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“En el silencio del laboratorio, la batalla contra los invisibles

se libra con valentia y precisiéon”

Erica Ollmann Saphire
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Sintesis

La implementacion de la RT-PCR para el diagnéstico molecular de SARS-CoV-2 se
centrd en dos principios fundamentales, la adaptabilidad y la escalabilidad. Se realizé
una Investigacion en Sistemas y Servicios de Salud en el Laboratorio de Biologia
Molecular del CPHEM de Villa Clara en conjunto con el Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri" entre marzo de 2020 y mayo de 2023, para evaluar la implementacion
y el impacto del diagndéstico molecular del SARS-CoV-2 en el enfrentamiento a la
pandemia de COVID-19 en la provincia Villa Clara. El ensayo de RT-PCR mostr6é una
sensibilidad y especificidad de 98,09% y 98,77%, respectivamente. El indice de
Kappa de Cohen fue de 0,9414, lo que evidencido excelente concordancia
interlaboratorio. Se confirmaron 60 141 casos, a partir de los que se realizé la
vigilancia prospectiva que permitié identificar conglomerados activos emergentes y
optimizar recursos sanitarios. La vigilancia gendmica identifico la circulacion de las
variantes genéticas D614G, Beta, Delta y Omicron en la provincia. Los valores mas
bajos de ciclo umbral se obtuvieron con la variante Delta (p=0,006) en pacientes
graves y criticos (p=0,014). El diagnéstico molecular mediante RT-PCR con un
enfoque multidimensional demostré ser un método valido y robusto para el

enfrentamiento a la pandemia.
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INTRODUCCION



[.Introduccién

A finales de diciembre de 2019 aparece un nuevo coronavirus nombrado Sindrome
Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2), causante de la enfermedad por
coronavirus (COVID-19) (-3),

La propagacion rapida y progresiva de la enfermedad en China, en paises de Asia,
Oriente Medio, América, Oceania y Africa, hizo que la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la declarara como una emergencia de salud publica internacional y el
11 de marzo de 2020, como una pandemia 4-245),

Esta enfermedad no es la primera causada por un coronavirus, pero, sin dudas, es la
mas grave ©). Esto reafirma el hecho de que las enfermedades virales contindan
surgiendo y son de manera constante una amenaza para la salud publica ). La OMS
advirti6 en 2018, con la recurrencia de epidemias provocadas por zoonosis, la
probabilidad de una nueva ola de infecciones y postulé la posible aparicion de una
enfermedad X que en este caso resulté ser la COVID-19 (79,

Su agente causal se identificé en China el 8 de enero de 2020, perteneciente al
orden Nidovirales, a la familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae, género
Betacoronavirus (linaje B). Tiene forma esférica, con una envoltura lipidica doble y
proteinas espiculares @);su genoma de Acido Ribonucleico (ARN) codifica para
proteinas estructurales y no estructurales que son utilizadas como dianas en ensayos
moleculares 9.

El SARS-CoV-2 se considera un recombinante entre el coronavirus del murciélago y
un coronavirus de génesis desconocida, quizas del pangolin. A pesar de su origen
zoondtico, logré una transmisién eficiente y sostenida en el hombre, que se convirtié
en el reservorio principal y en la fuente de infeccion (11,

A partir del reporte de los primeros casos en China, en apenas diez dias se obtuvo la
primera secuencia completa del genoma del virus que se publico en la base de datos

GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data Platform), lo que aporté

informacion para el disefio de métodos diagndsticos, de farmacos y de vacunas (12,
Este virus evolucioné a diferentes variantes genéticas que circularon por todo el
mundo. El genoma de SARS-CoV-2, acumula una tasa de mutaciones estimada

entre 107%-107* por ciclo replicativo. Las mutaciones que afectan el gen que codifica
1



el antigeno espicular, seleccionan variantes con alteraciones en su capacidad
infectiva, potencial patogénico y resistencia a los anticuerpos neutralizantes 13

El virus original de Wuhan-Hu-1, fue sustituido por la variante D614G, que predominé
a nivel global durante el 2020. Los estudios de caracterizacion molecular reportaron
la emergencia, de manera progresiva, de otras variantes, algunas de ellas con mayor
potencial pandémico debido a su alta transmisibilidad, el incremento de la severidad
o la reduccion en la respuesta inmune frente a la infeccién natural o a las vacunas
(12,14.15) Esto condujo a que las variantes de SARS-CoV-2 se clasificaran en cuatro
tipos: variantes de gran consecuencia (VOHC), variantes de preocupacion (VOC),
variantes de interés (VOI) y variantes bajo monitoreo (VBM) (16.17),

Hasta agosto de 2023, se registraron aproximadamente 769 millones de casos, con
siete millones de muertes en el mundos segun datos de la OMS, de las cuales 5 272
ocurrieron en China (8).En la regién de las Américas se acumularon de 193 millones
de casos y aproximadamente tres millones de fallecidos (9. Estados Unidos
encabeza el listado de paises con mas numero de muertes(1,2 millones), seguido de
Brasil (704 795) (18),

A nivel subregional los casos de COVID-19 se incrementaron en el Caribe e Islas del
Océano Atlantico en 2023 (9 .Cuba al cierre de diciembre de 2023, procesé 14 396
562 de muestras, de ellas 1 115 183 positivas con 8530 fallecidos,segun reporte del
Ministerio de Salud Publica (Minsap) 9.

Desde que se pronosticé la llegada del nuevo coronavirus al continente americano, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) definié los lineamientos para la
deteccién y el diagnostico de la infeccion por el virus mediante la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa con Reverso Transcripcion (RT-PCR) en tiempo real y
recomendd, a sus estados miembros, garantizar su identificacion oportuna, enviar
las muestras a los laboratorios nacionales o de referencia, asi como implementar
protocolos y ensayos para la deteccion molecular del SARS-CoV-2 @b Las
herramientas moleculares para el diagndstico y monitoreo de las infecciones virales
alcanzaron un desarrollo vertiginoso en las dltimas décadas,en patrticular, el disefio y
perfeccionamiento de técnicas basadas en la amplificacion de &acidos nucleicos,

como la PCR en tiempo real %2,



La OMS desarroll6 protocolos sensibles y especificos para la deteccion del SARS-
CoV-2. Los mismos incluyen la recoleccion de muestras, la extraccion del material
genético y la amplificacibn mediante la RT-PCR en tiempo real, asegurando
resultados confiables y rapidos. También proporcioné directrices sobre la
implementacion de medidas de control de calidad para garantizar la consistencia y
exactitud de los resultados @3,

La RT-PCR puede detectar cantidades infimas del patdégeno, bastando de cinco a
diez copias de ARN para que sea positiva. Su rapidez la hace mas eficiente,
aumentando la capacidad diagndstica de los laboratorios 2425, Ademas, proporciona
un valor denominado ciclo umbral (Ct); que posibilita evaluaciones semicuantitativas
de las concentraciones de acidos nucleicos en la muestra (26-28),

La evaluaciéon de la RT-PCR para el diagnostico de SARS-CoV-2, debe realizarse
antes y después de su aplicacién pues la precision diagnostica de una prueba no es
una propiedad invariable @9,

El manejo de la pandemia implic6 un enorme esfuerzo de los equipos de salud en
todo el mundo, que vieron sobrepasadas sus capacidades ©9.Esta situacion afecto el
quehacer de los laboratorios de microbiologia, en general, y mas aun, de los
laboratorios de biologia molecular, a partir de un incremento sin precedentes en la
historia de los exdmenes de diagndstico etioldgico.

Debido a esto, cientos de técnicas moleculares para SARS-CoV-2 obtuvieron la
autorizacion de uso de emergencia de la Administracibon de Alimentos vy
Medicamentos (FDA), sin que se sometieran a la evaluacion rigurosa que el proceso
de aprobacion requiere GD,

En Cuba, desde que se conocid la situacién que se produjo en China, el Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica del Minsap, alerté sobre las consecuencias y elabor6 un
Plan de Accion Nacional para el enfrentamiento a la pandemia, aprobado por el
gobierno, el 30 de enero 2020.Posteriormente se cred un grupo temporal de trabajo,
encabezado por el presidente de la republica y el primer ministro, para darle
seguimiento y control a la ejecucion de las acciones y medidas aprobadas (2 Este

grupo realizé adecuaciones al plan en dependencia de cada situacion que aparecio.



El diagndstico molecular de SARS-CoV-2, en Cuba fue centrado por el Instituto de

Fell

Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), institucién lider en el manejo y capacitacion de
las enfermedades infecciosas y tropicales, y en la capacitacion de los especialistas
para su diagnostico y enfrentamiento.

A partir de este momento el Laboratorio Nacional de Referencia de Influenza y otros
Virus Respiratorios del departamento de Virologia del IPK (LNR-IVR-IPK) comienza
la fase preparatoria y capacita a los profesionales de tres Laboratorios de Biologia
Molecular (LBM) del pais: La Habana, Villa Clara y Santiago de Cuba, que contaban
con las capacidades diagnésticas para la implementacion y deteccidén de este agente
infeccioso a través de la RT-PCR en tiempo real.

El 11 de marzo de 2020, coincidiendo con la declaracion de pandemia por la OMS,
se reportaron los primeros casos confirmados en Cuba en tres turistas italianos. El
diagnastico etioldgico se realizé en el IPK (3).

