Carituro 10

Resultados del aprendizaje del IIBT

durante la pandemia: deteccion
molécular de SARS-CoV-2

Como citar:

Contreras H., Gastelbondo-Pastrana B., Torres K., Contreras V., Echeverri-De la Hoz D.
et al. Resultados del aprendizaje del IIBT durante la pandemia: deteccién molécular de
SARS-CoV-2. En: Mattar S., Gastelbondo-Pastrana B., editores. Lecciones aprendidas del
COVID-19: Una mirada interdisciplinaria. Sincelejo (Colombia): Editorial CECAR, 2023.
p- 209-229. DOL: https://doi.org/10.21892/9786287515376.10



Resultados del aprendizaje del IIBT
durante la pandemia: deteccion molécular

de SARS-CoV-2

Héctor Contreras; Bertha Gastelbondo-Pastrana; Karina Torres;
Veronica Contreras; Daniel Echeverri-De la Hoz; Luis Florez;
Evelin Garay, Salim Mattar

Introduccion

El Instituto de Investigaciones Biologicas Del Trépico (IIBT), es
reconocido como instituto de investigacién, desarrollo e innovacién, por
los entes gubernamentales En la emergencia sanitaria el IIBT por su vasta
experiencia de mas de 20 afios en enfermedades emergentes, no vacilo en
dar un paso adelante y contribuir al control de la pandemia en su area de
influencia. El IIBT, fue uno de los primeros laboratorios del pafs, que por
su infraestructura y personal capacitado fue habilitado para el diagnoéstico,
oportuno y confiable de los pacientes infectados. Gracias a la experiencia
condistintos patdgenos virales y bacterianos, el IIBT aporté su conocimiento,
experiencia y preparacion para afrontar el diagnoéstico de SARS-CoV-2 desde
abril de 2020.

Con su ‘ejército’ de cientificos IIBT de
Unicordoba fue habilitado para pruebas
diagnosticas COVID 19.

@ 4afos atrds Burbuja Info

Figura 1. Editorial del periodico El Meridiano de Cordoba dando a conocer la habilitacion del
IIBT para realizar diagnéstico de COVID-19.
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El instituto fue habilitado en marzo del afio 2020; recibiendo
entrenamiento por parte del Instituto Nacional de Salud (INS), para el
diagnostico de COVID-19. En Abril de ese mismo afio, la secretaria de salud
y el INS otorgaron la habilitaciéon del IIBT para procesamiento de pruebas
moleculares para detecciéon de SARS-CoV-2; dando inicio a las actividades
(Figura 1). Estas actividades incluyeron procesos como: recepcion de muestras,
desempaque , extraccion de ARN, preparacion de reactivos y analis por RT-
qPCR, analisis reporte y envio dede resultados . En 2020, el IIBT contaba con
un equipo de PCR-RT (CFX96™, BioRad), con el que alcanzaba una capacidad
de procesamiento de 90 muestras diarias. Simultaneamente, la infraestructura
del IIBT fue adecuada para realizar el procesamiento de las muestras de
pacientes potencialmente infectados por SARS-CoV-2 Esto se consiguié a
traves de la aprobaciéon de un proyecto por parte de MINCIENCIAS. Se logro
entonces aumentar la capacidad de procesamiento a 300 muestras diarias, como
resultado, se analizaron 10.817 muestras COVID-19 hasta julio del 2022. Las
areas y el flujo de trabajo realizado para el diagndstico de COVID-19 en el
instituto se encuentran detallados en la Figura 2.

Durante la pandemia, una de las problematicas lo constitufa la alta
oferta de kits de deteccién molecular del virus, los cuales no contaban con
los estudios apropiados de sensibilidad y especificidad. Esto se convirtio
en un desafio al observar resultados erroneos y confusos, que en medio de
una pandemia representaba un riesgo para la salud publica. Esto condujo a
la busqueda de soluciones para contrarrestar la problematica que finalmente
podtia afectar la confiabilidad del diagnéstico.

