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“La vida no es facil para ninguno de nosotros, ¢pero qué hay de eso?
Debemos tener constancia y sobre todo confianza en nosotros mismos.
Debemos creer que estamos dotados para algo y que esto debe ser
alcanzado”.

Marie Curie (1867-1934)
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SINTESIS

Uno de los retos de los laboratorios en el contexto de la pandemia de COVID-
19 ha sido contar con pruebas de RT-PCR sensibles y especificas, capaces de
detectar el virus SARS-CoV-2 en individuos pre-sintomaticos, con carga viral
baja. Se realiz6 un estudio observacional con componente analitico, con el
objetivo de evaluar los indicadores de desempefio de cinco estuches de RT-
PCR para la deteccion del SARS-CoV-2. Primeramente, se determind la
sensibilidad analitica de cada prueba, utilizando las cepas D614G (4,7x10°
UFP/mL) y Delta (2,1x10° UFP/mL) del SARS-CoV-2, con diluciones seriadas
hasta 10”. Esto permitié seleccionar la prueba de referencia, para identificar el
desemperio clinico de los cuatro estuches comerciales restantes. El estuche
STAT NAT SARS-CoV-2 tuvo una sensibilidad analitica y eficiencia optima al
compararlo con los otros diagnosticadores, por lo que se seleccion6 como
prueba de referencia. En cuanto al desempefio clinico, las pruebas RT-PCR
STAT-NAT COVID-19 MULTI, RIDA®GENE, GENESIG y SARS-CoV-2
(COVID-19 RdRp) mostraron una concordancia buena con el diagnosticador de
referencia, identificandose una mayor especificidad para las pruebas que
utilizan la RdRp como gen diana. Los resultados sugieren que el estuche
STAT-NAT SARS-CoV-2 puede utilizarse como referencia, para la evaluacion
de futuros estuches comerciales, que se incluyan en el algoritmo diagnostico
del SARS-CoV-2 en el Laboratorio Nacional de Referencia de Influenza y otros

Virus Respiratorio.



LISTADO DE ABREVIATURAS

ACE-2: Enzima convertidora de Angiotensina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico.

BSL2: Laboratorios Nivel de Bioseguridad 2, del inglés Biosafety Laboratory 2
BSL3: Laboratorios Nivel de Bioseguridad 3, del inglés Biosafety Laboratory 3
CECMED: Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos
CoV: Coronavirus

COVID - 19: Enfermedad causada por coronavirus de 2019.

IgG, IgA, IgM: Inmunoglobina G, Ay M respectivamente

IPK: Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri

LNRVR: Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios
MERS-COV: Coronavirus del sindrome de Oriente Medio.

MINSAP: Ministerio de salud publica.

mRNAs: Acido ribonucleico mensajero subgenémico

Nsp: Proteinas no estructurales, del inglés non-structural protein

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud.

ORF: Marco de lectura abierto, del inglés Open Reading Frame

RBD: Dominio de unién al receptor, del inglés Receptor Binding Domine
RARP: ARN dependiente ARN polimerasa, del inglés RNA dependent RNA
polymerase

RT -RCP: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

SARS- COV- 2: Coronavirus del tipo 2 causante del sindrome respiratorio

severo.



SARS: Sindrome Respiratorio Agudo Severo, del inglés Severe Acute
Respiratory Syndrome
SDRA: Sindrome de dificultad respiratoria del adulto

UMELISAs: Ensayos inmunoenzimaticos ultramicroanalitico
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Las infecciones virales emergentes y reemergentes constituyen amenazas
continuas para la salud humana a nivel global. La ultima década ha sido testigo
de numerosas epidemias y pandemias, que produjeron enfermedades como: el
Ebola en Africa Occidental (1), el Zika en América Latina (2) y las producidas
por dos coronavirus (CoV) altamente patdgenos de origen zoondtico, en los
afos 2002 y 2012, respectivamente. El CoV del Sindrome Respiratorio agudo
severo (SARS-CoV) y el CoV del Sindrome Respiratorio del Oriente Medio
(MERS-CoV), ambos con alta mortalidad (3).

A finales de 2019 un nuevo CoV (SARS-CoV-2) se identific6 en Wuhan,
provincia de Hubei en China, provocé un brote de neumonia viral inusual,
altamente transmisible que condujo a una emergencia sanitaria mundial sin
precedente (4). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) nombré en febrero
de 2020, la enfermedad causada por el SARS-CoV-2 como la COVID-19 (5). El
11 de marzo de 2020, se declaré el caracter pandémico de esta enfermedad, y
desde entonces se desarrollaron pruebas diagnésticas para detectar
tempranamente las infecciones y contener los brotes (5-7). En Cuba, se
identificaron los primeros casos en marzo de 2020, correspondientes a tres
turistas italianos con sintomatologia respiratoria. Este diagnostico se realizo en
el Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Respiratorios (LNRVR), del
Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK).

En la actualidad existen tres tipos de métodos de diagndstico virologico de la
COVID-19. El método recomendado es la deteccion molecular del ARN viral en
muestras respiratorias (8, 9). Por tanto, la técnica de referencia y de eleccion
para el diagndstico de la infeccion por COVID-19 es la RT-PCR (del inglés,
Real time-PCR)(10). Otro método de diagndstico rapido, es la deteccion de
antigenos del virus en muestras respiratorias. Esta prueba rapida tiene como
inconveniente, que no detecta niveles bajos del virus y pueden producir
resultados "falsos negativos". Por ultimo, los métodos de diagndstico
serolégicos permiten detectar la respuesta de anticuerpos de tipo IgM, IgA, IgG

o totales, que el hospedero produce para eliminar el virus durante la infeccion



por el SARS-CoV-2, los que también se producen en respuesta a la vacunacion
(11).

En Cuba desde que se detectaron los primeros casos de COVID-19, la
industria biofarmacéutica se enfrasco en la blusqueda de diagnosticadores, los
estuches de UMELISAS; para la deteccion del antigeno de SARS-CoV-2, otros
disefiados para la deteccion de anticuerpos IgG, IgM vy totales contra el virus;
constituyen un ejemplo de ello. En este camino se produjeron candidatos
vacunales cubanos contra la COVID-19, a los cuales se les evalud su eficacia
mediante estos estuches (12). Actualmente, se trabaja en la produccion de una
RT-PCR para detectar SARS-CoV-2, con el propoésito de sustituir

importaciones, lograr sostenibilidad y reducir los costos del diagnostico.

En estos tiempos de pandemia disponer de pruebas que permitan un
diagnostico precoz y certero, e incluso que tenga la capacidad de detectar
pacientes asintomaticos es una de las claves fundamentales para disminuir los
contagios Yy evitar la propagacion de la enfermedad. La falta de un estandar de
oro, el uso de diferentes métodos de recoleccion y preparacion de muestras, la
comprensiéon aun incompleta de la dindmica viral en el curso de la infeccién;
conspira con la precision diagndstica de los innumerables ensayos de COVID-

19 introducidos para detectar el virus (13).

Es importante dilucidar en los ensayos de RT-PCR disponibles para la
deteccion del SARS-CoV-2, su capacidad diagnostica. Los ensayos de RT-
PCR que se emplean deben tener una sensibilidad y especificidad analitica
buena, para garantizar el diagnéstico oportuno y en consecuencia la
intervencion, especialmente para la prevencion y el control de las infecciones
(14).

Actualmente se encuentran disponibles en el mercado mdultiples estuches para
el diagnostico molecular del SARS-CoV-2(15). En general, la RT-PCR en
tiempo real detecta dianas especificas de SARS-CoV-2 incluidas en regiones
codificantes de tres de las cuatro proteinas estructurales del virus: espicula (S),
envoltura (E) y nucleocapside (N); asi como en regiones que codifican
proteinas no estructurales como la ARN polimerasa ARN dependiente (RdRP,

del inglés RNA dependent RNA polymerase), y/o marco abierto de lectura ab
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(ORFlab, del inglés Open Reading Frame lab). Las distintas plataformas

aprobadas estan disefiadas para detectar 1 0 mas de estas dianas, en
diferentes combinaciones segun los fabricantes (16). La aparicion de las
variantes del SARS-CoV-2 en el curso de la pandemia, se produjo por la
aparicion de mutaciones en la cepa salvaje de Wuham, las que podrian

comprometer la sensibilidad del diagnostico molecular (17).

Desde el inicio de la pandemia en el LNRVR del IPK se han procesado un
namero elevado de muestras utilizando diferentes estuches de RT-PCR, para
la deteccion de SARS-CoV-2. Dada la disponibilidad de los mismos, se
emplearon estuches de diagnostico tomando como datos de desempefio de los
mismos, los proporcionados por el fabricante. El propédsito de esta investigacion
fue evaluar el desempefio de cinco estuches de diagndstico de SARS-CoV-2:
SARS-CoV-2 (RdRP)(18), RIDA®GENE SARS-CoV-2 (19), GENESIG® (20),
STAT-NAT COVID-19 MULTI (Sentinel HK Diagnostics) (21) y STAT-NAT
SARS-CoV-2 (Sentinel B Diagnostics) (22). Uno de los retos de los laboratorios
es identificar la prueba de mejor funcionabilidad, y suficientemente sensible
para detectar el virus antes que aparezcan los sintomas, ya que en esta etapa
la carga viral es menor. Ademas, contar con un diagnosticador de mejores
prestaciones permite contar con un estuche que pueda emplearse como

referencia de otras pruebas que se desarrollen a nivel nacional e internacional.



CAPITULO II: OBJETIVOS

[1.1 Objetivo general:

e Evaluar el desempefio analitico y clinico de cinco estuches de RT-PCR
para la deteccion del SARS-CoV-2.

[1.2 Objetivos especificos:

1. Determinar la sensibilidad analitica de cinco estuches de RT-PCR
para la deteccion del SARS-CoV-2.
2. Determinar las caracteristicas del desempefio clinico de los estuches

de RT-PCR evaluados, para la deteccién del SARS-CoV-2.



CAPITULO III: REVISION BIBLIOGRAFICA

[11.1 Antecedentes y origen de la COVID-19

Los Coronavirus causan infecciones respiratorias e intestinales en animales y
humanos. Hasta el momento se conoce seis especies de Coronavirus que
pertenecen a la familia Coronaviridae responsables de infecciones respiratorias
en humanos (4).

No se considerd que fueran altamente patdgenos para los humanos hasta el
brote del sindrome espiratorio agudo severo (SARS) en los afios 2002 y 2003
en la provincia de Guangdong, China (23-25) y diez afilos mas tarde surgi6 otro
coronavirus altamente patogeno, el coronavirus del sindrome respiratorio de
Oriente Medio (MERS CoV) en los paises de Oriente Medio (26). Los restantes
cuatro, CoVH 229E y CoVH NL63, pertenecientes a los Alphacoronavirus;
CoVH 0OC43 y CoVH-HKU1, pertenecientes al linaje A de los Betacoronavirus,
inducen solo enfermedades leves de las vias respiratorias superiores en
huéspedes inmunocompetentes, aunque algunos de ellos pueden causar
infecciones graves en lactantes, nifios pequefios y ancianos (27, 28). El SARS-
CoV y el MERS-CoV, se incluyen dentro de los linajes B y C de los
Betacoronavirus, respectivamente. Estos dos ultimos con gran capacidad para
causar infecciones del tracto respiratorio inferior, incluyen neumonia atipica
grave con una gran capacidad de evolucionar a una enfermedad
potencialmente mortal (29). En este ultimo grupo se incluye, ademas, el recién
emergido Coronavirus (SARS-CoV-2) causante de la enfermedad conocida
como COVID-19 (30).