En el aio 2020 la provincia de Villa Clara contaba con un LBM en el Centro Provincial
de Higiene Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM), fundado en 2018, como parte
del proyecto sectorial de Fortalecimiento y Desarrollo de la Microbiologia Molecular
en Cuba, lo que convirtid a la institucion en un centro con tecnologia de avanzada en
la regiébn central del pais. Esto posibilit6 una mejor vigilancia microbiolégica y
epidemioldgica con respuesta oportuna a brotes, epidemias y pandemias.

A pesar de contar con plataformas de diagndstico molecular, la transformacion del
laboratorio se convirtid en una prioridad urgente en funcién de desarrollar y optimizar
las técnicas diagnosticas adecuadas para asegurar la cantidad, calidad y la deteccion
rapida y precisa del virus en la provincia, lo cual permitiera el enfrentamiento a la
pandemia de manera eficaz.

En este contexto pandémico surge el siguiente problema cientifico:

I.1.Problema cientifico:

El diagndstico molecular de SARS-CoV-2 no estaba implementado para enfrentar la
emergencia sanitaria que representé la pandemia de COVID-19 en la provincia de
Villa Clara.



[.2.Hipo6tesis:

Si se implementa el diagnostico de SARS-CoV-2 mediante RT-PCR en el Laboratorio
de Biologia Molecular del CPHEM de Villa Clara, entonces se mejorara la
confirmacion etiologica de casos, contribuyendo a una adecuada vigilancia clinica,

virologica y epidemioldgica.

[.3. Objetivos:

General:

Evaluar la implementacion y el impacto del diagndstico molecular del SARS-CoV-2

en el Laboratorio de Biologia Molecular (LBM) del CPHEM de Villa Clara durante el

enfrentamiento a la pandemia de COVID-19 entre marzo de 2020 y mayo de 2023.

Especificos:

1. Determinar los indicadores de desempefio diagnéstico de la RT-PCR en muestras
procesadas por el LBM de Villa Clara, marzo de 2020 y mayo de 2023.

2. Establecer la relacion entre los resultados del diagnéstico molecular y las
variables clinico- epidemioldgica para definir patrones en la vigilancia integrada
frente a la pandemia de COVID-19 en Villa Clara.

3. Identificar la frecuencia y distribucion temporal de variantes gendémicas, linajes y
mutaciones clave en la vigilancia gendémica del SARS-CoV-2 para casos
confirmados en el LBM de Villa Clara.

I.4. Novedad cientifica:

e La introduccion por primera vez en la provincia Villa Clara del diagndstico
molecular del SARS-CoV-2 en respuesta a la emergencia sanitaria nacional e
internacional.

e Se evaluan los indicadores de desempefio de la RT-PCR en el diagnostico
molecular de SARS-CoV-2. en la provincia Villa Clara.

e Se implementa por primera vez en Cuba la vigilancia prospectiva, a partir de los
casos confirmados por RT-PCR de SARS-CoV-2, para la estratificacion de riesgo
y la toma de decisiones microbioldgicas de forma proactiva.

e Se muestran los resultados de la vigilancia gendmica al identificar las variantes

circulantes y las mutaciones con efectos bioldgicos potenciales en Villa Clara.
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Se realizé por primera vez en la provincia Villa Clara el estudio filogenético a
partir de muestras secuenciadas, para mejorar la comprension de la dinamica del

virus y optimizar las estrategias de control.

[.5.Valor tedrico y practico:

Se analiza de forma integral el diagnostico molecular del SARS-CoV-2 con un
enfoque multidimensional en la provincia Villa Clara.

Se confeccionan y actualizan los manuales de procedimientos normativos de
operaciones, de forma que sirvan como modelo para utilizar en la red de
laboratorios de biologia molecular en el pais, ante otras situaciones emergentes.
Se obtienen los conocimientos necesarios sobre el diagndstico molecular y su
valor cientifico, comprobado en la practica, ante un evento de magnitud
pandémica.

Contribuye al desarrollo de la vigilancia gendmica mediante la identificacién de
subgrupos de mutaciones con efectos biolégicos potenciales, segun las variantes
circulantes en la provincia Villa Clara durante la pandemia.

Fortalecimiento de las capacidades diagndsticas y el perfeccionamiento del
diagnéstico molecular, estableciendo fundamentos solidos que impulsan el
desarrollo de futuras lineas de investigacion en este Ambito.

Los resultados mostrados en esta investigacion forman parte de siete
publicaciones, 10 presentaciones en seis eventos cientificos y estan
incorporados en dos Tesis de Terminacion de la Especialidad de Microbiologia.
Ademas, posee reconocimientos entre los que se destacan Premio CITMA 2022
a la innovacion tecnolégica a nivel provincial, Premio a la Excelencia en
investigacion Cientifica Dr. Oscar Cafiizares Luna In Memoriam 2023 y Premios

Forum Provincial de Ciencia y Técnica 2022 -2023 Anexo 1.

|.6.Valor social:

La deteccion rapida y precisa del SARS-CoV-2 y su integracion a la vigilancia clinica-

epidemiologica en la Provincia Villa Clara, contribuyéo de manera significativa a la

mitigacion del impacto sanitario y social de la pandemia.
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Il. Marco Tedrico
II.1. Aspectos viroldgicos, epidemioldgicos y clinicos de la COVID-19

Los coronavirus son un grupo de virus de &cido ribonucleico (ARN) de cadena
simple, en sentido positivo con una envoltura de lipidos que tiene proyecciones
denominadas glicoproteinas. Entre los virus de ARN, contiene el genoma mas
grande, de 26 a 32 kilobase (Kb). Pertenecen taxondmicamente al reino de los
Riboviria orden Nidovirales familia Coronaviridae ©43) que comprende dos
subfamilias: la Letovirinae y la Orthocoronavirinae ©¢437),

En base a sus estructuras genéticas y relaciones filogenéticas, la subfamilia
Orthocoronavirinae se clasifica en cuatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus, en 23 subgéneros y 37
especies, gue se caracterizan por su extraordinaria plasticidad genémica, debido a
las mutaciones puntuales que presentan (637.38) Se identifican siete tipos de
coronavirus que infectan a los humanos, siendo el SARS-CoV-2 el séptimo tipo
identificado @ 39),

El género Betacoronavirus contiene la mayoria de los coronavirus y se subdivide en
cuatro linajes: (A, B, C y D) ©8 El SARS-CoV-2 pertenece al linaje B, subgénero

Sarbecovirus, y especie Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Grave (39,

[1.1.1. Bases moleculares y genéticas del SARS-CoV-2

Las imagenes de microscopia electronica de transmision de la particula virica del
SARS-CoV-2 muestran una apariencia de una corona solar, de ahi el nombre de
coronavirus. Presenta una morfologia esférica con un didmetro que varia desde 60
hasta 140 nm, contiene espiculas de 8 a 12 nm de longitud, aproximadamente. La
estructura del virién contiene un genoma (ARN) incluido en la nucleocapside y una
envoltura externa. El genoma viral esta asociado con la proteina de la nucleocapside
(N), la cual, se halla fosforilada e insertada dentro de la bicapa de fosfolipidos de la
envoltura externa, donde se proyectan las proteinas estructurales principales,
denominadas espicula (S), proteinas de membrana (M) y proteinas de envoltura (E),

ademas de la hemaglutinina esterasa (HE) 7 40.41),



La glicoproteina S es la encargada de actuar como ligando para la adsorcion del
virus al epitelio respiratorio de la célula hospedera @, la proteina M es una
glicoproteina transmembrana que ayuda a mantener la curvatura de la membrana y
permite la unién con la nucleocapside. La proteina E hace posible el ensamblaje y la
liberacion del virus. La proteina N forma parte de la nucleocapside y se une al
material genético viral 742, La proteina HE se halla solo en algunos Betacoronavirus
y su actividad esterasa facilita la entrada del virus en la célula hospedera, ademas de

ayudar en su propagacion (Figura.1) G43),

------ Spike (S)

= Envoltura (E)

----- Nucleocapside (N)
<= = = = Hemaglutinina Esterasa (HE)

<= = = Membrana (M)

Figura 1. Forma y estructura del virion de SARS-CoV-2. Particula virica de SARS-
CoV-2 que posee una nucleocapside compuesta por RNA gendémico asociado a la
proteina (N), cubierto por una envoltura externa de proteinas estructurales
principales (S), (M) y (E) y proteinas accesorias como (HE) 343),

El genoma del SARS-CoV-2 tiene aproximadamente 30 kb, y es una hebra no
segmentada de ARN monocatenaria de polaridad positiva ©). Incluye 15 marcos de
lectura abierta (ORF) entre el coddén de inicio de la traduccion y el codén de
terminacion, que codifican 29 proteinas estructurales, no estructurales y accesorias
(44,45)

En los dos tercios proximos al extremo 5° terminal de su genoma, se encuentran los
ORFla y ORF1b, que codifican las poliproteinas la (ppla) y lab (pplab),
respectivamente.El genoma del virus codifica ademas dos cisteinas proteasas, una
proteasa similar a la papaina (PLpro), o proteina no estructural 3 (nsp3) y una

proteasa similar a 3C (3CLpro), o nsp5. Estas proteasas escinden pplay pplab para
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generar 16 proteinas no estructurales (nspl-16) que conforman el complejo viral
replicasa-transcriptasa.