Como primera medida, se decidi6 evaluar la precision diagnéstica
de algunos kits de diagnostico molecular, disponibles y liberados para
comercializaciéon en el afio 2020. Es en este contexto, se plante6 comparar
la precision diagnostica de tres ensayos de RT-qPCR para el diagndstico de
la infeccion por SARS-CoV-2; por lo que se logré establecer cual era el kit
comercial, que presentaba resultados mas precisos en medio del segundo pico
pandémico a nivel nacional.
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Figura 2. Actividades realizadas para el diagnéstico de COVID-19 localizadas en el plano
de las instalaciones del IIBT. A. Flujograma de procesamiento de muestras; B. Plano de las
instalaciones del IIBT con las dreas de procesamiento de muestras COVID-19 indicadas
por colores”. “Los colores de las dreas comparten el mismo color con la numeracion de las etapas descritas en el

flujograma.
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Comparacion de la tasa de deteccion y valores del umbral del ciclo, de
tres protocolos de RT-qPCR SARS-CoV-2

El método diagndstico determinado como como go/d standard para
detecciéon molecular de SARS-CoV-2 es la RT-qPCR por su alta sensibilidad y
especificidad, en la fase aguda de la infecciéon (1). La identificacion de casos y
la vigilancia epidemiolégica de la infeccion por SARS-CoV-2 se debe realizar
mediante la amplificaciéon por RT-qPCR de los segmentos de los genes virales
E, N y RdRp(2).

La deteccion temprana del SARS-CoV-2 permite aislar inmediatamente
a los sujetos infectados, de la poblacion sana y, prevenir la diseminacion del
virus (2-5). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destaco el papel
crucial de las pruebas de laboratorio para COVID-19, por diagnostico precoz,
seguimiento, manejo de casos y el control de la transmision (5). Muchas de las
medidas tomadas para controlar la propagaciéon del SARS-CoV-2 dependen
fundamentalmente en el diagnéstico oportuno y preciso de las personas
infectadas (6). Asi, para 2020, se produce un aumento en la demanda de
pruebas diagnosticas y un aumento en la oferta de cientos de protocolos de
diagnéstico comerciales basados en RT-qPCR. Cada uno con sensibilidad
y especificidad variables o desconocidas, por lo que se hizo necesaria la
evaluacion individual de cada uno de ellos (7).

Diversos estudios habian demostrado limitaciones en la sensibilidad y
especificidad en diferentes protocolos de detecciéon de RT-qPCR del SARS-
CoV-2, como la amplificacion de productos no especificos, que conducen
a resultados falsos positivos y baja sensibilidad a cargas virales bajas en la
muestra (8—-10).

Muestras clinicas. Para la validacion de los diferentes protocolos se
seleccionaron 22 muestras aleatorias de hisopos nasofaringeos y orofaringeos.
De los 22 participantes, 14 dieron positivo y 8 dieron negativo para el ARN
viral del SARS-CoV-2 segin el protocolo molecular de Charité-Berlin. Las
muestras fueron obtenidas durante la vigilancia epidemiolégica del COVID-19
en Monterfa, Cérdoba. El estudio fue realizado y avalado por el comité de
ética del Instituto de Investigaciones Bioldgicas del Trépico (IIBT), de la
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Universidad de Coérdoba. Se realizé bajo estandares éticos internacionales
dados porla Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacién Panamericana
de la Salud, avalados por la declaraciéon de Helsinki, la legislacion nacional y
la resolucion numero 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.

Condiciones de RT-qPCR. Las muestras fueron procesadas siguiendo
las recomendaciones y procedimientos descritos para cada protocolo
comercial. El protocolo de referencia estandar utilizado fue una adaptacion
del protocolo Charité-Berlin (5). Se utilizaron cebadores y sondas fabricados
por LGC-BioSearch Technologies™, EE. UU,, y un qScript™ XLT 1-Step
RT-gqPCR ToughMix® (Quantabio USA). Los protocolos y genes para cada
ensayo se muestran en la Tabla 1. Ninguno de los fabricantes participé en la
evaluacion e interpretacion de los resultados obtenidos en este estudio. Todas
las PCR se realizaron en el equipo CFX96™ (Bio-Rad Laboratories, EE. UU),
siguiendo las instrucciones de uso del fabricante.

Tabla 1. Primers y sondas de cada protocol evaluadoSARS-CoV-2 RT-qPCR .

