114

21

2600 5 5 3

6

162 3 18 284

Tamaño muestral  N EVALUACIÓN DE INTERFERENTES 

140 2 1 0 0 0 0

(FOR* IEP)+ Puntaje N + Reactividad Cruzada + Puntaje Interferente+ Confiabilidad IC =  Mayor calidad Técnica
A mayor puntaje ; mayor calidad técnica.  



Laboratory Test

Main laboratory abnormalities 
observed in adult patients with 
unfavorable COVID-19 
progression (Modified from 1-12)

Potential clinical and biological 
significance
(Modified from 3)

Complete blood count

Increased white blood cell
Increase neutrophil count
Decreased lymphocyte count
Decreased platelet count

Bacterial (super)infection
Bacterial (super)infection
Decreased immunological response to 
the virus
Consumption (disseminated) 
coagulopathy

Albumin Decreased Impairment of liver function

Lactate 
Dehydrogenase

Increased
Pulmonary injury and/or widespread 
organ damage

Alanine 
Aminotransferase

Increased
Liver injury and/or widespread organ 
damage

Aspartate 
aminotransferase

Increased
Liver injury and/or widespread organ 
damage

Total bilirubin Increased Liver injury

Creatinine Increased Kidney injury

Cardiac troponin Increased Cardiac injury

D-Dimer Increased
Activation of blood coagulation and/or 
disseminated coagulopathy

Prothrombin Time Increased
Activation of blood coagulation and/or 
disseminated coagulopathy

Procalcitonin Increased Bacterial (super)infection

C-reactive protein Increased
Severe viral infection/viremia/viral 
sepsis

Ferritin Increased Severe inflammation

Cytokines (IL-6) Increased Cytokine storm syndrome
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