En el tercio préximo al extremo 3’, se encuentran los ORFs que codifican a las
proteinas estructurales y los ORFs 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8, 9a, 9b y 10 que codifican a
las proteinas accesorias (“6).

La nspl2 es una proteina no estructural RARp, componente clave de la replicacion-
transcripcion del SARS-CoV-2. Cabe destacar que el RdRp es uno de los blancos

empleados en el diagnostico confirmatorio molecular ).

‘ ORFib ORFTa |
r

ORF1a ' !
S WJ%I I N
RdRp Hol AL L

= Poo s np12 | napts 'mu}\;ot#mpu oéi
o[ [ s s ot sl e ™ s

NTD | RBD| 501507 In HRY HR2ZTM
Furin TMPRSS2

Figura 2. Diagrama esquematico del genoma del SARS-CoV-2. Adaptado de Zhang
et al. Molecular mechanism of interaction between SARS-CoV-2 and host cells

andinterventional therapy “5 47),

La proteina S estd formada por dos subunidades: S1 que presenta el péptido de
sefial, dominio de unién al receptor (RBD), subdominio 1 (SD1) y subdominio 2
(SD2). En la subunidad S2 de fusion de la membrana se encuentran el péptido de
fusion (FP), repeticion de heptada 1 (HR1), repeticion de heptada 2 (HR2) y la

proteina de transmembrana (TM) “6),

I1.1.2. Ciclo replicativo y mecanismos de patogénesis de SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se une a la ECA2, receptor celular especifico para la glicoproteina
espicula (S) del virus ©“849)  La entrada del virus al citoplasma se realiza por
endocitosis ©9, uniéndose a vesiculas &cidas que permiten la liberacion de la
nucleocapside “9. Posteriormente, el ARN gendmico viral liberado en el citoplasma
inicia su proceso de replicacion, actuando como un ARNmM. Las proteinas
estructurales se sintetizan asociadas al reticulo endoplasmatico 154, La maduracion

ocurre en el complejo de Golgi, de alli viajan hasta la membrana citoplasmatica por
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donde son secretadas por exocitosis y se libera la particula de SARS-CoV-2 madura
(52,53).

La hipotesis propuesta sobre la patogénesis de la infeccion por SARS-CoV-2 en
humanos, postula que el virus podria pasar a través de una membrana mucosa,
particularmente de la laringe y la mucosa nasal, e ingresar a los pulmones a través
del tracto respiratorio. El virus puede ingresar al torrente sanguineo desde los
pulmones y luego causar viremia. Después de eso, el virus atacaria los 6rganos
diana, por ejemplo, corazén, pulmon, rifién y tracto gastrointestinal 54,

Las células caliciformes formadoras de moco y el epitelio ciliado de la nariz contienen
la proteina ECA2, por lo que parece muy razonable, que la infeccién primaria y la
replicacion del virus ocurra en la nariz 9,

La ECA2 es una proteina transmembrana responsable de la conversion de
angiotensina | en angiotensina Il, que tiene un papel importante en la homeostasis y
en la respuesta proinflamatoria ©4),

Sin embargo, es cierto que la unidon de la proteina S al receptor ECA2 no es
suficiente para la infeccién, se requieren de otras proteinas celulares ©%, como la
proteasa transmembrana de subtipo de serina 2 (TMPRSS2), la proteasa celular
furina, la neuropilina-1 (NRP1) ©556) y otros receptores propuestos como posibles
vias alternativas de entrada o factores auxiliares, como el GRP78 (BiP) a nivel
pulmonar, o el CD147 en el tejido nervioso “7),

La expresion y distribucién de los receptores ECA2 regulan el tropismo del virus a los
distintos tejidos, como también su patogenia ®). Estos receptores abundan en el
tejido pulmonar y en las células epiteliales alveolares tipo 2, también en monocitos,
macrofagos, células endoteliales, enterocitos del intestino delgado y neuronas, lo que
ayuda a comprender mejor las rutas de infeccion y manifestaciones clinicas de la

enfermedad (4957,

[1.1.3. Dinamica de la respuesta inmune

Existen diversos factores que intervienen en la cinética de la respuesta inmune: la
activacion del sistema inmune innato (monocitos, macrofagos tisulares y células
dendriticas residentes en la mucosa nasofaringea), la activacion del complemento

por la via de las lectinas. Este representa un sistema explosivo, letal e inmediato
10



para la defensa frente a SARS-CoV-2, produciendo grandes cantidades de C3a y
Cb5a que inflamaran los pulmones y reclutardn méas células, monocitos y neutrdfilos al
tejido pulmonar. Otro factor que interviene es la activacion de linfocitos T helper (Th)
CD4+/ CD8+ aberrantes, asi como niveles elevados de Interleuquina-6 y otras
citoquinas proinflamatorias (8-62),

Los linfocitos T CD4+ contribuyen a la respuesta adaptativa general estimulando los
linfocitos T CD8+, mediando, tanto las respuestas inmunitarias celulares y por
anticuerpos duraderas, como el desarrollo de poblaciones de células de memoria.
Las células T CD4+ se activan rdpidamente en células Th secretoras de factor
estimulante de las colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) (Thl), que activan
los monocitos CD14+ CD16+ con alta expresion de IL- 6 para acelerar la inflamacion.
Las células Th 17 producen Interleuquina-17 para reclutar ain mas monocitos,
macrofagos y neutrdfilos, y estimular la liberacion de citoquinas, conocido como
sindrome de liberacién de citoquinas (CRS) ¢,

Las principales citoquinas implicadas en la patogénesis del CRS incluyen la IL-6, la
IL-10, el interferdn, la proteina quimiotactica de monocitos 1 y otras citoquinas como

el factor de necrosis tumoral y las Interleuquinas 1-8 (5859,

[1.1.4. Procesos fisiopatoldgicos, clinicos e historia natural de la enfermedad

La COVID-19 es el resultado de dos procesos fisiopatoldgicos interrelacionados:

a) Efecto citopatico directo resultante de la infeccidén viral, que predomina en las
primeras etapas de la enfermedad (©3),

b) Respuesta inflamatoria no regulada del hospedero, que predomina en las uUltimas
etapas de la enfermedad ©3).

La superposicion de estos dos procesos fisiopatoldgicos se traduce fenotipicamente
en una evolucion en tres etapas de la enfermedad:

a) Estadio | (fase temprana): es el resultado de la replicacion viral que condiciona el
efecto citopatico directo y la activacion de la respuesta inmune innata, y se
caracteriza por la estabilidad clinica con sintomas leves (tos, fiebre, astenia, dolor de
cabeza, mialgia) asociados con linfopenia y elevacion de d-dimeros y lactato

deshidrogenasa 3.
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b) Estadio Il (fase pulmonar): resulta de la activacion de la respuesta inmune
adaptativa que conlleva a una reduccién de la viremia, pero inicia una cascada
inflamatoria capaz de causar dafio tisular, y se caracteriza por un empeoramiento de
la afeccion respiratoria (con disnea) que puede condicionar la insuficiencia
respiratoria aguda, asociada con empeoramiento, linfopenia y elevacion moderada
de la proteina C reactiva y transaminasas 6364,

c) Estadio Ill (fase hiperinflamatoria), caracterizado por insuficiencia multiorganica
fulminante, con empeoramiento del compromiso pulmonar, resultado de una
respuesta inmune no regulada, que condiciona un sindrome de tormenta de
citoquinas (63:64),

La severidad clinica de la COVID-19 se divide en cinco grupos, cada uno con sus
caracteristicas clinicas particulares ©4):

1. Asintomatica: sin clinica aparente ni cambios imagenolégicos pulmonares, pero
con RT-PCR positivo.

2. Leve: sintomas confinados al tracto respiratorio superior, en los que se incluye:
fiebre, malestar general y tos. Sin cambios imagenoldgicos y RT-PCR positivo.

3. Moderada: pacientes con signos de neumonia, cambios imagenoldgicos y RT-PCR
positivo.

4. Severa: en reposo se contacta disnea y frecuencia respiratoria = 30
respiraciones/min, saturacién de oxigeno < 93% o indice PaFi < 300 mmHg. Las
lesiones imagenoldgicas progresan > 50% en un lapso de 24 — 48 horas y RT-PCR
positivo.

5. Critica: progresion rapida de la enfermedad, acompafiada de fallo respiratorio,

necesidad de ventilacion mecéanica, choque o fallo multi-organico y RT-PCR positivo.

[1.1.5. Epidemiologia de la COVID-19

El SARS-CoV-2 se transmite facilmente de persona a persona, mediante las gotas
gue se esparcen cuando un portador tose, estornuda, o a través de las exhalaciones
normales. Estas gotas pueden viajar hasta un metro e infectar directamente a otro
individuo, también pueden depositarse sobre las manos o superficies inanimadas y
cuando el individuo sano hace contacto con estas gotas, si lleva sus manos a los

0jos, la boca o la nariz, queda infectado 6567,
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El tiempo en que el virus es viable en aerosol es de tres horas, mientras que en el
plastico y en el acero inoxidable permanece hasta 72 horas. Se encontré que en el
cobre y superficies de cartdbn puede estar viable hasta cuatro y ocho horas,
respectivamente 7). El virus es sensible al alcohol al 70%, hipoclorito de sodio al
0,1% y perdxido de hidrégeno al 0,5% ©7).