Protocol Target Sequence Refe-
genes rence
Forward_CACATTGGCACCCGCAATC
N Reverse_ GAGGAACGAGAAGAGGCTTG
Probe_ FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA-
A BBQ
Standard Forward_ GTGARATGGTCATGTGTGGCGG o)
reference Reverse_ CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
protocol Probel _FAM-CCAGGTGGWACRTCATCMGGTGATGC-
RdRp BBQ
Probe2_FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-
BBQ
N No available
B No
GeneFinder™ available
RdRp No available
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Protocol Target Sequence Refe-
genes rence

Forward_ GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT

N Reverse_ CAGACATTTTGCTCTCAAGCTG

C Probe_5-TTGCTGCTGCTTGACAGATT-3' (VIC)
DAANGene Forward_ CCCTGTGGGTTTTACACTTAA (11
Co, Litd. ORFla/b Reverse_ ACGATTGTGCATCAGCT GA
AP Probe_5-CCGTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG-3'
(FAM)

Anilisis estadistico. Para el analisis de los datos se utiliz6 el
paquete estadistico GraphPad Prism version 8.0 (EE.UU.), con un criterio
de significancia de p<0,05. Hasta un valor de ciclo de cuantificacién de la
fluorescencia (Cq) <40 se considerd positivo para cada uno de los protocolos
evaluados, mediante el analisis de concordancia y la prueba Kappa. El
parametro fue establecido segin las instrucciones de los fabricantes de los
kits comerciales. Se realizé la prueba ANOVA vy la prueba de Tukey para
comparaciones multiples para evaluar diferencias de medias entre grupos; se
verifico previamente la normalidad y homogeneidad de varianzas, mediante la
prueba de D’Agostino y Pearson.

Resultados. Los tres protocolos de RT-qPCR evaluados mostraron
variaciones en la tasa de deteccién y los valores de Ct. El protocolo A amplificd
el gen N en 11/22 (50%; IC95% Ct: 30,3-37,6) de las muestras, y para el gen
RdARP en 13/22 (59,1%; IC95% Ct: 29,9-37, uno). El protocolo B amplificd
el gen N en 14/22 muestras analizadas (63,6%; IC95% Ct: 27,2-35,9) y el
gen RARP en 12/22 (54,5%; 1C95% Ct: 30, 3-37,8) (Figura 1). El protocolo
C obtuvo la mayor tasa de deteccién, 22/22 para el gen N (100%; IC 95% Ct:
24,4-32,6) y pata el gen ORF1ab 21/22 (95,5%; IC 95% Cq: 25,6-33,7).

Los resultados obtenidos con los protocolos A y B mostraron valores
de Cq similares con la misma muestra y valores de Cq promedio entre 31,6-
34,1 para los dos genes evaluados. El protocolo C mostré valores promedio
de Cq mas bajos en relacién con los demas protocolos evaluados y, solo una
muestra fue amplificada con Cq>40 para el gen ORFlab (Figura 1). En el
protocolo C, los valores de Cq del gen N mostraron diferencias significativas
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con los protocolos A (p = 0.0028) y B (p = 0.0207). De la misma manera,
los valores de Cq del gen RARP mostraron diferencias significativas con los
protocolos A (p = 0,0003) y B (p = 0,0107) (Figura 1).
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Figura 1. Tasa de deteccion y valores de Ct de diferentes Kits RT-qPCR. Ct obtenidos de
todas las muestras clinicas (n=22) en los 3 ensayos RT-qPCR probados para los genes N,
RARP y ORFlab. Los puntos de datos por encima de la linea horizontal punteada son valores
considerados negativos presentando valores de Ct >40. La tasa de deteccion de cada kit de RT-
qPCR se indica en la parte superior, por ejemplo 11/22, es decir 11 de 22 muestras analizadas
dieron positivo de acuerdo a las instrucciones de cada fabricante. Se muestran, ademds, el valor
promedio de Ct y la desviacion estandar para cada ensayo.

En cuanto al porcentaje de concordancia entre protocolos RT-qPCR,
la mayor concordancia entre muestras positivas y negativas se estimé entre
los protocolos A y B (77,2%; p<0,05), con k = 0,54 y k = 0,53 para los
genes N y RdRp, respectivamente. Se estim6 una baja concordancia entre el
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protocolo A 'y C (50% gen Ny 54,5% gen ORF1ab p>0,05), con un valor k
= 0,00 para ambos genes. El mayor porcentaje de concordancia en muestras
positivas (sensibilidad) se obtuvo al comparar el protocolo de referencia con
los resultados de Cq obtenidos con el Protocolo C, con un valor de 100%
para el gen Ny 92,3% para el gen ORF1ab. Sin embargo, el mayor porcentaje
de concordancia en muestras negativas se obtuvo con el Protocolo B, 63,6%
para el gen Ny 77,8% para el gen RARP. En el Protocolo C, el porcentaje de
acuerdo negativo fue =0% para ambos genes (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de concordancia de dos protocolos comerciales para el diagnostico
de RT-qPCR del SARS-CoV-2 en comparacion con el protocolo de referencia estandar.
Standard

Protocols/  Sensitivity ~ Specificity =~ Agreement

?f(fff;ie Genes  *(%PPA)  **(%NPA) %) Value k
e oy OO (T, 08
1;%22/8 769 (7/11)  77.8 (1/9) (1777/'222) 0.53
Protocol C/

%’Zﬂb 2B om0

Los resultados del estudio demuestran que existe una gran variabilidad
entre los kits analizados. La situaciéon de la pandemia hizo importante la
evaluacion de los métodos de diagnoéstico molecular; las validaciones fueron
cruciales en la vigilancia en salud publica para detectar los casos de personas
asintomdticas/presintomaticas.