La pandemia del SARS-CoV comenzé a finales de 2002 y se extendio a 29
paises. La OMS registr6 8096 casos, con 774 fallecidos (9.6%) del 1 de
noviembre de 2002 al 31 de julio de 2003. Un esfuerzo global de contencién
consiguio detener la propagacion de este virus (29). Asi mismo los registros de
la OMS sobre los casos por el MERS-CoV, iniciado en septiembre de 2012,
recogian a final de enero de 2020 un total de 2519, con 866 fallecidos, lo que
supone un 34.4%. Desde su inicio, la enfermedad se ha extendido por los
paises de Oriente Medio, ademas de casos registrados en China, Tailandia,
Inglaterra y Estados Unidos (31). A diferencia del SARS-CoV, el MERS-CoV



sigue circulando en la actualidad y presenta una elevada tasa de letalidad
cercana al 35% y un indice de contagiosidad que no rebasa el 1%, por ello no
ha mostrado una capacidad de difusién excesiva, estando confinado a la zona

geografica de su origen (32).

[11.1.1 Emergencia del SARS-CoV-2.

El 31 de diciembre de 2019, la Comision Municipal de Salud y Sanidad de
Wuhan (provincia de Hubei, China) informo acerca de un grupo de 27 pacientes
con neumonia de etiologia desconocida, con una exposicion comun a un
mercado mayorista de marisco, pescado y animales vivos donde se incluian los
murciélagos en la ciudad de Wuhan, incluyendo siete casos graves. Los
sintomas iniciales del primer caso se registran el 8 de diciembre de 2019. El 7
de enero de 2020, las autoridades chinas lo identificaron como el agente
causante del brote de un nuevo virus de la familia Coronaviridae que
posteriormente se denominé SARS-CoV-2, cuya secuencia genética se informo
por las autoridades chinas el 12 de enero de 2020 (33).

El 11 de marzo la OMS declaré la pandemia por SARS-CoV-2. Desde el inicio
hasta el 29 de noviembre de 2022, se inform6é un total acumulado de
aproximadamente 637,9millones de casos de COVID-19 incluidas alrededor de
6,6 millones de muertes, en todo el mundo En la region de las Américas, hasta
esta fecha se reportan 175 millones 701 mil 207 casos confirmados, el 29,3%
del total de casos reportados y 2 millones 819 mil 798 fallecidos ;43,5% de las
muertes, en todo el mundo (Fuente: Boletin informativo de OPS/OMS e informe
N° 81, agosto de 2022 de OPS/OMS, respectivamente). En la actualidad, varias
investigaciones han revelado evidencias de las caracteristicas virolégicas y
epidemioldgicas de este nuevo agente.

[1l.2. Sars-cov-2 agente etioldgico de la COVID-19

[11.2.1. Taxonomia

Los coronavirus son miembros de la subfamilia Coronavirinae perteneciente a
la familia Coronaviridae y el orden Nidovirales. Esta subfamilia se divide en 4
géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y
Deltacoronavirus (34). Los Alfacoronavirus y Betacoronavirus infectan a los

mamiferos, mientras que, los Gammacoronavirus y Deltacoronavirus tienden a
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infectar a las aves, aunque, también algunos de ellos pueden transmitirse a los
mamiferos (32). El SARS-CoV-2 es un virus zoon6tico emergente que, basado
en las relaciones filogenéticas y estructuras gendmicas, pertenece a la
subfamilia Orthocoronavirinae, género Betacoronavirus y al subgénero

Sarbecovirus (beta-coronavirus, beta-2b) (35).

Son virus envueltos de ARN de simple cadena de polaridad positiva, con una
talla de aproximadamente 27-32 kb (4). Se clasifican dentro de cuatro géneros,
en relacién a la secuencia de sus proteinas,: los coronavirus humano 229E
(CoVH 229E) y Netherlands 63 (CoVH NL63) pertenecen a los
Alphacoronavirus; los coronavirus humano OC43 (CoVH 0OC43) y HKU1
(CoVH-HKU1) al linaje A de los Betacoronavirus; mientras que el CoV-SARS y
el CoV-MERS se incluyen dentro de los linajes B y C de los Betacoronavirus,
respectivamente , en este ultimo grupo se incluye ademas el recién emergido
SARS-CoV-2 causante de la enfermedad conocida como COVID-19.( Figura
[1.1) Estos CoV son los causantes de epidemias y pandemias e infecciones

respiratorias graves (36).

Figura lll. 1: Imagen de microscopia electronica del SARS-CoV-2 en la que se

observan las espiculas de la envoltura que le dan un aspecto de corona.
Fuente: Reina y cols (32).

[11.2.2. Organizacion Genética
El SARS-CoV-2 comparte una identidad de secuencia gendmica del 79,6% con
SARS-CoV y del 50% con el MERS-CoV (37) . Tiene un ARN gendmico

monocatenario de sentido positivo (ssARN) con wuna longitud de



aproximadamente 30 Kb (30); ademas, presenta una cola poliadenilada (poli-A)
en el extremo 3’ y un capuchon metilado en el extremo5’, teniendo una similitud

estructural al ARN mensajero (ARNm) de células eucariotas (36).

Este ARN consta de 15 marcos abiertos de lectura (ORFS) que son secuencias
de ARN comprendida entre un codon de inicio de la traduccién y un codén de
terminacion (37). En SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 (37), a los dos
tercios préximos al extremo 5°- terminal de su genoma se encuentran los
ORFla y ORF1b, que codifican las poliproteinasla (PPla) y lab (PPlab),
respectivamente. El clivaje de estas poliproteinas origina a las proteinas no
estructurales (Nspl-16), que conforman el complejo viral replicasa-
transcriptasa (37). Por otro lado, en el tercio proximo al extremo 3, se
encuentran los ORFs, S, E, M y N; que codifican a las proteinas espicula (S),
envoltura (E), nucleocapside (N) y membrana (M), respectivamente, y los ORFs
3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9a,9b y 10 que codifican a las proteinas accesorias (37, 38)
(Figura 111.2)

p6 7a 8b
s Eag BEE .
S'UTR " IUTR
ppla | ! L g
! L-—__, 3b 7b 9b orfl4
i e e
,z’/ _:s_;arh__‘:ﬁ_i_“"x ___E___‘____T_‘_.i_‘.“:—.—a
|nspt]  wsp2 nspi I nspd | nm5|mp6}n.np11mp8}updﬁplq nspl2 T aspl3 ] spld T aspt$ | nspl6
! 06+ 3570 3943 95 4W ) 3 ?

181 819 2764

Figura I11.2: Diagrama esquematico del genoma del SARS-CoV-2
Leyenda: UTR: (siglas del inglés untranslated region), S (espicula), E
(envoltura), M (membrana), N (nucleocapside), nspl-10 (proteinas no

estructurales); pplay pplab (poliproteinas 1ay 1lab) Fuente: Yangy cols (39)

A pesar de ello, la secuenciacion completa de los genomas de los coronavirus
detectados en pacientes, y especialmente el gen de la ARN-polimerasa-ARN-
dependiente (RpRd) y el gen S, muestran que las cepas humanas constituyen
un linaje diferente del CoV-SARS, pero muy cercano al linaje detectado en
algunos murciélagos (BatCoVRaTG) como se observa en la Figura I11.3.
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Fuente: Adaptado de Lu y cols (40)




La proteina S del nuevo coronavirus presenta menos del 75% de semejanza
con la de los otros coronavirus conocidos, pero una identidad del 93% con la
procedente del coronavirus de murciélago. Estas semejanzas genéticas
parecen confirmar el origen del SARS-CoV-2, que seria algun murciélago

salvaje de la zona (40).

Segun Zhou et al., este coronavirus seria un recombinante genético entre una
cepa de murciélago (80-85%) y el de otra especie animal (quizas el de un
hospedero intermediario) (39, 41). El analisis gendbmico comparativo basado
principalmente en insertos de secuencia identificados en la proteina S de un
coronavirus aislado del pangolin (Orden, Pholidota; Familia, Manidae) sugirid
que estos mamiferos eran probablemente los hospederos intermediarios para
la transmision entre especies (42) . Un analisis completo del genoma del
SARS-CoV-2 junto con el del CoV-SARS reveld la presencia de casi treinta
ORF y dos inserciones novedosas (42). Los analisis del genoma del CoV-
SARS vy los coronavirus de murciélago indican que las secuencias de ORF6,
ORF8 y el gen S muestran un grado comparativamente bajo de conservacion
de secuencias entre los coronavirus en general. Sin embargo, los genomas de
los virus bat-SL-CoVZC45 (GenBank ID: MG772933), bat-SL-CoVZXC21
(GenBank ID: MG772934) y RaTG13 (GenBank ID: MN996532) tiene un alto
porcentaje de similitud con los del SARS-CoV-2, mas notablemente con
respecto a ORF8 (42) (4). En la actualidad varias variantes de ORF8
codificadas. Actualmente existen varias variantes de ORF8 por el genoma del
SARSCoV-2 (43, 44).
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[ll. 2.3. Proteinas estructurales y no estructurales

El genoma del coronavirus codifica de cuatro a cinco proteinas estructurales:
proteinas de espicula (S), membrana (M), envoltura (E), nucleocapside (N) y
hemaglutinina esterasa (HE). EI genoma de SARS-CoV-2, CoV-SARS, CoVH
229E y CoVH NL63 tiene cuatro genes que expresan las proteinas
estructurales S, M, N y E. Los coronavirus CoVH OC43 y CoVH-HKUL1 tienen

un gen adicional que expresa la proteina HE (37).

La proteina S (150 kDa) es una proteina altamente N-glicosilada y sus
trimeros forman la estructura de espicula peculiar en la superficie del virus (44,
45). Esta proteina trimérica facilita la union del virus al receptor celular ACE-2
(siglas del inglés angio tensin converting enzyme Il) y es la encargada del
proceso de fusion con el mismo, que determina el tropismo y la capacidad de
transmision en un nuevo hospedero (46). Ademas, es el antigeno
inmunodominante y el mas reconocido por el sistema inmune del hospedero
(47, 48). Para que la proteina S pueda ejercer su funcion debe ser hidrolizada
por las proteasas pulmonares dando lugar al fragmento S1, responsable de la
union al receptor, y al fragmento S2, responsable del proceso de fusion (49). La
Figura 11l.4 muestra un esquema de la estructura del SARS-CoV-2 con los

diferentes componentes estructurales del virion.

Y G 1CO) |0te|| a de e bla a
‘./_'

Proteina Nucleocapside (N}
Proteinadela %

Encoitura(E) @@ g Proteina espicula (S)

Genoma ARN mocatenario

Figura Il1.4;: Estructura tridimensional (3D) del nuevo coronavirus (SARS-CoV-
2). Fuente: Cuiy cols (4)
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La proteina M (25-30 kDa) se encuentra en abundancia en el virion y tiene tres
dominios transmembrana. Esta proteina da forma al viribn y tiene un
ectodominio N-terminal y un endodominio C-terminal (50). La proteina M se
encuentra en el virion como un dimero y ayuda a mantener la curvatura de la

membrana y la unién a la nucleocéapside (51).

La proteina E es una proteina transmembrana de 8-12 kDa que se encuentra
en el virion y tiene un ectodominio N-terminal y un endodominio C-terminal (52).
La proteina E tiene dentro de sus funciones la del ensamblaje, liberacién del
virus y la de actuar como canal idnico, necesario para la patogénesis del CoV-
SARS y probablemente del SARS-CoV-2 (53).