El periodo de incubacion de la COVID-19 tiene una media de cinco dias, con un
rango de uno a 14 dias @52, Los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) de Atlanta, Estados Unidos, exponen que los sintomas
ocasionados por la infeccibn con SARS-CoV-2 aparecen entre dos a 14 dias tras la
exposicion al virus 8, La transmisibilidad o periodo de infectividad comienza entre
24 a 48 horas antes del inicio de los sintomas y dura hasta los dias siete al nueve
desde el inicio de estos 7).

La transmisidon presintomatica es probablemente muy comuin y se ha llegado a
plantear que todas las personas que desarrollan la COVID-19 en algin momento,
fueron presintomaticos con posibilidades de contagiar y transmitir el virus desde 48
horas previas a la aparicion de las manifestaciones clinicas ¢, En los casos
asintomaticos, el virus podria propagarse, por un periodo de mas de 14 dias ©6).
Generalmente, una persona no transmite el virus 10 dias después de la resolucion de
los sintomas (69-71),

[I.2. Diagnostico molecular del SARS-CoV-2

La prueba de referencia sugerida por la OMS para la deteccién del SARS-CoV-2 es
la RT-PCR en tiempo real (7273, Un aspecto clave en el rendimiento de la RT-PCR es

la colecta de muestra (7479,
[1.2.1. Recoleccion, transporte y conservacion de las muestras clinicas

Las muestras deben ser colectadas por un personal capacitado y teniendo en cuenta
todas las medidas de bioseguridad, incluido el uso de los equipos de proteccion
personal, adecuados para las precauciones estandares, de contacto y de transmision
aérea (™>79)_ |a recoleccion de la muestra debera cumplir con los mejores estandares

de calidad ("8, teniendo en consideracion los siguientes elementos:
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1.- Tiempo para el establecimiento de diagnéstico. El virus del SARS-CoV-2 puede
detectarse inicialmente en muestras de exudado nasofaringeo uno a dos dias antes
del inicio de los sintomas y persiste durante siete a 12 dias en casos moderados
(7578) y hasta 20 dias (0 mas) en muestras del tracto respiratorio inferior, como el
esputo, el aspirado traqueal, y el lavado broncoalveolar ().

2.- Recoleccion de las muestras de SARS-CoV-2. Las muestras mas recomendadas
son los hisopados nasofaringeos y orofaringeos. También son utiles las muestras del
tracto respiratorio inferior, incluidos el esputo, el lavado broncoalveolar y el aspirado
traqueal (7).

El virus se ha detectado, ademas, en otros tipos de muestras, como tejido pulmonar
en personas fallecidas, saliva, heces y sangre; sin embargo, la dindmica viral en
estas muestras no se ha caracterizado completamente (73,

El exudado nasofaringeo tiene un procedimiento de recoleccién bien establecido
(78.79) Solo se deben usar hisopos de dacron, flocados o de poliéster. No esta
recomendado el uso hisopos de alginato de calcio, algodén o hisopos con ejes de
madera, ya que pueden contener sustancias que inactivan el virus o inhiben las
pruebas moleculares (79).

3.- Transporte. El hisopo se debe colocar en un tubo, de preferencia con medio de
transporte viral, que se compone de soluciones que incluyen sales, proteinas,
antibioticos y agentes antifingicos, y aseguran la estabilidad, la esterilidad, la
integridad y la calidad éptima de las muestras recolectadas 2. En muchos casos se
dispone de estuches especialmente preparados, que incluyen tanto el hisopo como el
medio de transporte. Si se colecta muestra orofaringea, ambos hisopos (exudado
nasofaringeo y orofaringeo) deben combinarse en un solo tubo con medio de
transporte (78),

4.- Conservacion. Las muestras respiratorias deben mantenerse refrigeradas entre
cuatro y ocho °C y enviarse al laboratorio donde se procesaran en un plazo de 24 a
72 horas después de la colecta Si no se pueden enviar las muestras dentro de este
periodo, se recomienda congelarlas a -20 °C o -70°C hasta que se envien,

asegurando que se mantenga constante la cadena de frio (9,
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1.2.2. Extraccion de Acidos Nucleicos

El primer paso en la fase analitica del diagnostico molecular es la extraccion del
acido nucleico de la muestra bioldgica colectada del paciente (/8 89, Los procesos de
extraccion pueden ser manuales, semiautomatizados o automatizados habitualmente
mediante el empleo de estuches comerciales ©0.

Los estuches mas comunes son los basados en columnas de silice &V, Esta técnica
se basa en la alta afinidad de las columnas de silice hacia los acidos nucleicos,
debido a sus propiedades fisicoquimicas. Los ARN se unen a la fase sélida de silice,
mientras que los restos del lisado del material celular y viral se eliminan en pasos
previos a la purificacion. También, durante el proceso, se utilizan tampones de
lavado para eliminar impurezas de los acidos nucleicos retenidos en la membrana.
Una vez que el material genético esté libre de ellas, se recupera mediante el uso de
un tampoén de elucion ©9),

Otro de los métodos de extraccion empleados es el de purificacién por perlas
magneéticas, que estan recubiertas con una superficie con afinidad quimica especifica
para los acidos nucleicos. Las perlas pueden unirse mediante interacciones quimicas
como puentes de hidrogeno, interacciones hidrofébicas y enlaces covalentes. Como
resultado de dicha interaccion, el material genético queda retenido por las perlas
magnéticas y el resto celular, los carbohidratos, proteinas y lipidos, son removidos de
la solucién €0,

Los procedimientos de extraccion de &cido nucleico deben eliminar o reducir
considerablemente la cantidad de sustancias inhibidoras Y para garantizar la pureza

y calidad del material genético a emplear en el proceso de la PCR.

[1.2.3. Técnica RT-PCR en tiempo real

La PCR es el prototipo de los ensayos de amplificacion de &cidos nucleicos. La
misma se basa en el empleo de pequefios oligonucleétidos denominados cebadores
y una enzima ADN polimerasa termoestable, capaz de amplificar el segmento
delimitado por los cebadores, que suele ser de 100 a 1 000 pares de bases (pb) de
longitud. El proceso transcurre entre 20 y 45 ciclos, cada uno consistente en tres
pasos, que ocurren a diferentes temperaturas: desnaturalizacion del ADN,

alineamiento o fijacion de los cebadores al molde del ADN y extensién de la cadena
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del ADN. Este se realiza en un equipo automatico llamado termociclador, que
controla los ciclos y su tiempo a las diferentes temperaturas. La ADN polimerasa
utiliza solo el ADN como molde. La deteccién de los virus con genoma de ARN,
requiere la inclusion de un paso previo de transcripcion reversa, mediante la enzima
transcriptasa reversa, desarrollandose el ensayo de amplificacion denominado RT-
PCR ©2),

Se denomina PCR en tiempo real a los ensayos en los que el proceso de
amplificacion y deteccion viral se producen de manera simultanea en un mismo tubo
cerrado, sin necesidad de algin procedimiento posterior ?2).

En estos ensayos, el producto de la reaccion es detectado mediante el incremento de
una sefal fluorescente generada durante la propia reaccion, la cual es proporcional a
la cantidad del producto formado y se visualiza en una computadora. En la actualidad
existen diferentes plataformas instrumentales capaces de ejecutar el proceso de
amplificacion de forma eficiente y la deteccién simultdnea. Estos termocicladores,
poseen un lector de fluorescencia que es capaz de medir, constantemente, la sefal
emitida por cada muestra de manera individual 22 82),

Los métodos de deteccion molecular empleados son de dos tipos: no especificos y
especificos segun su mecanismo de reconocimiento del producto amplificado. Dentro
de los métodos no especificos se encuentra el SYBR Green, agente intercalante con
afinidad por ADN de doble cadena que al ser oxidado emite una sefal de
flurescencia, tiene como desventajas que puede generar sefiales inespecificas. Los
métodos especificos utilizan sondas de secuencia conocida para realizar la
deteccién. La sonda TagMan utiliza una sonda marcada con un fluor6foro en su
extremo 5’y un quancher en el extremo 3°. Durante la extensién, la actividad 5'-3'
exonucleasa de la Taqg polimerasa degrada la sonda marcada y separa el fluoréforo
del quencher, este proceso permite la emision de la fluorescencia que es
proporcional a la cantidad de ADN ampliificado. Las Molecular Beacons son

estructuras en forma de horquilla con fluoréforo y un quencher. Emiten fluorescencia
solo cuando se hibrida con la secuencia diana y ocurre la transferencia de energia
por resonancia fluorescente. Las sondas Scorpion incorporan cebadores y sondas en

una molécula, lo que mejora la eficiencia de deteccion. Los métodos especificos
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siguen el principio conocido como Egster Resonance Energy Transfer por sus siglas

en inglés (FRET), para generar la sefial 2.