Los resultados obtenidos con las 22 muestras mostraron rangos de los
Ct con variaciones entre los kits; como se observo en estudios previos con
kits de diagnostico que utilizaron los genes ORFlab y N (12). Ademas, los
genes analizados con los tres kits presentaron variaciones en los valores de Ct,
lo que demuestra discordancia de la sensibilidad entre los kits evaluados. Este
resultado puede estar asociado con variabilidad del genoma analizado. Esta
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variabilidad ha sido reportada por Farfour et al. (2020), quienes analizaron los
genes B, RARP y N con el kit Allplex™ 2019-nCoV. Estos autores concluyeron
que podia existir variabilidad en el genoma analizado, al ser comparado con el
genoma molde con el que fueron disefiados los primeros primers y sondas del
ensayo evaluado, al inicio de la pandemia (13).

Por otra parte, los kits A y B mostraron mayor concordancia entre los
resultados obtenidos (77,2%; p <0,05), probablemente debido a que ambos
kits fueron adaptados a partir del protocolo de Corman et al. (2020). En
adicién a esto, el kit C present6 una alta discordancia de sensibilidad al ser
compatado con los otros kits. El kit C detect6 1/22

muestras analizadas con un valor de Ct & gt;40 (débilmente positivo
para el gen ORF1ab). En este contexto, el restante de muestras presentaron
valores de Ct <40, siendo consideradas positivas segin las instrucciones
del fabricante. No obstante, estas muestras resultaron con valores mayores
de Ct al ser evaluadas con los otros kits, lo que podria asociarse con la alta
sensibilidad (100.0%) y baja especificidad (0.0%) del kit C; representada en
probables falsos positivos.

Kapitula et al. (2020), analizaron ocho kits comerciales de qRT-PCR para
diagnoéstico de SARS-CoV-2, los cuales a pesar de ser aprobados para su uso en
China y EE.UU. mostraron alineamiento en multiples areas en el gen ORF1ab
(14). Este fenémeno, ocasiona consecuentemente una sensibilidad no-linear
para cada copia de RNA viral amplificada; lo cual significa alineamientos no
especificos en la region amplificada. Los resultados obtenidos en el presente
estudio demuestran alta sensibilidad y baja especificidad para el Kit C, lo cual

podria deberse al alineamiento no especifico observado por el estudio previo
acerca del kit C (14).

Por su parte, el gen N al ser evaluado por los tres kits, permitié observar
que existe variabilidad en sus valores de Ct. Este hallazgo, fue previamente
reportado por Corman et al. (2020), Wang et al. (2020) y Ceraolo et al. (2020)
(15). En contraste a esto, el gen RARP obtuvo valores de Ct menos variables
entre los kits. Farfour et al. (2020), sefiala que los genes E y RARP presentan
resultados mas concordantes entre si, como se observa en el presente
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estudio. Por otro lado, una muestra de un paciente asintomatico, presento alta
concordancia entre los kits, al obtener los valores de Cq mas bajos en todos
los kits analizados. Este resultado se relaciona con lo enunciado por Liotti
et al. (2020), donde fue observada una asociacion negativa (relacion inversa)
entre la carga viral y los valores de Cq de las PCRs realizadas con dos kits
evaluados (Allplex™2019-nCoV assay y Simplexa™ COVID-19) (16).

Este ultimo hallazgo podria significar que la carga viral determinada con
ensayos de RT-qPCR no siempre puede ser usada para indicar severidad de la
enfermedad por SARS-CoV-2. No obstante, el valor de carga viral puede ser
un indicativo de transmisibilidad del virus (Liotti et al., 2020).

En EE.UU, la propagacion del SARS-CoV-2 super6 rapidamente
la capacidad de realizar pruebas, lo que provocéd que la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) relajara los requisitos reglamentarios para
aumentar la disponibilidad de las pruebas. En consecuencia, cientos de pruebas
para SARS-CoV-2, entre ellas de rRT-PCR, obtuvieron la autorizacién de uso
de emergencia (EUA) de la FDA. A partir del 4 de agosto de 2020, la FDA
otorgd EUA a 203 pruebas de diagnéstico, incluidas 166 pruebas moleculares,
35 pruebas de anticuerpos y 2 pruebas de antigenos.