La proteina N, con un peso molecular aproximado de 50 kDa, es la proteina
mas abundante en el coronavirus y normalmente estd muy conservada. Forma
parte de la nucleocépside y tiene un dominio N-terminal y un dominio C-
terminal que pueden unirse al ARN (54, 55). Esta proteina esta altamente
fosforilada, lo que aumenta su afinidad por el ARN viral y tiene dentro de sus
funciones, la formacién de nucleocapsides, la transduccion de sefales del

virus, la replicacion del ARN y la transcripcion del ARNm (55).

La proteina hemaglutinina-esterasa (HE) solo se encuentra en algunos [-
coronavirus. Su funciébn es unirse a los &acidos sialicos presentes en las
glicoproteinas en la superficie del viridén, lo cual, junto a la actividad esterasa,
facilita la entrada viral en la célula hospedero mediada por la proteina S (56).
La proteina HE también ayuda en la propagacion viral a través de la mucosa
(57).

Ademas de estas proteinas estructurales el genoma codifica para 16 proteinas
no estructurales (Nsp, por sus siglas en inglés) necesarias para la replicacion

viral e infeccion.

La proteina Nspl se considera la proteina lider. Su papel fundamental es
inactivar la traduccién de los ARN celulares de manera selectiva mientras el
virus permanece intacto. Esto lo hace interactuando con una regién especifica

de la subunidad 40S del ribosoma.
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La proteina Nsp 2 actla sobre proteinas que participan en el control del ciclo
celular, en la migracién y diferenciacién y en la apoptosis celular, lo que ha
sugerido que durante la replicacion viral, ella altera el propio flujo del ciclo
celular (37).

La proteina Nsp 3 es la proteina mas grande del SARS-CoV-2 y a partir del N-
terminal y junto con Nsp 4 y Nsp 6, regula el sitio de replicacion reclutando la

proteina replicasa (37)).

La proteina Nsp 4 es una proteina transmembrana que presenta multiples
sustituciones cerca de su region N-terminal. Tiene una regién C-terminal
bastante conservada. Ambas regiones son citosolicas. Ademas, al expresarse
junto con la Nsp6 permiten una replicacion 6ptima dentro de las células
huésped (37).El resto de las proteinas se centran en el proceso de replicacion
viral o actiian como cofactores. Tal es el caso de la Nsp 5, 9, 12 y 13 que son
necesarias para la replicacion viral. En este caso la Nsp 9 desempefia un papel
importante en la dimerizacion y union del ARN viral. Por su parte Nsp 14, 15y
16 funcionan como cofactores para las proteinas estructurales. Las Nsp 7, 8,
12 y 10 actuan como cofactores para otras proteinas no estructurales. La Nsp
11 sigue siendo un misterio para la ciencia (37)

[11.3 Sitios diana de la infeccidon y Replicacion viral

El SARS-CoV-2 infecta y se replica de forma eficiente en los neumocitos,
macrofagos y células dendriticas de las partes mas profundas del parénquima
pulmonar (58). El primer paso de la infeccion celular por SARS-CoV-2 es la
unién de la glicoproteina S al receptor celular ACE-2 que se utiliza por este
virus para unirse a las células e iniciar el proceso infeccioso (59-61). La ACE-2
es también el receptor para CoV-SARS, por lo que se cree que la fisiopatologia
del nuevo coronavirus a nivel pulmonar es muy parecida a la del SARS -CoV,
con un predominio evidente de RAG como la neumonia (62, 63). Sin embargo,
la afinidad con la que se une la proteina S del SARS-CoV-2 es de 10 a 20
veces mayor que la del SARS-CoV, lo que puede explicar la mayor

contagiosidad del nuevo coronavirus (64)
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Al detectar la célula diana, la proteina S se une al receptor en la célula, la
enzima convertidora de angiotensina 2(ACE2). La proteina S es escindida por
una proteasa celular (TMPRSS2), en dos subunidades, S1 y S2. La subunidad
S1 contiene el dominio de unidn al receptor (RBD, del inglés, Receptor Binding
Domain), en tanto que la subunidad S2 contiene el péptido para la fusiéon a la
membrana celular (43, 65). Luego de su entrada a la célula, mediante la
formacion de un endosoma, el virus es desenvuelto y el RNA viral es liberado al
citoplasma, para iniciarse en los ribosomas la traduccién. De los genes ORF la
y 1b en sus proteinas, las cuales realizan la replicacion del genoma viral. Las
proteinas estructurales codificadas hacia el extremo 3' son traducidas a partir
de mRNAs transcritos desde la hebra de polaridad negativa que se forma
durante la replicacion del genoma viral. Estas proteinas estructurales son
posteriormente ensambladas con el genoma viral, en las membranas celulares
internas del reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, formandose las nuevas
particulas virales. Finalmente, las vesiculas que contienen los nuevos viriones
se fusionan con la membrana celular para liberar los virus al exterior de la
célula, proceso llamado exocitosis (66, 67), como bien se observa en la Figura
l.5.
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Figura ll.5: Ciclo replicativo de SARS-CoV-2.

Leyenda: ACE2: (siglas del inglés angiotensin converting enzyme II) S
(espicula), E(envoltura), M (membrana), N (nucleocdpside), ppla y pplab:
poliproteinas 1a y 1ab; ORF: (siglas del inglés open reading frames).

Fuente: Adaptado de Diaz-Castrillén y cols (68)

[ll.4. Manifestaciones clinicas y epidemioldgica de la enfermedad

La diferencia entre el SARS-CoV y el SARS-COV-2 se expresa en el periodo
de transmisibilidad; se producia desde los primeros sintomas caracteristicos
hasta que se produzca la enfermedad y se ha demostrado que el SARS-CoV-2
puede hacerlo desde el periodo de incubacién. Incluso, surge la posibilidad de
gue existan transmisores asintomaticos con un largo periodo de excrecién, lo
gue facilita que su diseminacion sea mas eficiente (34, 69)
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El curso de la COVID-19 es variable y se presenta con tres patrones clinicos,
mas all4d de los casos asintomaticos: (a) una infeccion moderada del tracto
respiratorio superior con sintomas leves; (b) una neumonia clinica y
radiolégicamente evidente; y (c) una neumonia grave asociada a un dolor
agudo respiratorio que podria progresar hacia la insuficiencia respiratoria y
fallecimiento del paciente. La neumonia grave se presenta preferentemente
asociado a la edad superior a los 65 afios y con comorbilidades como diabetes,
patologias pulmonares y cardiacas (70, 71)

Los sintomas mas comunes, fiebre y tos, estan presentes en la mayoria de los
pacientes, pero no en todos los casos sintomaticos. La fiebre puede ser alta y
prolongada, lo que se asocia a un desenlace desfavorable (72). La tos puede
ser seca 0 productiva con igual frecuencia, y a veces se acompafia de
hemoptisis. Ademas, pueden desarrollarse otros sintomas como fatiga, cefalea,
disnea, alteraciones de los sentidos del gusto (ageusia) y del olfato (anosmia),
dolor de garganta, congestion nasal y rinorrea. Las manifestaciones
gastrointestinales, como nauseas, vomitos, malestar abdominal y diarrea, son
sintomas que por lo general, se presentan de forma temprana en algunos
pacientes.(71, 73) Estos sintomas digestivos se correlacionan con mayor
frecuencia de deteccién y mayor carga viral en materia fecal (74).Entre las
complicaciones mas comunes de la COVID-19 se menciona la neumonia,
presente virtualmente en todos los casos graves, el sindrome de dificultad
respiratoria del adulto (SDRA), la miocarditis, el dafio renal agudo y las sobre
infecciones bacterianas, frecuente en la forma de choque séptico. El
compromiso de multiples 6rganos se expresa por la alteracion de las pruebas
bioquimicas, como la elevacion de las aminotransferasas, deshidrogenasa
lactica, creatinina, troponinas, proteina C reactiva y procalcitonina (75).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la fuente primaria mas probable de la
enfermedad producida por el SARS-CoV-2 es de origen animal. En este
momento parece claro que el reservorio del virus es el murciélago, mientras
que se sigue investigando acerca del animal hospedero intermediario, donde
ha surgido controversia entre el pangolin y otros (30, 76). La via de transmision
entre humanos se considera similar al descrito para otros coronavirus a través
de las secreciones de personas infectadas, principalmente por contacto directo

con gotas respiratorias de mas de cinco micras (capaces de transmitirse a
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distancias de hasta dos metros) y las manos o los fomites contaminados con
estas secreciones seguido del contacto con la mucosa de la boca, nariz u ojos
(77). EI SARS-CoV-2 se ha detectado en secreciones nasofaringeas,
incluyendo la saliva (77). El periodo de incubacion medio para este
coronavirus, es de 5-6 dias, con un amplio rango de 0 a 24 dias y la
transmision de la infeccion ocurre fundamentalmente en la primera semana de
la presentacion de los sintomas, desde 1-2 dias antes hasta 5-6 dias después.
En los casos mas graves esta transmision seria mas intensa y mas duradera
(78).

[ll. 5. Carga viral y excrecion viral

En términos de perfil de carga viral, el SARS-CoV-2 es similar al de la
influenza, que alcanza su punto maximo alrededor del momento de la aparicion
de los sintomas, pero contrasta con el de CoV-SARS y Cov-MERS, que
alcanzan su punto maximo en la segunda semana después de la aparicién de
los sintomas.(79) Durante el curso de la infeccion, se ha identificado ARN viral
en muestras del tracto respiratorio hasta 1 o 2 dias antes del inicio de los
sintomas (80, 81). La edad avanzada y las infecciones mas graves se han
asociado con cargas virales mas altas (77, 81). Se ha detectado ARN viral en
las heces desde el dia cinco después del inicio de los sintomas y hasta cuatro
0 cinco semanas en casos moderados, asi como en sangre total (82, 83), suero
(83, 84), saliva (77, 79) y orina (77, 85). Se ha informado de una liberacién
prolongada de ARN viral a partir de hisopados nasofaringeos (hasta 37 dias
después del inicio de los sintomas en pacientes adultos) (86) y en las heces

(mas de un mes después de la infeccion en pacientes pediatricos) (87).

La carga viral puede ser un marcador potencialmente util para evaluar la
gravedad y el pronéstico de la enfermedad. Un estudio reciente indicé que la
carga viral en los casos graves era hasta 60 veces mayor que en los casos
leves, aunque en realidad se necesitan mas estudios sobre el nivel y la
duracion de la diseminacion viral en los diversos grupos de pacientes y en el

contexto de infecciones asintomaticas y presintomaticas (81).
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La diseminaciéon de ARN viral de SARS-CoV-2 no equivale a infectividad, a
menos que exista prueba de que el virus puede aislarse y cultivarse a partir de
muestras particulares. Por otro lado, no se ha determinado la dosis infecciosa;
por lo tanto, no esta claro cuanto virus se necesita para infectar a los humanos
(88).

En efecto, varios trabajos muestran que la excrecion viral puede ser
intermitente, ya sea por la persistencia del virus en oOrganos, una posible
reinfeccion o por resultados falsos negativos en el PCR/TR (63, 89-91). Esto ha
llevado a darse la recomendacion de no dar de alta al paciente, a menos que

sea negativo en dos muestras tomadas en diferentes dias (88).