Si los niveles de fluorescencia estan por encima del umbral predeterminado se
evidencia la amplificacién del ADN. El resultado es positivo si la fluorescencia emitida
durante la amplificacion de los fragmentos de los genes dianas esta por encima del
umbral y es negativo si la fluorescencia esta por debajo del umbral ©3).

Los genes diana mas usados para la deteccion de SARS-CoV-2 son el gen E,
recomendado por la OMS como tamizaje de primera linea, los genes RdRp y N en
estudios de confirmacion. Otro gen utilizado es el Orflab 4.

Para el diagnéstico de confirmacién, en zonas sin circulacion del virus SARS-CoV-2,
se necesita la positividad frente a dos genes distintos de SARS-CoV-2.En zonas de
transmision comunitaria, se considera suficiente la positividad de la RT-PCR con un
Unico gen que sea discriminatorio de SARS-CoV-2 64,

Para demostrar la ausencia de inhibicion en la RT-PCR y la presencia de un nimero
suficiente de células en las muestras de pacientes, asi como el aislamiento
satisfactorio de los acidos nucleicos intactos, en cada reaccion de PCR en tiempo
real se incluyen cebadores y sondas dirigidos a la amplificacion del gen que codifica
para la RNasaP presente en multiples copias en el genoma humano. Esta diana
constituye un control interno del proceso de amplifciaciéon que es recomendado por
varios autores, pues garantiza la confiabilidad de los resultados y la calidad del acido
nucleico purificado a partir de muestras clinicas. “9 57.85.86),

La ausencia de reactividad cruzada del ensayo para detectar SARS-CoV-2 se
garantiza mediante la utilizacion de sondas y cebadores que no tienen homologia de
secuencias, con el genoma humano, con otros coronavirus, ni con los de la
microflora respiratoria humana €7,

La RT-PCR es la prueba mas sensible de los métodos diagndsticos disponibles
(88) Debe tener una especificidad del 100%; sin embargo, se pueden presentar falsos
positivos (22 57. 84 Que son aquellos especimienes en los que se detecta ARN
mediante RT-PCR cuando realmente no existe virus presente en los mismos. Otras

causas de la deteccion de falsos positivos puede deberse a errores en la
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manipulacion de la técnica o por contaminacion, ya sea de los reactivos o cruzada
entre las muestras (2257, 84),

Los falsos negativos de RT-PCR pueden deberse a errores en el momento y la
eficacia de la colecta de la muestra, almacenamiento inadecuado, congelacion y
descongelaciéon repetida, exposiciéon a inhibidores del ARN viral y muestras con
cargas virales bajas (7. 61.89),

Entre las ventajas de la PCR se encuentran la rapidez en la obtencién de los
resultados y la capacidad de procesar un elevado numero de muestras en un corto
tiempo2).

11.2.3.1. Umbral de ciclo (Ct)

El Ct (del inglés Cycle threshold) hace referencia al nimero de ciclos necesarios para

que la sefal de fluorescencia generada por la amplificacion del ADN supere un nivel
de deteccion predeterminado (umbral de fluorescencia (9.

Las pruebas cualitativas de RT-PCR no miden la carga viral dentro de una muestra
clinica, pero los valores de Ct ofrecen estimaciones de las concentraciones de ARN
viral: valores méas bajos de Ct corresponden a concentraciones mas altas de ARN
viral @D,

Para el SARS-CoV-2 cuando el resultado es interpretado como cualitativo, un Ct de
RT-PCR menor de 40 ciclos generalmente se considera positivo a la prueba;
mientras que la interpretacion cuantitativa del Ct se le atribuye como un indicador del
nimero de copias de ARN de SARS-CoV-2 en forma indirecta ©?.Un aumento de 3,3
unidades en el valor de Ct corresponde a 10 veces menos ARN en condiciones
Optimas ),

Si bien, la carga viral solo se evalla indirectamente mediante los valores de Ct, el
mismo aporta informacién atil para comprender las correlaciones clinicas y
epidemioldgicas de una posible infeccion 4. Aunque esta claro, que la deteccion de
ARN viral no es lo mismo que la infectividad ),

Los valores altos del Ct se correlacionan fuertemente con la imposibilidad de aislar
virus en cultivos de célula. El aislamiento, a partir de muestras clinicas, confirma la
presencia de virus infecciosos. Este método no esta ampliamente disponible,

requiere instalaciones de nivel de bioseguridad Il (NSB3) y los resultados no son
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oportunos para la toma de acciones en salud publica 3. La probabilidad de
asilamiento viral disminuye al ocho % en muestras con Ct>35 y al seis % 10 dias
después del inicio de los sintomas, tanto en personas asintomaticas y como
sintomaticas ).

La variabilidad de los valores de Ct en la RT-PCR en tiempo real puede ser
influenciado por varios factores, entre ellos se encuentra la calidad y cantidad de
material genético inicial, la presencia de inhibidores en la muestra, las condiciones
para su almacenamiento y transporte, la sensibilidad analitica de los reactivos
utilizados, las condiciones de la reaccion, las dianas genéticas empleadas y la
precision de las plataformas de amplificacion de PCR, por lo que es necesario que
cada laboratorio normalice los procedimientos a realizar y utilice controles adecuados

para minimizar las variabilidades y obtener resultados confiables (€6 97),

[1.2.4. Protocolos empleados en el diagnostico molecular del SARS-CoV-2
Existen protocolos basados en las diferentes dianas de amplificaciéon de los genes
gue codifican proteinas del SARS-CoV-2; los aceptados por la OMS, durante la
pandemia, para la realizacion de la RT-PCR para virus SARS-CoV-2 se muestran en
la Tabla 1 8.

El protocolo de amplificacion empleado por el CDC de China se fundamenta en el
ensayo realizado por Peihua Niu y colaboradores ©9. La RT-PCR mostr6 un bajo
limite de deteccion, con aproximadamente 10 diluciones por reaccién, para los
genes ORFlab, E y N, y 102 diluciones por reacciéon para el gen RdRp. Se
identificaron reacciones cruzadas en el gen E con el linaje B de los Beta-coronavirus
(SARS-CoV, SARS-CoV-2 y Coronavirus SARS-like de murciélagos,) por lo que se
recomendd su uso para la pesquisa y la confirmacién mediante el empleo de los
genes ORFlaby N ©9),
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Tabla 1. Protocolos de diagnéstico molecular aceptados por la OMS y regiones
gendmicas del SARS-CoV-2 que amplifican.

Institucion y protocolo Regiones gendmicas
aceptados por la OMS Amplificadas
CDC China, China ORFlabyN
Instituto Pasteur, Paris Francia. | Dos regiones en la region RdRp
CDC Estados Unidos. Tres regiones del gene N

Institucidon Nacional de

) Pancorona y multiplesregiones. Proteina de
Enfermedades Infecciosas, y P 9

i punta
Japén
Alemania Charité RdRp, E, N
HKU, Hong Kong SAS Orflb-nspl4, N
Institucién Nacional de N

Salud de Tailandia

Fuente: Diaz, |. (2020). Interpretacion de las pruebas diagnésticas del virus SARS- Cov-2 (98),

El protocolo disefiado por el Instituto Pasteur, de Paris, Francia, se basé en la
deteccion de dos dianas localizadas en el gen RdRp (IP2 e IP4) en las posiciones
12621-12727 y 14010-14116. Como ensayo de confirmacion se utilizé el gen E del
protocolo del Instituto de Virologia de la Charité, de Berlin. No se mostré reactividad
cruzada con el panel de virus respiratorios probados (190,

Los CDC de Estados Unidos, desarrollaron y validaron un panel de RT-PCR basado
en tres regiones genéticas, denominadas N1, N2 y N3. N1 y N2 se disefiaron para
detectar especificamente el SARS-CoV-2, y N3 se disefi6 para detectar
universalmente todos los virus dentro del subgénero Sarbecovirus. No se encontrd
reaccion cruzada con otros coronavirus.Los limites de deteccion para todos los
ensayos oscilaron entre 1,0 x 1071°y 1,0 x 107! TCID50/mL (dosis infecciosa del 50
% en cultivo tisular) (101,

El protocolo disefiado en Japén emple6 nueve cebadores especificos y se utilizaron
cebadores pan coronavirales.El conjunto de cebadores ORF 1 y los cebadores para
la proteina S, se consideraron adecuados para el diagndéstico de la infeccion por
SARS-CoV-2 (102),

El protocolo disefiado en Hong Kong recomendd, como método de pesquisa, el gen
N y como confirmatorio el ensayo Orflb. Estos ensayos detectan coronavirus del

subgénero Sarbecovirus. Un resultado positivo para el gen N y negativo para Orflb
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debe ser considerado indeterminado; y se recomienda remitir el caso a un laboratorio
de referencia de la OMS (103, E| ensayo no demostré reactividad cruzada a los
siguientes virus: coronavirus (229E, HKU1, NL63, OC43), virus de la influenza A
(subtipos HIN1 y H3N2), virus de la influenza B (linajes Yamagata y Victoria),
adenovirus, enterovirus, virus parainfluenza humana (PIV3), virussincitial respiratorio,
metapneumovirus humano, rinovirus y bocavirus humanos %),