Aunque la FDA comenzé a exigir la presentacion de métodos de
validacién y resultados como parte de la solicitud de la EUA para las pruebas
de diagnostico del SARS-CoV-2. Sin embargo, no exigi6é que estas pruebas se
sometieran a la evaluacion rigurosa del proceso de aprobacion de la FDA (17).

Estos aspectos han afectado el rendimiento y la eficiencia diagnostica
de diversos kits de qRT-PCR disponibles en el mercado. En este sentido, la
comparacion de precision diagnéstica de los tres ensayos evaluados en este
estudio resulta util puesto que algunos kits aprobados por la FDA, varfan
ampliamente en términos de sensibilidad y especificidad; conllevando a
generar resultados confusos, lo que segun Maxmen (2020) se puede reflejar
en politicas desacertadas en cuanto al manejo de COVID-19 (18).
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Aunque este estudio tuvo como debilidad el bajo nimero de especimenes,
el analisis de tres kits comerciales poco evaluados, ofrece informacion
relevante para los usuarios del diagnéstico de laboratorio. El presente estudio
utiliz6 como referencia el kit A (LGC Biosearch Technologies™). Este kit 7/
house esta basado en el protocolo descrito para el diagnéstico de SARS-CoV-2,
propuesto por Corman et al., 2020 (Protocolo Berlin). Para este protocolo
se han descrito algunas variaciones de sensibilidad y especificidad. Estos
problemas estan relacionados con la mutagenicidad del virus en los sitios de
unioén de los cebadores que amplifican los fragmentos de los diferentes genes.
Por lo que se sugiere que futuros investigaciones amplien el alcance de este
estudio, para mejorar las tasas de identificacion del SARS-CoV-2. Esto podria
reducir la incidencia de resultados falsos negativos/falsos positivos; lo cual
se consider6é por mucho tiempo un desafio considerable en el diagndstico de
laboratorio de la COVID-19.

En conclusion, los resultados demuestran que existe una gran
variabilidad entre los kits analizados. El Kit A (GeneFinder™) tuvo un buen
rendimiento en términos de concordancia, sensibilidad y especificidad con
respecto a los kits A (LGC Biosearch Technologies™) y C (DAAN Gene Co,
Ltd). Los resultados de validacion son ttiles para garantizar la confiabilidad
del diagnoéstico. El diagndstico molecular a través de la deteccion del RNA
viral con ensayos validados, acompafiado de criterios clinicos pueden ser de
gran utilidad para realizar un adecuado control epidemiolégico de brotes o
propagaciones de SARS-CoV-2.

Evaluacion y estandarizacion de RT-qPCR Multiplex para deteccion de
SARS-CoV-2

La urgencia de una rapida deteccién de SARS-CoV-2 promovié el
desarrollo de pruebas rapidas y generalizadas para ensayo multiplex de RT-
qPCR (19). Desde la identificacion de este nuevo virus, varios conjuntos de
primers y sondas estan disponibles para la detecciéon del ARN del SARS-
CoV-2 mediante RT-qPCR; sin embargo, la distribuciéon de estos ensayos
comerciales, ha estado limitada en gran medida por la disponibilidad de los
reactivos que los componen.
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El laboratorio del Instituto de Virologfa de Charité en Berlin—
Alemania aport6 al diagnéstico de COVID-19 a nivel mundial, realizando la
estandarizacion y validacion de un protocolo de deteccion bajo la metodologia
de RT-qPCR. Este protocolo debido su riguroso proceso metolégico y
a su nivel de confiabilidad en la deteccion del virus, fue transferido a los
Laboratorios Nacionales de Referencia de Latinoamérica por parte de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) (20). El protocolo validado
por Charité-Berlin, requiere la realizaciéon de cuatro reacciones por muestra de
paciente, para la deteccion de los genes E (Envoltura), N (Nucleocapside) y
RdRP (RNA polimerasa dependiente de RNA), y el gen de la RN AsaP humana,
como control endégeno de extracciéon de acidos nucleicos; lo anterior, al ser
desarrollado por métodos singleplex, requiere una gran cantidad de recursos e
incrementa las posibilidades de error. Para reducir los reactivos, el tiempo del
procesamiento de la muestra y los posibles errores, el laboratorio del IIBT
logré estandarizar una RT-qPCR multiple para la deteccion del SARS-CoV-2.