[11.6. Respuesta inmune

La primera barrera defensiva frente a una infeccion viral es la inmunidad innata:
los receptores celulares reconocen algunos componentes virales e inducen
respuestas de produccion de interferdn de tipo | y de citosinas proinflamatorias.
Los interferones son moléculas inespecificas capaces de detener la replicacion
viral en células infectadas. En los coronavirus, el propio ARN del genoma viral y
los complejos de ARN bicatenario formados con el intermediario de replicaciéon
(-) y los ARNs de polaridad (+) son reconocidos por receptores intracelulares:
TLR3 y TLR7, en el endosoma, y RIG-I/MDAS5 (64). La respuesta inflamatoria
tiene valor defensivo, ya que promueve la salida de leucocitos de los vasos
sanguineos y su acumulacion en los tejidos infectados; pero también conlleva
una agresion al propio tejido, consecuencia de la liberacion de radicales
citotoxicos por las células inflamatorias. Por ello, es crucial la regulacion de la
respuesta, ya que una inflamacién excesiva incrementara la gravedad del
proceso; la situacion extrema es la inflamacién generalizada, que aparece
como consecuencia de una liberacion masiva de citosinas proinflamatorias
(Interleucina 1, factor necrosante de tumores alfa, interleucina 6, interleucina
12, quimiocinas, entre otros), lo que se conoce como “tormenta de citocinas”
(92).

La activacion excesiva del sistema inmune innato que causa tormentas de
citoquinas ocasiona dafio del sistema microvascular y activa el sistema de

coagulacion e inhibicion de la fibrindlisis. La coagulacién intravascular
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diseminada conduce a trastornos generalizados de la microcirculacion que
contribuyen a la situacion de fallo multiorganico (93).

Las respuestas de inmunidad especifica se producen por los linfocitos B
(respuesta de anticuerpos) y T (inmunidad celular). No todos los anticuerpos
que se producen protegen frente a la infeccion; algunos son capaces de
neutralizar la infectividad de los viriones y de acelerar su eliminacion, pero otros
carecen de eficacia e incluso algunos pueden facilitar la entrada del virus en
células que carezcan de receptores para €l, pero que posean receptores para
la parte inespecifica de las inmunoglobulinas, como ocurre con los macréfagos,
neutrofilos y algunas poblaciones linfocitarias. Este mecanismo, en el que
determinados anticuerpos facilitan la infeccién de células inmunitarias, se ha
descrito en enfermos de SARS y se ha relacionado con la desregulacion de las

respuestas (93)

[ll. 7. Diagnostico de la COVID-19

[11.7.1 Diagn@éstico virologico

La evidencia cientifica demuestra que el 80% de los pacientes con COVID-19
son asintomaticos, y que este grupo de personas infectadas con SARS-CoV-2
eliminen y transmitan el virus, lo que indica que el diagnostico temprano para el
tratamiento y control de la infeccidon por coronavirus es crucial. En la practica
diaria, la sospecha de infeccién respiratoria por SARS-CoV-2 esta basada en la
alta incidencia, los datos epidemiologicos, asi como las manifestaciones
clinicas y radiolégicas (94). En la primicia de la pandemia, producto a la poca
experiencia que se tenia con la COVID-19, surgieron muchas dudas respecto a
cuales eran las mejores técnicas para su diagnostico (94).

En este sentido, al inicio del brote epidémico se utilizd la secuenciacién del
genoma viral como método diagnostico, pero esta técnica es costosa y ademas
poco practica para el procesamiento de grandes cantidades de muestras (49).
Actualmente el mundo cuenta con una gran variedad de ensayos ofrecidos en
el mercado para este propésito y una gran cantidad de literatura médica que se
va conociendo cada dia, con resultados muy variables, respecto a la utilidad de
los mismos, precision e interpretacion de estos. De manera general el

diagnostico para la confirmacion de la infeccion viral est4 basado en el uso de
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medios convencionales, del diagnostico seroldgico y de las herramientas de

biologia molecular (94).

[11.7.2. Diagnéstico molecular

En la actualidad, el diagnéstico especifico de la infecciébn por SARS-CoV-2 se
realiza mediante la busqueda del ARN viral en muestras de secreciones
respiratorias, saliva e hisopado nasal o faringeo, mediante la RT-PCR en
tiempo real (siglas en inglés: real-time reverse-transcription polymerase chain
reaction (rRT-PCR), (18) la que puede amplificar un segmento de los primeros
ORF lay 1b, del gen de la RdRp, del gen que codifica para la proteina E o del
de la proteina de N (95, 96). La eficiencia analitica de la RT-PCR para el
diagnoéstico de COVID-19 es = 96 % (97). La OMS ha establecido que, para la
confirmacién de un caso, es necesaria la deteccion de fragmentos genéticos de
al menos dos genes del SARS-CoV-2. De esta manera, es fundamental que el
protocolo de amplificacién de acidos nucleicos implementado incluya al menos,
dos genes blancos, uno de ellos de tamizaje (deteccion un segmento de
segmento comun a otro Betacoronavirus) y otro de alta especificidad para el
SARS-CoV-2 (98) Las ventajas de la RT-PCR como técnica de diagndstico son
la elevada sensibilidad y especificidad considerada asi, la técnica estandar de
oro para el diagnostico de la COVID-19 (99).

[11.7 3. Diagndstico seroldgico

Los ensayos serolégicos que detectan los anticuerpos (Ac) producidos por el
organismo humano en respuesta a la infeccion por el SARS-CoV-2 pueden ser
Gtiles en diversas circunstancias. Por ejemplo, los estudios de serovigilancia
pueden utilizarse para apoyar la investigacion de un brote en curso y para
respaldar la evaluacion retrospectiva de la tasa de ataque o el tamafio de un
brote (100). Dado que el SARS-CoV-2 es un patdgeno nuevo, todavia no se
conocen a fondo las respuestas inmunitarias a que da lugar, de modo que las
pruebas de deteccion de Ac deben emplearse con cautela y no deben por si
solas como medio de diagndstico para identificar casos agudos en la atencion

clinica o con fines de localizacién de contactos (80, 101).
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En este sentido, las interpretaciones deben ser realizadas por un experto y
dependen de varios factores, entre ellos el momento de la enfermedad, la
morbilidad clinica, la epidemiologia y la prevalencia en el entorno, el tipo de
prueba utilizada, el método de validacion y la fiabilidad de los resultados. Se ha
observado que la seroconversion (aparicibon de una respuesta de Ac
mensurable a raiz de la infeccién) es mas fuerte y rapida en los pacientes
graves que en los que tienen sintomas mas leves o infecciones asintomaticas.
Un diagnostico fiable de la infeccion por el SARS-CoV-2 basado en la
respuesta de Ac de los pacientes a menudo solo sera posible en la fase de
recuperacion, cuando ya habran pasado las oportunidades de intervencion
clinica o de interrupcion de la transmisién de la enfermedad. Por lo tanto, las
pruebas seroldgicas no son adecuadas como sustituto de los ensayos
virolégicos a la hora de orientar las actividades de localizacion de contactos o
la gestion clinica. El tiempo de persistencia de los Ac generados en respuesta
al SARS-CoV-2 sigue siendo objeto de estudio (77, 102)

Ya se dispone de pruebas comerciales y no comerciales que miden los Ac
aglutinantes [(lg), IgG, IgM, y/o IgA en diferentes combinaciones] utilizando
diversas técnicas, entre ellas el inmunoensayo de flujo lateral, el ensayo de
inmunoabsorciéon enzimatica y el inmunoensayo de quimioluminiscencia. Se
han publicado varias validaciones y revisiones sistematicas de estos ensayos
(103, 104)(Caini et al., 2020;

111.8 Variantes del SARS-COV-2

Durante la pandemia provocada por el COVID-19 se han identificado cientos de
secuencias gendmicas asociadas al Sindrome Respiratorio Agudo, por lo que
el Grupo Experto de Trabajo de la Evolucién del Virus (VEWG) de la OMS, han
revisado y clasificado a las variantes del virus de acuerdo a la severidad,
transmisibilidad y capacidad para mutar (105). Han dado a conocer diversas
variantes de preocupacion (VOCs) — siglas del inglés, Variants of concern — a
las variantes cuyo impacto epidemiolégico es importante y Variantes de Interés
(VOI) — siglas del inglés, Variants of Interest-, mientras que el Instituto de Salud
Publica del Reino Unido utiliza su propia nomenclatura y denomina “variantes

en estudio” (Variants Under Investigation - VUI), a aquellas variantes que tienen
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el potencial de volverse VOC (106), como se observa en la tabla resumen
(Tabla 111.8).

[ll. 8 .1. Variante bajo monitoreo (VBM)

Las variantes que se encuentran catalogadas como VBM son aquellas que,
gracias a los datos recolectados, se ha determinado que existe un impacto
claro o potencial acerca de las médicas autorizadas o que en el momento en
gue las cepas fueron aisladas por primera vez, se detectaron casos de
enfermedad mas severas 0 a una mayor transmision, pero esto ha cambiado
puesto que las variantes estan circulando a niveles muy bajos, en los Estados

Unidos y a nivel mundial.(107)

[ll. 8.2 Variantes de interés (VOI)

Son aquellas donde se sospecha que alguna(s) de las mutaciones presentes
podrian tener un efecto en la infeccidén por estos virus, en la epidemiologia, la
antigenicidad, la virulencia o en cambios que impacten el éxito de su
identificacion por métodos diagndsticos, de su dominio a través de vacunacion,
tratamiento o cualquier otra medida de control de esta enfermedad. Variante
con numerosos marcadores genéticos especificos, los cuales han sido
asociados a cambios en la union al receptor, presentan una menor
neutralizacion por los anticuerpos generados ya sea por la vacuna o por una

infecciéon anterior.

[l .8.3 Variantes de preocupacion (VOC)

Aquellas variantes que son responsables del desarrollo de enfermedad grave o
es mucho mas contagiosa , provocando casos mas severos de enfermedad
(por ejemplo, mayor cantidad de hospitalizaciones, requerimiento de ventilaciéon
mecanica invasiva (VMI) o muertes), también presentan reduccion significativa
en la neutralizacion por los anticuerpos generados durante la vacuna o por una
infeccion previa, menor efectividad de los tratamientos, o fallas de deteccion de
diagnostico.(107)
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Tabla Ill.1: Clasificacion de las variantes. Centros para el Control y la

Prevencion de Enfermedades (CDC)

VARIANTES DEL VIRUS SARS-CoV-2 IDENTIFICADAS POR LA OMS

Dominacion de Linaje Primeras Fecha de Principales
la OMS Pango muestras designacion caracteristicas
documentadas
VARIANTES DE PREOCUPACION / VARIANTS OF CONCERN (VOC)
Delta B.1.617.2 Octubre 2020, 11 de mayo Mayor
India 2021 transmisibilidad,
Omicron B.1.1.529 9 de noviembre | 26 de cuadro clinico
2021, Sudafrica | noviembre mas
2021 grave
Tratamientos
con
anticuerpos
monoclonales
son
menos eficaces.
Menor
efectividad
de las vacunas,
o}
dificultades de
deteccion.
VARIANTES DE BAJO MONITOREO / VARIANT BEING MONITORED
(VBM)
Kappa B.1.617.1 Octubre 2020, 4 de abiril Menor
India neutralizacion de
Beta B.1.351 Mayo 2020, 18 de los anticuerpos
Sudéfrica diciembre,2020 | generados
Alpha B.1.1.7 Septiembre 18 de durante
2020, diciembre 2020 ;’gﬁ:me”‘” °
Reino Unido vacunacion.
Infeccién
lota B.1.53 Noviembre 24 de marzo Menor eficacia
2020, Estados | 2021 de los
Unidos tratamientos
Gamma P.1 Noviembre
2020_, 11 de enero Aumento
Brasil 2021 pronosticado en
la
Eta B.1.52 Diciembre 17 de marzo transmisibilidad
2020, 2021 o gravedad de la
Nigeria y Reino enfermedad.
Unido
Lambda C.37 Diciembre 14 de junio
2020, Peru 2021
Mu B.1.621 Enero 2021, 30 agosto
Colombia 2021