En Tailandia se aplico un protocolo de confirmacion, basado en la amplificacion de
57 pb del gen N, mediante dos reacciones en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa en tiempo real multiple separadas. En el primer ensayo se
utilizan cebadores y sondas especificos para los genes RdRp, N y E. El segundo
ensayo emplea cebadores y sondas correspondientes a los genes RdRp y E (104, 105),
La OPS recomendé inicialmente, el protocolo del Instituto de Virologia de la Charité,
de Berlin. Este se fundamenta en la deteccién de dos genes virales: el gen E, que
detecta un gen comun a todos los Sarbecovirus, y el gen RdRp como confirmatorio.
El gen E se utiliza como pesquisa con un limite de deteccién de 5,2 copias de
ARN/reacciéon y el gen RdRp, como confirmatorio, con un limite de deteccion de 3,8
copias de ARN/reaccion. Ambos genes tienen una tasa de acierto del 95% (106-108),

No se encontraron reacciones cruzadas con los siguientes virus: HCoV-HKUL,
HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-229E, Coronavirus del Sindrome Respiratorio del
Medio Oriente (MERS-CoV), Influenza A (H1IN1/09), Influenza A (H3N2), Influenza
A(H5N1), Influenza B, rhinovirus/enterovirus, virus sincitial respiratorio (A o B),
parainfluenza 1, 2, 3, 4 A y 4B), metapneumovirus humano, adenovirus, bocavirus
humano, Legionella spp y Micoplasma spp (106),

En las directrices de laboratorio de la OPS para la deteccion y el diagnéstico de la
infeccion por SARS-CoV-2, se declara que el Unico Sarbecovirus que circulaba en las
Américas, en humanos, en el afio 2020 era el SARS-CoV-2. Debido a esto se sugirié
realizar la confirmacion de la infeccion utilizando la amplificacion de un solo gen,
siempre y cuando las curvas obtenidas y los parametros de calidad fueran éptimos.
Algunos estudios demostraron una mayor sensibilidad al amplificar el gen E, por ello

se recomendd priorizar este gen como marcador diagndstico (1 70, 100),
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I1.3. Desempefio del diagnéstico molecular del SARS-CoV-2

La emergencia del nuevo coronavirus de SARS-CoV-2 conllevo a la implementacion
de métodos de laboratorio con criterios rigurosos de confiabilidad y validez para
diagnosticar rapidamente, aislar y tratar adecuadamente a los pacientes y sus
contactos (109 110),

La validez de una prueba diagnostica se refiere a su capacidad para identificar
correctamente como enfermo al paciente que es enfermo y como sano al que es
sano. Ese es el punto de partida para calcular los indicadores de desempefio con
respecto a una prueba de referencia, conocida también como prueba patron de oro
(gold-standard) 11,

[1.3.1.Validez de las pruebas diagndsticas

En 1947, Yerushalmy introdujo los términos de sensibilidad y especificidad, como
indicadores estadisticos de validez que evaltan el grado de eficacia inherente a una
prueba diagndstica 12, Ambas son caracteristicas intrinsecas e interdependientes
de la prueba diagnostica (112,

La sensibilidad (S) indica la capacidad de la prueba para detectar a un sujeto
enfermo, es decir, expresa cuan "sensible" es la prueba a la presencia de la
enfermedad. También se puede explicar como la probabilidad de que un individuo se
clasifique correctamente como positivo, respecto a la condicion que estudia la prueba
(110).

La especificidad (E) indica la capacidad que tiene la prueba de identificar como
sanos (no enfermos) a los que efectivamente lo son. Se define entonces también
como la probabilidad condicional, de que la prueba identifiqgue como no enfermo a
aquel que efectivamente no lo esta (110),

El Valor Predictivo Positivo (VPP) es la probabilidad de que el sujeto esté enfermo
una vez que el resultado de la prueba es positivo. Por su parte, el Valor Predictivo
Negativo (VPN) es la probabilidad de que el sujeto esté sano si el resultado de la
prueba es negativo (113),

El Cociente de Probabilidad Positivo (CPP) representa cuanto mas probable es tener
un valor positivo en un individuo enfermo que en uno sano, es una medida utilizada

en pruebas diagnésticas para evaluar la utilidad de un resultado positivo para
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confirmar la presencia de la enfermedad. Por su parte, el Cociente de Probabilidad
Negativo (CPN) expresa cuanto mas probable es encontrar una prueba negativa en
un sujeto enfermo que en uno sano. Evalla la utilidad de un resultado negativo para
descartar la enfermedad. Los cocientes de probabilidades no tienen una lectura
directa como la tienen S, E y los valores predictivos, sino que, segun sus valores, se
clasifica la potencia de la prueba *13),

El nomograma de Fagan, es una herramienta grafica que permite, de forma rapida,
evaluar la precision de una prueba diagnostica, al calcular directamente la
probabilidad posprueba a partir del valor de la prevalencia y del cociente de
probabilidades (112),

[1.3.2. Fiabilidad de las pruebas diagnoésticas

La fiabilidad de una prueba diagnéstica viene determinada por la estabilidad de sus
valores medibles siempre que repita en condiciones similares. La variabilidad de las
mediciones va a estar influida por multiples factores que interesa conocer y controlar.
Entre ellos, tiene especial importancia distinguir las variaciones de interpretacion
intraobservador e interobservador 14

En el contexto de pruebas de laboratorio como la RT-PCR en tiempo real para el
diagndstico de SARS-CoV-2, la fiabilidad se relaciona con la capacidad de la prueba
para mostrar resultados precisos cada vez que se realiza, asegurando que los falsos
negativos o falsos positivos sean minimos, y que la prueba pueda ser repetida con

resultados consistentes y reproducibles 4.

II.4. Papel del laboratorio en la vigilancia epidemiolégica

En Cuba, la vigilancia epidemioldgica y la pesquisa activa de casos se realiza en el
primer nivel de atencion, por el Equipo Basico de Salud integrado por el médico y la
enfermera de la familia. En el caso de la COVID-19 se dirigi6 a la deteccion de
pacientes con sintomas respiratorios y otros asociados. La confirmacion se realizo en
el LBM de cada provincia ©5),

La pandemia de COVID-19 puso de manifiesto la importancia de los laboratorios de
biologia molecular en la vigilancia epidemiolégica y en el manejo de emergencias

sanitarias, con una contribucion significativa, abarcando desde, agilizar la provision
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de reactivos e insumos en funcién de la deteccion rdpida y precisa del virus SARS-
CoV-2, hasta la vigilancia gendmica. Dicha vigilancia propicia el seguimiento de las
variantes virales mediante el desarrollo de técnicas moleculares que permiten
entender la evolucidn del virus, y asi ajustar estrategias para la toma de decisiones

clinicas, epidemiolégicas y de salud publica.

[I.5.Secuenciacién de acidos nucleicos

La secuenciacion de acidos nucleicos es un conjunto de métodos de laboratorios
cuya finalidad es determinar el orden exacto de los nucleétidos en el acido nucleicos
del virus (119),

En la actualidad, existen diversas técnicas de secuenciacion:

Secuenciacion de 17 Generacion (Sanger), Secuenciacién de 292 Generacion (Next

Generation _Sequencing 0 secuenciacibn de nueva generacion (NGS) vy

Secuenciacion de 3 Generacion (De Molécula Unica) (15-117),

En Cuba, la mas utilizada durante la pandemia de COVID-19 fue la secuenciaciéon de
12 generacion o Sanger (13- 115),

Este método se fundamenta en la incorporacion selectiva de dideoxinucled6tidos
marcados con fluoresceina durante la replicacion in vitro del ADN, actuando como
terminadores de la cadena y generando fragmentos de ADN de diferentes longitudes,
que pueden ser separados y analizados para determinar la secuencia de &acidos
nucleicos (119,

La aplicacion de la secuenciacién genera un gran volumen de informacion que debe
ser organizado y analizado, mediante la bioinformética que constituye una ciencia
que aplica las matematicas, la estadistica y la computacion (118),

El analisis de la secuencia nucleotidica proporciona informacién que no es posible
obtener por otras técnicas. Actualmente existen bases de datos disponibles en
Internet, de libre acceso, como el GenBank y GISAID para el depdsito y comparacion

de secuencias, lo cual potencia, alin mas las posibilidades de esta herramienta (22,
[1.5.1. Vigilancia gen6dmica del SARS-CoV-2

La vigilancia gendmica del SARS-CoV-2 desempefia un papel clave en la lucha

contra la pandemia de COVID-19. Esta vigilancia implica la secuenciacion del
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material genético del virus a partir de muestras clinicas para identificar y monitorear
las variantes que emergen y se propagan en las diferentes regiones geogréficas.

El estudio de las secuencias gendmicas permite detectar mutaciones implicadas en
las funciones bioldgicas del virus, como la union a los receptores celulares, la
transmisibilidad, la virulencia y la capacidad para evadir la respuesta inmunoldgica
del hospedero 119, La vigilancia genémica es un componente critico de la vigilancia
epidemioldgica.