Durante la pandemia, los kits de diagnéstico comerciales se volvieron
inasequibles en precio y oferta, la alta demanda de estos productos, ocasiond
escasez a nivel mundial, llevando a que los procesos de diagndstico se
retrasaran o se detuvieran por completo. Debido a esta situacion, el Instituto
de Investigaciones Bioldgicas Del Trépico (IIBT), agot6 esfuerzos en buscar
alternativas que suplieran la demandante necesidad de diagnéstico con
la aprobacion de un proyecto por pate de MINCIENCIAS, se plante6 la
alternativa de disefiar y validar un protocolo de diagnéstico molécular de genes
de SARS-COV-2. Como producto se logré disefiar una RT-qPCR, multiplex,
en la que se pueden detectar fragmentos de genes N, E, RARP del virus y un
control interno de extraccion RNAsaP humana. Esta prueba multiplex, hoy
dia se sigue usando y ajustando a los diferentes momentos epidemioldgicos
de SARS-CoV-2, al punto de poder detectar en una RT-qPCR multiplex,

mutaciones del genoma que nos permiten reconocer variantes circulantes.
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Para esta estandarizacion, se utilizaron cebadores y sondas disefiados
tomando como base el protocolo Charité Berlin (2), y las condiciones de
ciclaje de la enzima Luna® Universal One-Step RT-qPCR Kit. El protocolo

de PCR-RT fue realizado con el termociclador CFX96™ BioRad, con las
condiciones necesarias para el proceso de amplificacion.

Para llevar a cabo este ensayo, se incluyeron 30 muestras aleatorias de
hisopados nasofaringeos y orofaringeos, conservadas en medio de transporte
viral, obtenidas de pacientes muestreados durante la vigilancia de COVID-19
entre los meses de mayo a agosto del afio 2020 en Monteria, Cérdoba. Estos
pacientes fueron previamente diagnosticados usando un kit comercial para
deteccion molecular de SARS-CoV-2. Se evaluaron los genes RNaseP, E, N y
RdRP, en ensayos singleplex; haciendo comparaciones de los Cq de estos genes
en una prueba multiplex. Los montajes de cada muestra fueron realizados por
triplicado; incluyendo control positivo y control negativo en cada ensayo.

Analisis estadistico. Para el analisis estadistico se usé el software
PRISM versiéon 9.0 0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Para
establecer la normalidad de los datos se utiliz6 el test de Shapiro-Wilk. La
significancia estadistica fue determinada utilizando la prueba no paramétrica
de una cola Mann-Whitney para comparar dos grupos independientes. En
grupos parametricos se utilizé la prueba 7 de Student. De esta manera se
consideraron las significancias a un valor de p < 0.05.

Para el analisis de sensibilidad y especificidad se utilizé el software R
version 4.3.1. Se cre6 una matriz de comparacion, tomando como referencia
los valores de Cq obtenidos para el gen E, N y RdRP de SARS-CoV-2
obtenidos a partir de una prueba singleplex frente al Cq obtenido para estos
genes con la prueba multiplex para deteccion molécular de SARS-CoV-2. Para
ello, se realizé una conversion de datos en la cual se valores de Cq menores a
37 se consideraron positivos; asignandose el nimero 1, y para valores mayores
de e iguales a 37 se consideraron negativos y se les asigno el numero 2.
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Resultados y discusion. Los resultados obtenidos a través de la RT-
qPCR indican que no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05) entre los Cq obtenidos a partir de la prueba singleplex y la prueba
multiplex para los genes E, N y RARP del SARS-CoV-2 (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Comparacion de la deteccion de los genes: A.Gen E, B.Gen N, C. Gen RdRP para
diagnostico de SARS CoV-2 por RT-qPCR Singleplex o Multiplex in house.

"No se observan diferencias significativas.

Este hallazgo sugiere que, la deteccién y cuantificacion de estos genes
puede realizarse de manera confiable utilizando la prueba multiplex para
detecciéon de SARS-CoV-2. Al comparar este tipo de técnicas se debe tener
en cuenta que el diagndstico molecular multiplex, permite la amplificacion
simultanea de varios genes en la misma reaccion, mientras que el diagnostico
singleplex permite amplificar un unico gen por ensayo (22).
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Figura 4. Densidades de poblacionales con medidas de tendencia central y dispersion de la
amplificacion de ARN de SARS-CoV-2 por RT-qPCR singleplex frente a RT-qPCR multiplex
para la deteccion de los genes E, N y RARP a partir de muestras de hisopados nasofaringeos.