Fuente: Adaptado de Fajardo y cols. (107)
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[11.8.4 Caracteristicas generales de las variantes de SARS-CoV-2 (D614G y
Delta (B.1.617.2)

Variante D614G

Identificada en diciembre del 2020 en el Reino Unido, cuyo linaje es
B.1.1.7,201/501Y.V1. Las mutaciones de esta variante se acumulan en el Gen S
(N501Y), el cuales el que modifica la espicula con mayor incidencia en el
receptor RBD. Al igual que las variantes Beta y Gamma, tienen afinidad por la
union de la espicula con la enzima convertidora de angiotensina Il (ECA I, la
mutacion E484K podria ser la responsable del inmunoespace de las vacunas
(108). En la proteina S existen deleciones en las posiciones 69 y 70 que
evolucionan espontdneamente incrementando la transmisibilidad, también
producen fallo del objetivo del Gen s (SGTF) en al menos un RT-PCR (109) .Se
considera que la cadena de transmision epidemioldgica es tardia por lo que los
sintomas podrian aparecer una semana posterior al tener contacto estrecho
con un paciente que se le ha detectado por RT — PCR SARS-CoV-2 con la
variante Alpha (110). Fue la primera variante que se detecté en Cuba en
diciembre del afio 2020 (111)

Variante Delta (B.1.617.2)

Se detectd en octubre del afio 2020 en la India, rapidamente llegd hacer una
variante dominante en muchos paises (112). Fue considerada por la OMS
como VOC por la OMS Durante el 2021, la OMS considerd a esta variante
como la dominante por el aumento de transmisibilidad de este CoV, ya que
tiene una especializada capacidad de inmunoescape, por ende, se asocid con
una mayor carga viral, mayor duracion de la infeccion, con altas tasas de
reinfeccibn provocando en muchos paises una cuarta ola debido a su
expansion y letalidad (113). Es mas transmisible con un estimado mayor que
60% comparado con otros previamente descrito en GISAID, el 90% de las
secuencias a nivel mundial desde el mes de junio a septiembre fueron de Delta
(114). En los meses junio-agosto del afio 2021 caus6é mayor incidencia de

casos positivos en la provincia de Matanzas, Cuba (111).
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[11.9. Emergencia del SARS-CoV-2 en Cuba

Desde los primeros reportes y alertas de la OMS, Cuba confecciond e
implementé el Plan Nacional de Enfrentamiento a la COVID-19, que ha
permitido mantener controlada la situacion epidemiolégica. Desde el 30 de
noviembre se han reportado 1 millébn 111 mil 398 pacientes diagnosticados con
la enfermedad. Se acumulan 8 mil 530 fallecidos, letalidad de 0,77% vs 1,03%
en el mundo y 1,57% en las Américas (Consultado 01/12/2022, Reporte
semanal del 30/11/2022 a las 12:00pm; MINSAP, Cuba) Analizando el impacto
de estas acciones en cifras, se advierte que Cuba ha registrado cifras inferiores
de casos diagnosticados por millon de habitantes y de tasas de fallecidos por
millon de habitantes respectivamente. En comparacion con el mundo, en
general, y con América Latina, en particular. Los datos evidencian el impacto
positivo de las estrategias y las acciones implementadas en el pais en su
enfrentamiento a la COVID-19. En este sentido, el desarrollo de varias
investigaciones nacionales de las ciencias biomédicas, biotecnoldgicas,
inmunoldgicas, asi como como la vacunacion masiva de la poblacion cubana
que incluye en los ultimos meses a la poblacion, recientemente la poblacion
pediatrica de 2 afios en adelante (115) entre otras ha sido esencial para la
confeccion, implementacion y actualizacién el perfeccionamiento del Plan

Nacional de Enfrentamiento a la COVID-19.

El IPK, institucidon nacional de referencia para el diagndstico y tratamiento de
las enfermedades infecciosas se designé para la hospitalizacion y el
diagnoéstico confirmatorio de los primeros casos sospechosos de COVID-19.
Inicialmente, el diagnostico virolégico se realizé en el departamento de
Virologia del Centro de Investigacion, Diagndstico y Referencia de esta
institucion. Luego, se llevaron a cabo acciones de descentralizacion que
permitieron la introduccién y extension del diagnéstico molecular de SARS-
CoV-2 a otros laboratorios en las diferentes provincias del pais. Al mismo
tiempo, se confeccionaron protocolos imprescindibles para la implementacion
de las pautas para la confirmacion y el control de calidad de dicho diagndstico.
La evaluacion de reactivos, insumos Yy equipamientos, el desarrollo de
investigaciones dirigidas a fortalecer el diagndstico y a ofrecer un mayor
conocimiento de la enfermedad durante la pandemia (116, 117).
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CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS

IV.1. Disefio del estudio

En esta investigacidn se realiz6 un estudio observacional con componente
analitico, para evaluar los indicadores de desempefio de cinco estuches de RT-
PCR; que estuvieron disponibles en el LNRVR y que permiten la amplificacion y
deteccion del ARN viral (Tabla IV.1).

Tabla IV. 1. Estuches comerciales de RT-PCR para el diagnoéstico del
SARS-CoV-2, incluidos en este estudio.

Compafiia Nombre del Producto | Pais Genes amplificados
R-Biopharm RIDA®GENE Alemania | E
Tib molbiol SARS-CoV-2 RdRP Alemania | RARP
Sentinel HK | STAT-NAT COVID-19 | Iltalia ORF1b, RdRP
Diagnostics MULTI
Sentinel B | STAT-NAT SARS-CoV- | Italia E, RdRP, N
Diagnostics 2
Primerdesign GENESIG Real-Time | UK ORFlab
LTD PCR Coronavirus

(COVID-19)

Fuente: Datos tomados del prospecto de los cinco estuches comerciales.

IV.2. Material Biologico
IV.2.1. Cepas de SARS-CoV-2

Para determinar los indicadores del desempefio analitico de cinco estuches de
RT-PCR para la deteccion del SARS-CoV-2, se utilizaron cepas de las
variantes D614G y Delta. Que se aislaron, a partir de ENF, identificadas y
secuenciadas por el método de Sanger, durante la vigilancia de la COVID-19
en el LNRVR del IPK. Las muestras se cultivaron en la linea celular Vero E6
(clon de la linea celular Vero 76, rifion de mono verde africano), con nivel 3 de
bioseguridad (BSL 3) (del inglés, Biosafety Laboratory 3). Posterior a su

aislamiento y propagacion, las cepas se titularon (Tabla 1V.2); y las alicuotas de
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los sobrenadantes, se emplearon en el estudio se inactivaron a 56°C por 30
minutos en un bloque térmico (ThermoMixer®, Eppendorf, EU) y se
conservaron en crioviales a - 80°C hasta su uso en el laboratorio con BLS2.

Tabla IV.2: Titulo viral de las cepas de SARS-CoV-2 empleadas para

evaluar el desempefo analitico de las pruebas a evaluar.

Cepas Titulo Viral

30654/21D614G 1PVero E6 | 4,7 x 10° UFP/mL

57383/21 Delta 1PVero E6 | 2,1x 10° UFP/ mL

Fuente: Datos recopilados del BSL3
IV.3. Universo de estudio de muestras clinicas

El universo estuvo constituido por todos los exudados nasofaringeos (ENF)

recibidos en medio de transporte universal (BTV, BIOCEN, Cuba vy

MANTACC®, China), en el LNRVR del IPK como parte de la vigilancia de

SARS-CoV-2. Se conformaron como positivos mediante RT-PCR, en el periodo

Octubre-Noviembre/2021. Para la seleccion de los ENF se tuvieron en cuenta

los siguientes criterios:

Criterios de inclusion

v' Muestras clinicas positivas con valores de Ct [ciclo del PCR al cual se
comienza a detectar la sefal fluorescente por encima de la sefial de fondo
(del inglés, Cycle Threshold)] <33-35 y negativas a SARS-CoV-2 Ct>33-35,
segun las instrucciones del fabricante por cada prueba empleada.

v' Muestras clinicas con volumenes suficientes para las determinaciones a
realizar, y que estuvieran correctamente identificadas.

Criterios de exclusion

v' Se excluyeron las muestras clinicas derramadas y contaminadas.

IV.3.1. Muestras

El tamafio muestral estuvo conformado por 339 ENF, de estas 110 positivas y
229 negativas a SARS-CoV-2, de estas, 18 fueron positivas por RT-PCR a
otros virus respiratorios: virus Influenza (5), virus parainfluenza (3), CoV OC43
(5) y CoV 229E (5). Estos resultados se obtuvieron con el estuche comercial
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RIDA®GENE SARS-CoV-2, ya que fue el estuche disponible en el periodo de
estudio. Los ENF provenian de la vigilancia de SARS-CoV-2, contactos de

casos confirmados, casos sospechosos y viajeros.

IV.4. Deteccion de SARS-CoV-2 por RT-PCR
IV.4.1. Extraccion del ARN

Para evaluar la sensibilidad analitica de los cinco estuches a evaluar se realizo
la extraccion automatica del ARN a partir de una alicuota de 200uL, de las
cepas inactivadas de SARS-CoV-2, D614G y Delta. A la muestra pura se le
realizaron diluciones seriadas desde 10 a 10”. El mismo proceso se aplicé al
sobrenadante obtenido de las células no inoculadas, como control de calidad
de la extraccion. Para las muestras clinicas se siguié el mismo procedimiento, y
se siguieron estrictamente las recomendaciones del fabricante. Para realizar
este procedimiento se utilizaran los materiales gastables y reactivos contenidos
en el estuche comercial para la extraccion de acidos nucleicos en dicho equipo:
Viral NA Small Volume kit (Roche, Alemania). Se emple6é el extractor
automético MagNA Pure 96 DNA (Roche, Alemania), con un volumen de

elusion final de 100puL.

IV.4.2. RT-PCR

Para la mezcla de RT- PCR se utilizaron los componentes de cada estuche
comercial de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El equipo de RT-
PCR, real time RT-PCR LightCycler 96 (Roche), se utilizd6 siguiendo las
condiciones de temperatura y ciclaje, proporcionado por el fabricante de cada
estuche (Tabla IV.3). Todas las pruebas se realizaron segun las pautas del
fabricante. Para todos los estuches se utilizaron los controles Positivo, Negativo
e interno, incluidos en cada prueba. Todos los estuches incluyeron un control
interno para identificar una posible inhibicion de la RT-PCR, para medir la
pureza de la extraccion y confirmar la integridad de la ejecucion de la RT-PCR.
Se analizaron por cada cepa (D614G; Delta) 5 réplicas pura y por cada dilucion
para obtener una mejor reproducibilidad y repetitividad de los resultados; los

experimentos se montaron por duplicado.
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Tabla IV. 3: Caracteristicas de los cinco estuches comerciales evaluados

en la presente investigacion.