La OMS cre6 en el afio 2020 el Grupo de Trabajo sobre Evolucién Viral, basado en
estudios de secuenciaciéon y centrado especificamente en el estudio de las variantes
del SARS-CoV-2 que suponian un mayor riesgo para la salud publica
mundial.Algunas de ellas se clasificaron como VOI, VOC, VOHC y VBM con el fin de
establecer prioridades en el seguimiento y la investigacion a escala mundial, asi
como orientar y adecuar la respuesta a la COVID-19. A partir de mayo de 2021, la
OMS comenzoé a asignar denominaciones sencillas y faciles de pronunciar para las

variantes clave 17,
[1.5.2. Evolucién de variantes y mutaciones con efectos biolégicos potenciales
[1.5.2.1. Variantes de preocupacion

Presentar los atributos de las VOC, tienen un genoma que contiene mutaciones de
implicaciones fenotipicas respecto al aislado de referencia, son causa de transmision
comunitaria o en multiples grupos y se detectan en muchos paises. Muestran mayor
transmisibilidad y gravedad en la enfermedad, interferencia con las dianas
gendmicas de las pruebas diagnésticas, susceptibilidad reducida a una o mas tipos
de terapias y disminucion significativa del efecto de anticuerpos neutralizantes @7,
Entre ellas se encuentran:

e Variante Alfa (Linaje B.1.1.7)

También llamada variante britanica. Es un grupo filogenético que se extendio
rapidamente desde el sureste del Reino Unido a diferentes paises del mundo.
Contiene 23 mutaciones, de las cuales 17 definen el linaje. El analisis filogenético
indica que esta variante acumul6é una gran cantidad de mutaciones antes de su

deteccién, lo que sugiere una evolucion previa significativa posiblemente en
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hospederos con infeccion cronico (12 119.120) | 5 proteina S, posee ocho mutaciones
idénticas, tres de estas ellas tienen efectos biolégicos potenciales: N501Y en el
dominio de union al receptor (RBD), P681H en el sitio de escision de la furina, y la
delecién 69/70 en el dominio N terminal de la proteina S. Todas en conjunto, pueden
aumentar la infectividad por una mayor afinidad de unién al receptor ECA2, por la
transmisibilidad y por la evasion de la respuesta inmune. Sin embargo, existen
suficientes evidencias de que, tanto los sueros de individuos convalecientes, como
los sueros de individuos vacunados con vacunas ARNm, no tienen problemas para
neutralizar un virus portador de N501Y (12119, 120),

¢ Variante Beta (Linaje B.1.351)

Se detectd por primera vez en la Bahia Nelson Mandela, Sudéfrica y posteriormente
en Zambia, a finales de diciembre de 2020, momento en el que parecia ser la
variante predominante en ese pais. La variante Beta contiene 21 sustituciones de
nucleotidos, de las cuales nueve definen el linaje. Entre las mutaciones de la proteina
S se incluye la ya conocida N501Y y dos mas que influyen en la actividad
neutralizante de los anticuerpos (E484K, K417N) (12 119, 121) | a variante Beta a
diferencia de la Alpha, no contiene la delecion 69/70. El ocho de enero de 2021,
BioNTech (Alemania) y Pfizer (EE.UU.), fabricantes de la principal vacuna ARNm
(BNT162b2) administrada en el mundo, aseguraron que BNT162b2 es eficaz contra
la mutacion N501Y, pero sus analisis no incluyeron a las variantes que albergan
E484K, por lo que persisten las dudas sobre este punto. Actualmente, no hay
evidencia suficiente que sugiera que esta variante tenga algun impacto en la
gravedad de la enfermedad; sin embargo, se sabe por estudios in vitro, que la
mutacion E484K puede afectar la capacidad de neutralizacion de algunos
anticuerpos monoclonales, policlonales y de las pruebas de diagnéstico molecular (12
119, 121)_

e Variante Gamma (Linaje P.1)

Descrita por primera vez en Manaus, Brasil, en diciembre de 2020. Este nuevo linaje
denominado P.1, es un alias del B.1.1.28.1. Se identificdO por primera vez en cuatro
turistas brasilefios muestreados durante la deteccion de rutina en el aeropuerto de

Haneda, en Tokio, Japon. Lo mas intrigante del linaje P.1 es su rapida propagacion
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en Manaus, pudiendo estar asociada a una mayor transmisibilidad y peligro de
reinfecciones. La mutacion K417N de la variante Gamma, al parecer, tiene un efecto
muy pronunciado en la disminucién de la eficacia de anticuerpos y en combinacion
con la mutacion N501Y anularia completamente el efecto de los mismos. Aunque la
variante Gamma tiene mas mutaciones en la proteina S en comparacion con la
variante Beta, sorprende que Gamma sea de manera significativa, menos resistente
gue Beta a los anticuerpos neutralizantes, ya sea adquirida naturalmente o inducida
por vacunaciones (12119, 122),

e Variante Delta (Linaje B.1.617.2)

Se identifico en octubre de 2020, en el estado de Maharashtra, en el occidente de la
India, cuando se realizaba un analisis en muestras recolectadas en esa region. El
linaje incluye tres subtipos principales (B1.617.1, B.1.617.2 y B.1.617.3), y posee
mutaciones distintivas comunes: (D111D, G142D, L452R, E484Q, D614G y P681R),
en la proteina S, incluido el dominio de unién al receptor (RBD). Dentro de ellos, el
sublinaje B.1.617.2 (variante Delta) es el responsable de la segunda ola mortal de
infecciones por COVID-19 en abril de 2021, en la India. Se transmite continuamente
a una tasa mas alta dentro de este pais y en todo el mundo, desplazando a la
variante Alpha, inicialmente establecida (2 119 123) A pesar de que inicialmente se
consideré como una VOI, su rapida extension llevo a la OMS a clasificarla como una
VOC en mayo de 2021. Esta variante contiene diez mutaciones(T19R, (G142D*), 156
del, 157del, R158G, L452R, T478K,D614G, P681R, D950N) en la proteina S, cuatro
de ellas son de especial preocupacion: L452R, T478K, D614G y P681R;lo que puede
asociarse con una alta tasa de transmision viral y aumento en el escape a la
neutralizacion (2 119, 123)  Se observd que la variante Delta era resistente a la
neutralizacion por algunos anticuerpos monoclonales anti-NTD y anti-RBD, incluido el
bamlanivimab; estos anticuerpos mostraron una union deficiente a la proteina S (12
119, 123)_

e Variante Omicron (Linaje B.1.1.529)

El primer caso fue reportado en noviembre de 2021, en Botswana. La variante
Omicron presenta 37 mutaciones en la proteina S, de las cuales 26 son Unicas de la

misma y el resto son compartidas con las variantes Alpha, Beta y Gamma (69—-70del,
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T95I, G142D/143-145del, K417N, T478K, N501Y, N655Y, N679K y P681H).Estas
mutaciones permiten una mayor transmisibilidad, afinidad de union al receptor y
escape inmunoldgico 2 119 124) Un estudio previo prob6 la sensibilidad de 28
muestras de suero de pacientes convalecientes de COVID-19, infectados con la cepa
original Wuhan del SARS-CoV-2 a Omicron y a otras VOC y VOI; y se observé que la
neutralizacion media de estos sueros contra Omicron disminuyé 8,4 veces en
comparacion con la cepa de referencia D614G, mientras que la actividad de
neutralizacion de las otras variantes disminuy6 solo alrededor de 1,2-4,5 veces (12 119,
124)
[1.5.2.2. Variantes de interés
Segun la OMS, estos virus tienen un genoma que contiene mutaciones de
implicaciones fenotipicas respecto al aislado de referencia, son causa de transmision
comunitaria o de multiples grupos y se detectan en varios paises
Presentan los siguientes atributos @7):
a. Probable afectacion de la transmision, diagnostico, terapéutica y respuesta
inmunolégica.
b. Evidencia de una mayor proporcion de casos o brotes Unicos.
c. Prevalencia o expansion geografica limitada.
Las VOI merecen un seguimiento especial debido a que presentan cambios
genéticos que pueden afectar las caracteristicas del virus, tales como la
transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad, el escape inmunolégico, y escape
diagnostico o terapéutico (12 119),

e Variantes Eta (B.1.525) e lota (B.1.526)
Albergan mutaciones clave como B.1.525 (A67V, AG9 / 70, A144, E484K, D614G,
Q677H, F888L) y B.1.526 (L5F, T95I, D253G, S477N, E484K, D614G, A701V) que
se detectaron por primera vez en Nueva York en noviembre de 2020. Los CDC de
Atlanta y la OMS las clasificaron como variantes de interés debido a su posible

reduccion de la neutralizacién por anticuerpos, tratamientos y sueros de vacunas (1%
119, 125)
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e Variante Lambda (C.37)
Denominada “Lambda” en su nomenclatura simplificada. Se informé por primera vez
en Perq, en agosto de 2020 y luego se extendié a la mayoria de los paises de
América del Sur. Se notificaron casos importados a la mayoria de los paises
europeos desde diciembre de 2020 (12119, 126) | 4 aparicién de mutaciones asociadas
a la pérdida de neutralizacion en diferentes cepas (L452Q y F490S) hace que la C.37
sea de especial interés. Se demostr6 que "Lambda" tiene una sensibilidad
moderadamente reducida a la neutralizacién por sueros de convalecientes y el
anticuerpo monoclonal REGN10987 (12 119, 126),

e Variante Mu B.1.621
La OMS designo esta variante en agosto de 2021. Se inform6 por primera vez en
Colombia, en enero de 2021. Presenta varias sustituciones que afectan a la proteina
S, incluyendo los cambios de aminodcidos, Y144T, Y145S, R346K, E484K, N501Y y
P681H. Son comunes las sustituciones en la proteina de la espicula, sin embargo,
algunas sustituciones distintivas son caracteristicas relevantes, en cuanto a una
menor actividad neutralizante del plasma convaleciente y anticuerpos. No obstante,
las implicaciones en términos de infeccién, transmision y patogénesis aun se
desconocen, por lo que se requieren mas reportes que permitan evaluar las

funciones bioldgicas y epidemiolédgicas (12 119),
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lll. Materiales y Métodos

[1l.1. Disefio general del estudio

Se realizd una Investigacion en Sistemas y Servicios de Salud en la cual se evalu6
una nueva tecnologia sanitaria en el LBM de Villa Clara, en conjunto con el LNR-IVR-

IPK durante el periodo de marzo de 2020 a mayo de 2023.