"No se observan diferencias significativas.

En este estudio, se compararon ambas pruebas para evaluar su
rendimiento y determinar si habfan diferencias significativas entre los Cq
obtenidos para cada tipo de deteccion. Los resultados obtenidos en este
estudio, demuestran que es posible realizar una deteccion eficiente del SARS-
CoV-2 utilizando una prueba multiplex para deteccion de genes target de
SARS-CoV-2. Este resultado representa posibles ventajas en términos de
tiempo y costo durante el diagnostico. Puesto que, el uso de este tipo de
técnicas, permite reducir la cantidad de muestras y reactivos necesarios, lo que
podria ser beneficioso, principalmente en situaciones con recursos limitados
(22). Al analizar los parametros de sensibilidad y especificidad para cada gen
en el ensayo de RT-qPCR multiplex para SARS-CoV-2, se determiné que el gen
E muestra 76.66% de sensibilidad y un 100% de especificidad (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados obtenidos para las pruebas de sensibilidad y especificidad para el
gen E de SARS-CoV-2 en la prueba diagnostica multiplex.

Multiplex Gen E Exactitud
Analisis Resultados (%) 1C95% Media x N
Sensibilidad 76.66 0.5771-0.9006  0.7666 23 30
Especificidad 100 0.0250-1.0000 1 1 1
VPP 89.29 0.8518-1.0000 1 23 23
VPN 92.00 0.0031- 0.5265 0.1250 1 8
Falsos positivos 0

. 1C95%: Indice de confianza 95%
Falsos negativos 23.34

Por lo cual, el ensayo tiene una alta probabilidad de predecir verdaderos
pacientes positivos, cuando el gen E de SARS-CoV-2 ha amplificado;
considerandose este, altamente especifico para realizar diagnéstico de
COVID-19. Por otro lado, el gen N muestra una sensibilidad del 74.00% y una
especificidad del 75%; determinando, una probabilidad moderada de detectar
un paciente positivo, cuando este gen ha amplificado en una muestra (Tabla

4),

Tabla 4. Resultados obtenidos para las pruebas de sensibilidad y especificidad para el
gen N de SARS-CoV-2 en la prueba diagnostica multiplex.

Multiplex Gen N Exactitud
Analisis Resultados (%) 1C95% Media x N
Sensibilidad 74.07 0.5371-0.8888 0.7407 20 27
Especificidad 75.00 0.1941-0.9936 0.7500 3 4
VPP 95.23 0.7618-0.9987 0.9523 20 21
VPN 30.00 0.0667-0.6524 0.3000 3 10
Falsos positivos 25.00

. 1C95%: Indice de confianza 95%
Falsos negativos 25.93

En cuanto al gen RARP, presenté una sensibilidad del 77.72% y una
especificidad del 88.88%; indicando, que el ensayo tiene una alta probabilidad
de diferenciar verdaderos pacientes positivos cuando el gen N ha amplificado
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en la muestra del paciente evaluado (Tabla 5). Por lo tanto, la prueba RT-
qPCR multiplex para SARS-CoV-2 nos permite diagnosticar el virus con una
alta eficiencia(22).

Tabla 5. Resultados obtenidos para las pruebas de sensibilidad y especificidad para el
gen RARP de SARS-CoV-2 en la prueba diagnostica multiplex.

Multiplex Gen RdRP Exactitud
Analisis Resultados (%) 1C95% Media x N
Sensibilidad 77.72 0.5462-0.9217  0.7727 17 22
Especificidad 88.88 0.5175-0.9971 08888 8 9
VPP 94.44 0.72705-0.9985 0.9444 17 18
VPN 61.53 0.3157-0.8614  0.6153 8 13
Falsos positivos 11.12

. 1C95%: Indice de confianza 95%
Falsos negativos  22.28

Durante el desarrollo de la pandemia, el disefio de una PCR multiplex
para la deteccién de SARS-CoV-2 fue novedoso y prometié disminuir los
costos de procesamiento. Bajo este enfoque, algunos autores implementaron
la estrategia de multiplexacion. Ishige ef a/, utilizaron tres genes: el gen E
especifico de Sarbecovirus, el gen N especifico del SARS-CoV-2y el gen ABL1
humano como control interno (23). Aunque, se observé un retardo medio
de 6,4 ciclos, la sensibilidad de la prueba no disminuyé significativamente,
resultado concordante con el presente estudio.