Genesig
STAT-NAT Real-Time
STAT-NAT
SARS-CoV-2 RIDA®GENE COVID-19 PCR
Estuches SARS-CoV-2 )
) RARP SARS-CoV-2 MULTI ] Coronavirus
comerciales ) ) ) (Sentinel B
(TibMOLBIOL) | (R-Biopharm) | (Sentinel HK ) ) (COVID-19)
] ] Diagnostics) ] )
Diagnostics) (Primerdesig
nLTD)
Determinaciones 96 200 288 288 96
Sensibilidad
» . 25-100 50 33330 33330 33
analitica(copias/uL)
Especificidad
. 100 100 100 100 100
analitica (%)
RdRP
RdRP/Orflb (HEX/VIC)
Genes (Detector) RdRp (FAM) E (FAM) Orflab (FAM)
(FAM) N (FAM)
E (Texas Red)
RnasaP RnasaP RnasaP RnasaP RnasaP
Control Interno
humana humana humana humana humana
(Detector)
(Cyb) (HEX/VIC) (HEX/VIC) (Cy5) (HEX/VIC)
50°C—10min 50°C—10min
55°C — 5min Desnaturalizac | Desnaturalizac
) 58°C — 10min | ) 55°C — 10min
Desnaturalizac ) ion: ion: )
y Desnaturaliza ) ) Desnaturalizac
i6n: (1): 95°C 95°C — 2min 95°C — 2min )
cion: 95°C — ] ] ion:
— 5min . Ciclos (10): Ciclos (10): )
Programa de . 1min, 95°C — 2min
o Ciclos (45): ) 95°C — 15s, | 95°C  —15s, ]
amplificacion Ciclos (45): Ciclos (45):
95°C —»5s 58°C — 30s 58°C — 30s
95°C — 10s . . 95°C —10s
60°C *— 15s Ciclos (35): | Ciclos (35):
60°C* — 15s 60°C *— 60s
72°C — 15s 95°C — 15s, | 95°C — 15s,
58°C* — 30s 58°C* — 30s
Volumen de ARN
5 5 10 10 8
(bL)
Volumen final (uL) 20 20 25 25 20
Ct de muestras
ct< 33 ct< 35 ct<35 ct<33 ct< 33

positivas

Ct (ciclo umbra) (23); *, paso donde se produce la adquisicion.

Fuente: Tomados del prospecto de los estuches comerciales.
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Las muestras se analizaron por los siguientes ensayos de RT-PCR (Tabla
IV.3):

e STAT-NAT SARS-CoV-2 y STAT-NAT COVID-19 MULTI de la casa
comercial SENTINEL DIAGNOSTICS (Milan, Italia); en estos ensayos se
amplifica simultaneamente dos genes del SARS-CoV-2: RdRP y Orflb
con un limite de deteccion (LD) de 10 copias/ reaccion (c/rcn) (STAT-
NAT COVID-19 MULTI) y tres genes dianas: N, RARP y E con 5 c/rcn de
L.D para cada gen (STAT-NAT SARS-CoV-2). Los cebadores son
especificos para el gen RNAasa P Humana, el que se utiliza como
control interno. Ambos tienen la caracteristica de tener 10 ciclos silentes,
en donde la deteccidon de fluorescencia esta apagada, de ahi que al Ct
resultante se le debe afiadir 10 ciclos de amplificacibon méas con el

propésito de comparacion con otros ensayos de RT-PCR (21).

e RIDA®GENE SARS-CoV-2 (R-Biopharm, Alemania): Este ensayo
detecta el gen E de SARS-CoV-2, y esta basado en el protocolo
desarrollado por la universidad Charité de Alemania (Corman, V. et al.,
2019). El L.D del ensayo, utilizando LightCycler® 480Il, es > 50 c/rcn.
Las muestras con un valor de Ct >35 estan dentro del L.D. Cabe sefialar
que el limite de deteccion de la RT-PCR depende de la matriz de la
muestra, el termociclador y la extraccion de ARN y puede variar en

consecuencia (18, 19).

e SARS-CoV-2 (COVID-19) RdRP (TibMOLBIOL, Alemania): En este
ensayo el control positivo detecta tres genes dianas del SARS-CoV-2 el
E, Ny RdRP. La sensibilidad es de 10.6 c/rcn. Este método se basa en

el protocolo desarrollado por Corman y cols (18)

e GENESIG Real-Time PCR Coronavirus (COVID-19) (Primerdesign LTD,
UK): En este ensayo se detecta el gen ORflab, y contiene
concentraciones estandarizadas de una secuencia especifica de ARN
del SARS-CoV-2, en una concentracion de 1,67 x 10° copias por L.
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IV.4.3. Interpretacion de los resultados

Como se refiri6 anteriormente, en todos los ensayos se incluyeron control
positivo, negativo e interno. Solo cuando los controles cumplian con los
requerimientos, se validaron los resultados. Los resultados se validaron cuando
la deteccidon del gen o genes diana fueron positivos, aunque los resultados del
control interno fueran negativos; debidos a la competencia que se establece en
el sistema por los reactivos. Se invalida el resultado si la deteccion del gen o
genes diana fuera negativa, al igual el control interno. En este caso el
resultado de la muestra es invalido y debe ser reanalizar. Al evaluar los Ct de
las cepas y para homogenizar los datos, se asumié un valor de Ct=40, cuando
se obtuvieron resultados no detectables (9).

IV.5. Evaluacion de los indicadores de desempefio analitico y clinico de
las cinco pruebas de RT-PCR para la deteccién de SARS-CoV-2

Como indicador de desempefio analitico se estimé la sensibilidad analitica.
Para esto se emplearon las cepas de SARS-CoV-2 D614G y Delta, a las que
se le realiz6 diluciones seriadas en base 10 hasta 10”7 con el medio de cultivo.
Por tanto, para la cepa D614G se evaluaron desde el titulo viral 4,7 x 106
UFP/mL (puro) hasta 0,47 UFP/mL (10), mientras que para la cepa Delta los
titulos que se testaron fueron de 2,1x 106 UFP/mL (puro) hasta 0,21 UFP/mL
(107). Este andlisis permiti6 seleccionar el estuche comercial de mejor
sensibilidad analitica, que constituyo la prueba de referencia en la evaluacion
de la sensibilidad y especificidad clinica de los 4 ensayos restantes. La
especificidad analitica no se estimé ya que se tomaron los datos brindados por
los fabricantes de cada prueba.

IV. 5.1. Indicadores del desempefio evaluados:

Sensibilidad analitica: Capacidad del procedimiento de prueba de registrar
pequefias variaciones de la concentracion. La prueba de RT-PCR que mostro
curvas de amplificacion sigmoidal, deteccién del gen diana en todas las
diluciones y la media de Ct mas baja se seleccioné como ensayo de referencia
la prueba de RT-PCR.
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Sensibilidad clinica: Porcentaje de positividad en muestras donde el analito a
determinar estda presente. Es un numero fraccionario calculado como los
valores verdaderos positivos, divididos entre la suma de los verdaderos
positivos mas los valores falsos negativos.

Especificidad clinica: Porcentaje de negatividad en muestras donde el analito
a determinar estda ausente. Es un numero fraccionario calculado como los
valores verdaderos negativos divididos entre la suma de los verdaderos
negativos mas los valores falsos positivos.

Pruebas de concordancia: Los resultados se expresaron en términos de
porcentaje de positivos, de negativos y porcentaje de concordancia, con
respecto al estuche de referencia.

indice Kappa: Esta prueba se basa en la comparacion de indices de
concordancia esperados y observados. Para ello se emplearon los resultados
de todas las muestras analizadas en los estudios de sensibilidad clinica y
especificidad clinica y analitica. Se define el indice de concordancia kappa de
la siguiente manera:

P = (Po-Pe)/ (1-Pe) (118)

Donde Po es la proporcién de concordancia observada (en tanto por 1) y Pe es
la proporcién de concordancia esperada por puro azar. En caso de acuerdo
perfecto la proporciéon de concordancia sera 1, por lo que 1-Pe representa el
margen de acuerdo posible no atribuible al azar. De ese margen nosotros
observamos probablemente sélo una parte Po—Pe, salvo que exista acuerdo
perfecto Po=1.

Asi pues, en caso de concordancia perfecta el valor de kappa es 1; si la
concordancia observada es igual a la esperada kappa vale 0; y en el caso de
que el acuerdo observado sea inferior al esperado la indice kappa es menor
gue cero (118)
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Tabla IV.4: Margenes para valorar el grado de acuerdo en funcion del

indice K.
Kappa Grado de acuerdo
<0 Sin acuerdo
0-0.2 Insignificante
0.2-04 Bajo
0.4-0.6 moderado
0.6-0.8 Bueno
08-1 Muy bueno

Fuente: (Molinero, 2001)(118)
IV.6. Analisis estadistico

Para el andlisis de las variables del desempefio se tuvo en cuenta la
Regulacion no. 47-2007, donde aparecen los Requisitos para la evaluacion del
desempeiio de los Diagnosticadores del CECMED (119).

Para el procesamiento estadistico se empled el programa estadistico Epidat 3.1
y GraphPad Prism V.6 (GraphPad, La Jolla, CA). Se calculé la media y la
desviacion estandar (D.E) de los Ct por cada estuche de PCR, segun los genes
dianas detectados. Ademas, se calculé la mediana y el rango del intercuartil
(25-75) por cada gen diana/estuche, y las diferencias entre las medianas se
estimaron por la prueba la prueba no paramétrica de Mann-Whitney U. Los

valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
IV.7. Aspectos éticos de la investigacion.

El presente estudio se desarroll6 segun las normas de la Declaracion de
Helsinki y las Guias Eticas Internacionales para estudios biomédicos en sujetos
humanos (CIOMS, del inglés, Council for International Organizations of Medical
Sciences). En el presente estudio no se trabajara directamente con pacientes,
sino con ENF que forman parte de la vigilancia nacional de SARS-CoV-2 y
otros virus respiratorios del laboratorio. Se utilizaron los remanentes de
muestras que quedaron después de obtener el resultado de la vigilancia, y se

respeto la identidad de las mismas.
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Las buenas practicas se cumpliran estrictamente, junto con las medidas de
bioseguridad establecidas para el trabajo y manipulacion de muestras
bioldgicas siguiendo la Resolucion 38/2006 de la Comisién Nacional de

Seguridad Biologica.

Una vez culminada la investigacion se conservo la informacion en formato
digital e impreso, y los resultados se informaron a todo el personal involucrado
en la misma mediante actividades cientificas. Estd en curso informar a las
instancias pertinentes del MINSAP, para que los datos contribuyan a la toma de
decisiones, para la compra de estuches comerciales para el diagnostico
molecular de SARS-CoV-2. El documento se publicara en revistas de alto

impacto.

Este trabajo pertenece al proyecto: Estudio clinico-virologico de COVID-19 y
SARS-CoV-2, jefe del Proyecto: Dr.Cs Maria G. Guzman, codigo del proyecto:
2105027 y codigo del Comité de Etica para el proyecto: CEI-IPK 52-20.
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Figura IV.1: Flujograma de trabajo, para una mejor comprension de la presente

investigacion.

D614G y Delta (B.1.627)

Diluciones seriadas de las variantes:

Extraccion de ARN

Sensibilidad analitica de 5
pruebas de RT- PCR en
Tiempo Real

l

Seleccidn del estuche de
referencia (a partir del andlisis)

Comparacion de las pruebas de RT-PCR con el
estuche de referencia: Sensibilidad Clinica,
Especificidad Clinica, Concordancia

Tabla IV. 5: Operacionalizacién de las variables.

ENF de la vigilancia de SARS-

¢m| CoV-2 (seleccion de muestras

positivas y negativas)

VARIABLES TIPO ESCALA DESCRIPCION
Sensibilidad Cuantitativa 1-100 Capacidad del
analitica (%) continua procedimiento de prueba

de registrar pequefias
variaciones de la
concentracion
Especificidad Cuantitativa 1-100 Posibilidad del
analitica (%) continua procedimiento de medir el
analito, en una forma que
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esté libre de interferencias
por parte de otros
componentes de la
muestra que se esti
examinando (NC
376:2004, 3.1.36) (119)

Fecha de Cualitativo Octubre Mes del afio identificado

Diagnostico Noviembre en el modelo de recogida
( Ao 2021) de informacion

Grupo de estudio Viajero Contactos: Persona que

Sospechoso entre dos dias antes y 14

Contacto dias después del inicio de

los sintomas en un caso
Probable o confirmado ha
estado expuesta a una
persona con diagndstico
positivo a la COVID-19.
Sospechosos: Persona
que cumple los criterios
clinicos y epidemiolégicos.
Los primeros incluyen
aparicion subita de fiebre
y tos y otros sintomas
como: debilidad
generalffatiga, cefalea,
mialgia, dolor de garganta,
resfriado nasal, disnea,
anorexia/nauseas/vomitos,
diarrea, estado mental
alterado.

Viajero: persona que se
desplaza entre dos
lugares geogréficos
distintos por cualquier

motivo y duracion.
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION

V .1. Sensibilidad analitica de cinco estuches de RT-PCR con las cepas
D614G y Delta (B.1.617.2), para la deteccién del SARS-CoV-2

La segunda pandemia del siglo causada por el SARS-CoV-2, ha representado
una amenaza para la Salud Publica Mundial (30). Cuba no fue la excepcion, en
cuanto al comportamiento y transmisibilidad de las diferentes variantes. En
nuestro pais se produjeron varios picos pandémicos del virus, algunos
extremadamente severos, donde se identificé una tasa elevada de morbilidad y
mortalidad (111). El aumento exponencial de la incidencia de la COVID-19, ha
impuesto un nuevo paradigma sanitario, por lo que contar con métodos de
diagnosticos sensibles, precisos y eficientes constituye el pilar fundamental de

la vigilancia y control de esta entidad nosoldgica.

La actual pandemia de SARS-CoV-2, puso en evidencia la necesidad de
implementar diferentes estrategias diagndsticas. Una vez secuenciado el
genoma del nuevo Coronavirus, SARS-CoV-2, se dispone de diferentes dianas
genéticas para el desarrollo de sistemas de amplificacion los cuales se puede
utilizar en el diagnostico molecular del virus. La RT-PCR constituye la técnica
de referencia y puede encontrarse en diferentes formatos comerciales. En
general, la mayoria de ellas utilizan alguno de los tres genes siguientes: el gen
E, RpRd y el N. Segun la literatura, la sensibilidad o capacidad de deteccion del
SARS-CoV-2 varia dependiendo del gen amplificado (18, 120, 121).

Otro reto importante para los diagnosticadores moleculares han sido las
mutaciones que surgen en el virus como consecuencia de su ciclo evolutivo, lo
qgue ha originado diferentes variantes genéticas, que se agrupan en categorias
segun la evolucion de la pandemia: variantes de preocupacion, variantes de
interés y variantes bajo monitoreo. Estas tienen implicaciones clinicas, en la
transmisibilidad, virulencia, y representan un serio desafio para el diagndéstico y

la vacunacion.

En este estudio se utlizaron los siguientes estuches comerciales o
diagnosticadores STAT-NAT COVID-19 MULTI (Sentinel HK, Diagnostics,

37



Italia), STAT-NAT SARS-CoV-2 (Sentinel B Diagnostics, Italia), RIDA®GENE
(R-Biopharm, Alemania), GENESIG (Primerdesign LTD, UK) y SARS-CoV-2
(COVID-19 RdRp) (Tibmolbiol, Alemania) para la deteccion de SARS-CoV-2,
mediante la técnica de RT-PCR. Cada uno de ellos amplifica genes dianas
especificos del virus, algunos coinciden y otros incluyen mas de un gen a

amplificar.

Al evaluar los valores de Ct segun las diluciones de las cepas estudiadas y los
estuches de RT-PCR (Figura V.1), se obtuvo que los valores de Ct [11,47
(3,13-23,53) vs. 38,22 (24,13-40.00] incrementaron desde la cepa D614G pura
(4,7x  10° UFP/mL) hasta la dilucion 107 (0,47 UFP/mL). Similar
comportamiento tuvieron los valores de Ct [4,39 (2,95-27,98) vs. 40.00 (25,13
40.00)].para la cepa Delta, pura (2,1x 10° UFP/ mL) a la dilucién 107 (0,21
UFP/mL). No se observaron diferencias significativas entre las cepas por cada
dilucion (p>0,05). Como se observa en la Figura V.1 la imprecision en la
deteccién de las cepas se presenta a partir de la dilucién 10°, sin embargo
para el estuche RIDA®GENE (gen E) y el STAT-NAT SARS-CoV-2 (gen N) la
deteccion del SARS-CoV-2, se mantiene en mas del 90% de las réplicas hasta

la dilucién 10 para ambas cepas.

Al evaluar los valores de Ct de la cepa D614G, se detectd que la muestra pura
tenfa un Ct mayor con relacién a la diluida 10™ [11,47 (3,13-23,53) vs. 6,65
(4,62-20,79)], lo cual no fue estadisticamente significativo (p=0,1924). Esto ha
sido referido previamente en la literatura, ya que el efecto de concentraciones
altas de ARN viral produce incremento en los valores de Ct (122). Los Ct de los
sobrenadantes de las células no inoculadas fueron no detectables para todos
los ensayos evaluados, lo que confirma la especificidad analitica descrita por
los fabricantes. Ademas, los resultados se validaron, ya que en todas las
réplicas se obtuvo amplificacién con el gen del control interno. Al analizar las
curvas de amplificacion de las diferentes diluciones evaluadas, se observo la
caracteristica sigmoidal de las mismas en presencia de altas concentraciones
del ARN viral.
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Figura V.1: Distribucién de los valores de Ct segun las diluciones de las cepas
estudiadas y los resultados de la RT-PCR de los ensayos empleados.

En el grafico se muestra la mediana de los resultados por dilucién y las lineas
discontinuas representan los valores de Ct definidos como positivos segun los
ensayos (Ct<33 SARS-CoV-2 (COVID-19) RdRp, GENESIG, STAT-NAT
SARS-CoV-2; y Ct<35 RIDA®GENE, STAT-NAT COVID-19 MULTI).

A nivel mundial las pruebas de PCR han revolucionado el diagnéstico de las
enfermedades infecciosas, asi en el contexto de la pandemia de COVID-19 las
pruebas de un desempefio analitico y clinico elevado permitieron identificar
tempranamente los pacientes infectados. En general los genes dianas no
estructurales son los mas utilizados para el diagnostico molecular, tales como
los genes mas conservados o los mas expresados como el de RpRd y el gen N
(123)

En la Tabla V.1 se observa el comportamiento de los Ct por genes amplificados
segun los estuches y las cepas estudiadas, las medias de Ct mas bajas se
obtuvieron con el estuche STAT-NAT SARS-CoV-2 para los genes N, E vy
RpRd. Con la prueba STAT-NAT COVID-19 MULTI, que tiene como diana la
region ORF1b-RdRp, igualmente se obtuvieron valores medios de Ct <20. No
se observo diferencias entre los valores de Ct por genes amplificados, con

respecto a las cepas.
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Con relacion a las variantes estudiadas, la primera mutacion importante de la
cepa salvaje de SARS-CoV-2 Wuham se describid en marzo de 2020. Mas
tarde se informé que la variante DG14G, se convirtié en la forma dominante de
la pandemia en ese momento. La mutacion D614G se produjo en el gen Sy
condujo a un aumento de la transmisibilidad del virus, ya que los viriones que
portaban este cambio entraban a la célula hospedera por el receptor ACE mas
eficientemente, que los viriones que no presentaban la mutacién (124). Esta
variante se acompafa generalmente de 3 mutaciones la C>T en la UTR
(posicion 241 de la secuencia de referencia de Wuhan), una mutacion silente
C>T en la posicion 3,037; y la C>T en la posicion 14,408 que provoca un
cambio aminoécidico en la RdRp (RdRp P323L) (125).

Con respecto a la variante Delta (B.1.617) de SARS-CoV-2, esta incluye tres
subtipos (B.1.617.1, B.1.617.2 and B.1.617.3) y se identifico inicialmente en la
India en octubre del 2020, con cambios involucrados en la transmisibilidad, las
mutaciones se produjeron en el dominio N-terminal y en el gen S con las
sustituciones aminoacidicas T478K, P681R, y L452R (126). Por tanto, cabe
esperar que no existan diferencias entre los valores de Ct de los genes dianas
de los estuches de RT-PCR estudiados, segun las variantes como lo
demuestran estos resultados. Dado que segun Rahman y cols., describieron
gue las mutaciones dentro del gen N (no presentes en las cepas estudiadas)
son las que mas afectan la sensibilidad de las pruebas de RT-PCR para SARS-
CoV-2, como la mutacion Q289H que reduce significativamente el desempefio

de los estuches moleculares que poseen este gen diana (127).

A diferencia de la RT-PCR, en el caso de las tiras rapidas para la deteccion de
antigenos del SARS-CoV-2, se recomienda re-evaluar frecuentemente el
desempefio analitico de las mismas ante variantes de preocupacion con
cambios en el gen de la nucleocapside. Bayart y cols., demostraron que la
sensibilidad de las pruebas rapidas fue superior para la cepas Delta (70,0%-
92,9%, que no poseen mutaciones en el gen N), al comparar con la de Omicron
(BA.1y BA.1.1) (69.6%-78.3%) (128).
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Tabla V.1: Distribucidon de las medias y la desviacion estandar de los Ct segun

los genes que se detectan por cada estuche y las cepas de SARS-CoV-2

estudiadas.
VALOR CT
MEDIA (DE)
STAT-NAT Genesig Real-
VARIABLES RIDAGENE STAT-NAT SARS-CoV-2 ]
CovID-19 Time PCR
SARS-CoV2 SARS-CoV-2 RARP )
MULTI Coronavirus)
D614G | Delta | D614G | Delta | D614G | Delta | D614G | Delta | D614G | Delta
16,88
22,24 23,34 | 15,98 (
+
Gen E (= (= (=
4,22)
2,78) 2,87) | 3,23)
18,22 29,55 32,00
17,22
(= + +
RpRd (=
4,47) 2,39) 2,74)
3,77)
24,82 25,74
+ +
ORFlab
3,10) | 2,79)
18,51
18,91
ORFl1b- +
+
RdR 4,35
P 4,99) )
16,46
15,18 (
*
Gen N +2,44)
3,50)

Leyenda: Las celdas de los estuches estudiados que no amplifiquen los
mismos genes dianas se rellenaron con color amarillo.

Fuente: Datos calculados en el estudio

El diagndstico molecular del SARS-CoV-2, ha evolucionado desde la deteccion
de un solo gen diana (monoplex), hasta las RT-PCR multiples donde se
identifican m&s de un gen simultdneamente, lo cual disminuye el efecto de las
variantes en la sensibilidad y especificidad de las pruebas moleculares. En la
Figura V.2 se observa la comparacion de las medias de los Ct segun las cepas

y los genes amplificados. Como se observa solo se identificé diferencia
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significativa en el gen de la RpRd, amplificado por el estuche STAT-NAT
SARS-CoV-2 que mostré niveles mas bajo de Ct, al compararlo con el SARS-
CoV-2 (COVID-19) RdRp para ambas cepas D614G (p=0,0148) y Delta
(p=0.0289). En el resto de los genes amplificados por diferentes pruebas, no se

identifico diferencias significativas.

En el panel A de la Figura V.2 no se detectd diferencias significativas entre los
estuches; STAT-NAT SARS-CoV-2 con respecto al RIDA®GENE que tienen
como diana el gen E. El RIDA®GENE tuvo el valor de Ct mas elevado para la
deteccion del gen E (Tabla V.1), lo que pudiera ser compatible con una
eficiencia baja de su sonda y cebadores. Como se muestra en el panel B de la
Figura V.2, el estuche STAT-NAT COVID-19 MULTI se obtuvo la media méas
baja de Ct con relacion al GENESIG, y no se identifico diferencias
estadisticamente significativas entre las cepas y los genes amplificados por
estas pruebas. En tanto para el panel C, se detectd diferencias significativas
entre los estuches y para las cepas estudiadas D614G y Delta, con valores de
p=0,0148 y p=0.0289, respectivamente. Finalmente, en el panel D donde la
prueba STAT-NAT SARS-CoV-2 amplifica el gen N, las comparaciones se

hicieron entre las cepas y las cifras de Ct fueron similares.