Sin embargo, implementar el gen E-Sarbeco en la multiplexacion
si afect6 la reproducibilidad de los datos; aumentando el numero de falsos
positivos(23). Dicha situacién no concuerda con lo obtenido en el estudio;
como se evidencia en la Figura 4A, el gen E mostré mayor especificidad con
respecto al gen N (Figura 4B) y RdRp (Figura 4C). No obstante, dado que
estos resultados pueden dar lugar a falsos positivos, se debe tener cuidado
al juzgar las sefiales positivas débiles, principalmente en ensayos donde la
sensibilidad de la prueba es menor al 80% (23).
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Figura No. 4. Curva ROC obtenida para los genes de SARS-CoV-2. evaluados en prueba
multiplex y que permiten hacer diagnostico de COVID-19. A. Gen E; B. Gen N; C. Gen RdRP.
Es importante destacar que estos resultados se basan en el analisis de
un numero determinado de muestras (n=30); por lo que se deben realizar
estudios adicionales para confirmar y validar estos hallazgos en diferentes
condiciones de laboratorio. As{ mismo, comparar y evaluar estos parametros
de sensibilidad y especificidad con respecto a otras técnicas mas robustas
como la secuenciaciéon NGS; podria aumentar la confiabilidad de los datos.

De igual manera, la estandarizaciéon de un protocolo de RT-qPCR
multiplex para la deteccién de SARS CoV-2 incluye la secuencia de primers
y sondas usadas, la mezcla maestra de reactivos y las condiciones de
amplificacion (24). El disefio de este protocolo miiltiplex frente al protocolo
singleplex disponible comercialmente, durante una pandemia por un virus
poco conocido permitié no solo darle un manejo mas rapido a la clinica del
paciente sino también el control epidemiolégico de esta emergencia sanitaria
en Colombia; resaltando la agil respuesta de la comunidad cientifica del IIBT
para la verificacion y validacién de un protocolo RT-qPCR multiplex con
una alta sensibilidad y especificidad. Ante esto, el protocolo estandarizado
hace que sea replicable entre los profesionales de biologia molecular en el
laboratorio; manteniendo la veracidad de los resultados y precision diagnodstica
de la COVID-19, haciéndolos también utiles en estudios epidemiolégicos
posteriores a una pandemia (25).
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Finalmente, de acuerdo a las directrices de la OMS, los laboratorios
de diagnostico debian estar a la altura para la identificacién oportuna de los
casos de COVID-19 con los primeros protocolos disponibles como lo fueron
el del CDC y el de Charité-Berlin. Estos protocolos se caracterizan por ser
singleplex lo que implica limitaciones en el flujo de diagndstico de SARS
CoV-2 en pacientes sospechosos de IRA por SARS CoV-2. Este fue el primer
paso para el IIBT y su laboratorio de biologia molecular para la mejora de la
implementacién del protocolo de Charité-Berlin que permitiera el proceso
de diagnodstico y con ello el fortalecimiento de la capacidad de diagnostico
a través de la deteccion de SARS-CoV-2 no solo de la region caribe sino de
Colombia (206).

Perspectivas

El ensayo de RT-qPCR multiplex disefiado 7z house, posee una buena
sensibilidad para la deteccion de SARS-CoV-2, a través del gen E y RARP.
Por lo anterior se hace necesario continuar con nuevos estudios en el que
se permita incrementar el nimero de muestras y de esta manera confirmar
estos hallazgos. Asi mismo, la acelerada transmision del virus y la rapida
apariciéon de nuevos casos, sumado al apresurado desarrollo de la pandemia;
fueron aspectos cruciales para que los servicios de diagndstico e investigacion,
estuviesen enfocados en la entrega de resultados oportunos y confiables.

Estos servicios a pesar de las limitaciones econémicas y de personal
especializado, realizaron todos los procesos necesarios para ofrecer resultados
en el menor tiempo posible y con el minimo de recursos, pero con informacion
relevante que permitiera la aplicaciéon de tecnologias, especificamente de
RT-gPCR. Por tal motivo, las estandarizaciones detalladas en este capitulo
han sido la prueba fehaciente del potencial de desarrollo de prototipos de
herramientas diagnésticas y/o productos con el adecuado rigor metodoldgico
a través del principio de una validacién secundaria o verificacion diagnoéstica;
necesarias para llevar cada uno de estos productos a una fase de maduracién
tecnoldgica, escalamiento y comercializaciéon, y de esta manera aportar al
control de agentes biologicos de alto riesgo.
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