La sensibilidad de los genes dianas amplificados en un estuche comercial de
diagnéstico molecular depende de la region a amplificar, disefio de los
cebadores y la optimizacion del ensayo (18). Corman y cols analizaron varias
secuencias del genoma viral relacionadas con el SARS y describieron tres
regiones que tenian secuencias conservadas: el gen RdRP, el gen E y el gen
N; los genes RdRP y E tenian una sensibilidad analitica alta para la deteccion
(3,6 y 3,9 copias por reaccion), mientras que el gen N presentaba una
sensibilidad analitica mas baja (8,3 copias por reaccién)(129). La ventaja de
utilizar cebadores y sondas de la nucleoproteina radica, en que se emplean
cebadores y sondas menos conservados pero mas sensibles que los utilizados
para otros genes; por lo que CHu y cols en un estudio recomiendan la
deteccién del gen N para el diagndstico y la confirmacién conjuntamente con el
gen Orflab (130).
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Figura V.2: Comparacion de las medianas de los Ct segun las cepas y los
genes amplificados por las pruebas empleadas.

Leyenda: Los valores de p se obtuvieron por la prueba de Mann-Whitney. A:
Gen E; B: Gen ORF1b+RdRp; ORFlab; C: Gen RpRd; D: Gen N.

La tasa de mutacion del virus también influye en la sensibilidad de los genes,
debido al déficit de la actividad de correctora de errores de la polimerasa del
virus (131). En el presente estudio el estuche STAT-NAT SARS-CoV-2 obtuvo
mejor sensibilidad y los resultados concuerdan con el estudio realizado por
Moré y cols. (132). Estos autores recomiendan utilizar estuches comerciales
gue amplifiguen mas de un gen diana (multiplex) como estuche de referencia

dado que, por posibles mutaciones de los CoVs en las regiones de union de
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cebadores y sondas, podrian no detectarse muestras positivas. El riesgo de
falsos negativos es mayor en las pruebas que tienen como diana un solo gen
viral, las que en ocasiones deben confirmarse por otro gen. Estos PCR
independientes podrian retrasar el tiempo de diagndstico, disminuyendo la
entrega temprana de los resultados; lo que genera un mayor consumo de

reactivos y consecuentemente el costo de la prueba.

No obstante, cabe destacar que el ensayo STAT-NAT SARS-CoV-2 es una RT-
PCR multiple, donde en un solo tubo de reaccién se amplifican 3 genes virales.
Por tanto, no podemos descartar que la sensibilidad de las sondas y cebadores
en la amplificacion de alguno de estos genes se comprometa, por la
competencia que se establece por los reactivos de la RT-PCR. Contrariamente,
Rua y cols. recomendaron que cuando existen concentraciones bajas del ARN
viral, es aconsejable utilizar un gen especifico, que presente mayor sensibilidad

para obtener buenos resultados (122).

En algunos estudios realizados por Li y cols (133) concluyeron que el gen E es
el mas estable, para estandarizar pruebas moleculares de CoVs; y el N y RARP
es util para confirmar los resultados. Estos autores plantearon que en el gen E,
hay una zona altamente especifica para el SARS-CoV-2; y un ensayo dirigido a

una sola diana podria favorecer la sensibilidad del estuche comercial.

Otros autores identificaron que una prueba de RT-PCR que tenga como diana
la region NSP14 del genoma del SARS-CoV-2, tuvo una sensibilidad y
especificidad de 100 % (97.4-100.0) y 98.7% (92.1-100.0) respectivamente; al
compararlo con un estuche de referencia que amplificaba los genes E y RdRp
(134).

Por tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos se procedi6 a utilizar el
estuche comercial STAT-NAT SARS-CoV-2 como prueba de referencia para
determinar las caracteristicas del desempefio clinico de los restantes
diagnosticadores. Ademas, Min y cols. en una evaluacion de tres estuches para
la deteccion del SARS-CoV-2, en los que incluyé el Sansure (China), STAT-
NAT SARS-CoV-2 (Sentinel B Diagnostics, Italy), y el de la Roche Biochem
(Switzerland), identific6 que la prueba mostro los mejores indicadores de

sensibilidad y especificidad clinica, con 150 muestras colectadas de pacientes
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sospechosos de COVID-19 en Bangladesh, cuando la variante Delta era
dominante (135).

V. 2. Determinar las caracteristicas del desempefio clinico de los estuches
de RT-PCR evaluados para la deteccion del SARS-CoV-2

Dada la disponibilidad de innumerables estuches comerciales en el mercado
internacional, para el diagnéstico molecular de SARS-CoV-2 y la necesidad de
contar con una prueba sensible y especifica se analizaron un total de 339
muestras clinicas provenientes de la vigilancia nacional de COVID-19, de las
cuales 110 fueron positivas y 229 muestras negativas empleando el estuche de
RT-PCR RIDA®GENE SARS-CoV-2. Estas muestras permitieron identificar las
caracteristicas del desempefio clinico de los estuches estudiados, tomando
como referencia la prueba STAT-NAT SARS-CoV-2 (Sentinel B Diagnostics,
Italy). En cuanto a la especificidad de los estuches, no se obtuvo reactividad
cruzada con las muestras positivas a otros virus respiratorios (Influenza,
parainfluenza y otros CoV OC43 y 229E).

La concordancia en general entre los cinco estuches fue buena, aunque el
estuche STAT-NAT COVID-19 MULTI presenté una concordancia y un indice
Kappa mayor, con relacion al resto de los estuches evaluados (Tabla V.2). Se
obtuvo un porcentaje elevado de sensibilidad con la prueba RIDA®GENE
(80,80%), una RT-PCR monoplex que amplifica en gen E viral. Mientras que,
los valores mas elevados de especificidad se detectaron con los ensayos
STAT-NAT COVID-19 MULTI (94,69%) y SARS-CoV-2 (COVID19) RdRP
(92,24%); cabe destacar que ambos RT-PCR tienen en comun que amplifican

el gen de RdRp.
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Tabla V.2: Desempefio clinico de los estuches comerciales estudiados
tomando como referencia la prueba STAT-NAT SARS-CoV-2 (Sentinel B
Diagnostics, Italy).

Estuches Se (%) (IC Es (%) (IC 95%) | Conc l. K (IC F.C
Comerciales 95%) (%) 95%)
(Neg./Neg.R)
(Pos./Pos.R)
STAT-NAT 76,60 94,69 89,67 0,72 Buena
COVID-19
MULTI (66,74-84,71) (91,10-97,14) (0,62-0,83)
(72/94) (232/245)
RIDA®GENE 80,80 86,12 84,66 0,63 Buena
(0,53-0,74)
(71,44-88,24) | (81,15-90,19)
(76/94) (211/245)
GENESIG 76,60 87,35 84,36 0,62 Buena
(66,74-84,71) | (82,52-91,24) (0,51-0,72)
(72/94) (214/245)
SARS-CoV-2 72,34 92,24 86,72 0,66 Buena
(COVID19)
RARP (62,15-81,07) | (88,15-95,27) (0,55-0,76)
(68/94) (226/245)

Leyenda: Sensibilidad (Se),

Especificidad (Es),

Concordancia (Conc.),

Muestras positivas por el estuche/ muestras positivas por la prueba de
referencia (Pos./Pos.R), Muestras positivas por el estuche/muestras positivas
por la prueba de referencia (Pos./Pos.R), Muestras negativas por el
estuche/muestras negativas por la prueba de referencia (Neg./Neg.R), indice
Kappa (1.K), Fuerza de la Concordancia (F.C.), Intervalo al 95% de Confianza

(IC 95%).

En general la comunidad cientifica ha informado que los estuches de RT-PCR
difieren considerablemente en su desempefio y validacion. Las concordancias
de los estuches evaluados con el diagnosticador de referencia fueron similares
a las identificadas en otras investigaciones, las que oscilaron de 0,55-0,72 con
pruebas que amplifican el gen E, RdRp y N (136). Gdoura y cols., detectaron
que el estuche que presenta como diana el gen E (Charité, Berlin), tuvo una
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concordancia buena con el protocolo de RT-PCR que amplifica el gen de la
RdRp (Berlin, Alemania) (coeficiente Kappa=0,73) de la Universidad Hong
Kong; dirigido al gen N (coeficiente Kappa=0,71). Sin embargo, esta
concordancia fue casi nula para la amplificacion del gen N con el estuche
DAAN Gene® (123, 137). Esto sugiere que el diseiio de los cebadores y las
sondas pudiera influir en la sensibilidad y especificidad de los estuches
comerciales; aunque se amplifigue el mismo gen. Resultados similares se
obtuvieron con el diagnosticador GENESIG (Primerdesign LTD, UK), que
amplifica el gen Orflab, el cual presentdé mejor desempefio clinico al

compararlo con otros estuches que amplificaban gen E y N (138)

Los resultados corroboran una mayor especificad de las pruebas moleculares
gue amplifican el gen RdRp, que en varios laboratorios se utilizan como
confirmatorias de los estuches que amplifican un solo gen del SARS-Cov-2.
Durante esta pandemia producida por el SARS- CoV-2 y la concurrente
aparicion de las variantes del virus, jug6é un papel incuestionable la validacion
de los métodos moleculares de RT-PCR. Estas pruebas deben ser sensibles y
especificas, de forma tal que garantice un diagnostico rapido y certero de la
infeccion viral. Esto condiciona, un mejor manejo clinico del paciente y
consecuentemente la aplicacion de un tratamiento oportuno, lo cual evitaria el

uso indiscriminado de antibi6ticos.

La importancia de la presente investigacion radica en que permitié evaluar los
indicadores de desempefio de diferentes estuches comerciales para el
diagnéstico molecular de SARS- CoV-2, y de esta forma seleccionar entre
estos un estuche de referencia para perfeccionar el diagnostico y las

investigaciones relacionadas con esta infeccion viral.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Las cepas D614G y Delta estudiadas pueden emplearse para la

evaluacioén de los 5 cinco estuches comerciales de RT-PCR evaluados.

La sensibilidad analitica y eficiencia del STAT-NAT SARS-CoV-2 para la
amplificacion del gen de la RdRp, es superior al estuche SARS-CoV-2
RdRp.

El STAT-NAT SARS-CoV-2 presenta una sensibilidad analitica superior
al resto de los estuches empleados, por lo que puede usarse como
prueba de referencia para evaluar el desempefio clinico del resto de los

estuches estudiados.

Los estuches de RT-PCR STAT-NAT COVID-19 MULTI, RIDA®GENE,
GENESIG y SARS-CoV-2 (COVID19) RdRP presenta una concordancia
buena con la prueba de referencia, por lo que pudieran considerarse

como alternativas para el diagnéstico del SARS-CoV-2.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

o Utilizar el estuche STAT-NAT SARS-CoV-2 como referencia para la
evaluacion de futuros estuches comerciales, que se incluyan en el

algoritmo diagnéstico del LNRVR.

» Evaluar el desempefio analitico de las pruebas estudiadas con otras
variantes de SARS-CoV-2.

* Proponer a la industria Biofarmacéutica que en las producciones de
estuches nacionales para el diagnostico molecular del SARS-CoV-2, se
incluyan genes que proporcionen mejor sensibilidad analitica, los cuales

se identificaron en el presente estudio.
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