[11.2. Poblacién y muestra

Para determinar los indicadores de desempefio diagnéstico de la RT-PCR en
muestras procesadas por el LBM de Villa Clara se seleccion¢ el total de muestras de
exudados nasofaringeos enviados para el control de calidad al LNR-IVR-IPK. La
muestra quedo constituida por 447 exudados con resultados positivos y negativos.

Este fue el Unico criterio que se consideré para la inclusion en el estudio.

Para establecer la relacion entre los resultados del diagndstico molecular y las
variables clinico-epidemiolégicas, asi como para definir patrones en la vigilancia
integrada frente a la pandemia de COVID-19 en Villa Clara, se trabajé con unidades

de analisis a nivel individual y grupal como se describe a continuacion:

e A nivel individual: los 60 141 casos confirmados desde el inicio hasta el final de la
pandemia en Villa Clara.

e A nivel grupal: las agrupaciones de la poblacién por municipios de la provincia
Villa Clara.

Para Identificar la frecuencia y distribucién temporal de variantes genéticas, linajes y
mutaciones clave en la vigilancia gendmica del SARS-CoV-2 en Villa Clara, fueron
incluidas las 106 muestras confirmadas a las que se les realiz6 la secuenciacion
nucleotidica en el laboratorio LNR-IVR-IPK, segun su capacidad diagnéstica. Los
criterios pre establecidos por el IPK para el envio de estas muestras, fueron: viajeros,

fallecidos, casos graves y casos sospechosos.
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[11.3. Contexto de la investigacion

El LBM ubicado en el Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de
Villa Clara, Unico en la provincia, asumi6 el diagnostico molecular del SARS-CoV-2.
En su estructura se compone de cuatro areas independientes: Recepcion de
muestras clinicas, local para la extraccion de acidos nucleicos, local para la
preparacion de mezclas de PCR y area de amplificacion. Cuenta con tecnologia
automatizada para la extraccion, amplificacion y deteccion de acidos nucleicos, en
tiempo real, que constituyen los procedimientos implementados en el laboratorio
durante la pandemia. Se dispuso de recursos humanos capacitados. Se crearon
cuatro equipos de trabajo conformados por ocho licenciados en Bioanalisis Clinico y
un meédico especialista en Microbiologia en cada uno, para garantizar la calidad de
los ensayos. Este escenario permitié el diagnéstico, la confirmacion de los casos y la

integracion a la vigilancia genémica.

[11.4.Técnicas y procedimientos para recoleccion de la informacion
[11.4.1. Procedimientos de la deteccion del SARS-CoV-2 en LBM de Villa Clara

El diagndstico molecular se basé en las Directrices de Laboratorio de la OPS para la
deteccion y diagnéstico de la infeccidbn por SARS-CoV-2, que se publicaron en
febrero de 2020, los Protocolos de Actuacion del Minsap, y los procedimientos
normalizados de las operaciones del LNR-IVR-IPK. Se siguid el protocolo
estandarizado y validado bajo la metodologia del Instituto de Virologia de la Charité
(Berlin, Alemania). Este recomienda la utilizacion el gen E de la envoltura como
prueba de tamizaje, el gen RdRp para estudio de confirmacion %) y |os genes
RNAsa P y B actina humana como control enddégeno de la extraccién de acidos
nucleicos. En el LBM de Villa Clara se adecuaron los procedimientos normalizados

de las operaciones para las diferentes etapas del diagnéstico (Anexos 2, 3y 4).

[11.4.1.1. Recepcion de muestras
Se empled el diagrama de proceso tipo hilo (Anexo 5) para reorganizar el flujo de
entrada de muestras al laboratorio, en funcion de la bioseguridad, la trazabilidad,

evitar cuellos de botella y lograr la eficiencia operativa 127,
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Las muestras de exudados nasofaringeos, procedentes de las diferentes
instituciones de salud de la provincia y de la regidon central, se abrieron y se
clasificaron en la cabina de seguridad biologica clase 1l (CSB) en el area de
recepcion, teniendo en cuenta los criterios de aceptacion o rechazo.

Una vez que la muestra cumplié con los criterios de aceptacion se procedié a su
identificacion con el codigo de la provincia y el nimero correspondiente, segun el
registro de entrada de muestras al laboratorio, para su posterior procesamiento.

Se confecciond la hoja de trabajo, segun el nUmero de muestras a procesar y

extractor de acidos nucleicos a utilizar.

111.4.1.2. Extraccién de acidos nucleicos

La extraccién de &cidos nucleicos se realiz6 utilizando las siguientes plataformas y
estuches: QIAcube (QIAGEN, Alemania) también se introdujeron nuevas tecnologias
como: QIAcube HT (QIAGEN, Alemania) y Auto-Pure 96 de (Allsheng, China).

Para la extraccion se emplearon los siguientes estuches comerciales:

e QlAamp viral RNA Mini kit (QIAGEN, Alemania): se distribuyeron 560 pL de la
solucién de lisis a los tubos colectores, se agregaron 140 pL de la muestra
problema.

e En el QIAamp 96 virus QlAcube HT Kit (QIAGEN, Alemania): se dispensaron 160
uL de la solucidn lisis y se afiadieron 200 uL de muestra problema en cada pocillo
de la placa.

e CEA-NANO+RNA 3.0 (Centro de Estudios Avanzados, Cuba), se dispensaron
200 pl de solucion lisis y 200 ul de muestra en los bloques, que ademas
contenian 200 pul de la solucién de precipitacién (SP-RNA 3.0) y 100 ul de perlas
magnéticas (NESP-A380).

Para las tres plataformas con sus estuches se utilizaron los procedimientos descritos
por cada fabricante para la extraccion de acidos nucleicos (128; 129, 130),

El ARN extraido se almacené en el refrigerador de 2 °C a 8 °C hasta continuar con la
técnica molecular de RT-PCR. En caso de no utilizarlo en el dia, se conservo de -20

°C a -70 °C para preservar la estabilidad del ARN.
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[11.4.1.3. Preparacion de la Master Mix de RT-PCR SARS-CoV-2

Se describe detalladamente la implementacion del diagndstico molecular casero, in
house, donado por la OPS y constituido por cuatro juegos de cebadores y sondas de
hidrolisis (TagMan).

Para el tamizaje (gen E) se emplearon los siguientes cebadores y sondas de
hidrolisis: cebadores E-Sarbeco-F1 y E-Sarbeco-R2, Sonda E-Sarbeco-P1;
Confirmacion (gen RdRp): cebadores RARp-SARSr-F2 y RdRp-SARSr-R1, y Sonda
RdARp-SARSr-P2 (tabla 2).

Tabla 2. Cebadores y sondas donados por OPS y diseilados por el Instituto de
Virologia de la Charité (Berlin, Alemania).
Ensayo Oligonucledtido Secuencia (5-3’)
Gen E E_Sarbeco F1 ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
E_Sarbeco R2 ATATTGCAGCAGTACGCACACA
E_Sarbeco P1 FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BBQ
Gen RARP_SARSr-F2 GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
RARP RdRP SARSI-R1 CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
RARP_SARSr-P2 FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BBQ

Fuente:Protocolo de Charité (106),

Se utilizé agua libre de RNasa/ADNasa 4,5uL y tampon de reaccion (2x)? 12,5 L,
cebadores E_Sarbeco F1 (10 yM) (1 uL), E_Sarbeco R2 (10 yM) (1 uL), sonda
E_Sarbeco P1 (10 uM) (0,5 uL), enzima (0,5 uL) ver tabla 3. Después de preparar la
mezcla de reaccion de acuerdo a la formula anterior, se dispensaron 20 pyL de esta
mezcla de reaccion en cada microtubo. Los microtubos preparados con la mezcla de
reaccion y cubiertos con papel de aluminio se trasladaron en la gradilla refrigerada al
laboratorio de amplificacion, donde se anadieron 5 pL del acido nucleico problema en
el microtubo correspondiente, para obtener un volumen final de mezcla de reaccion
de 25 pL. En cada corrida se afiadieron, ademas, 5 uL de los controles positivos y
negativos (Anexo 3).

Durante la pandemia se utilizaron otros estuches comerciales de diagnéstico como:
RIDA®GENE SARS-CoV-2 (Alemania) y STAT NAT SARS-CoV-2 MICRO (ltalia).
Para la preparacion de las mezclas se siguieron las recomendaciones del fabricante

(Anexo 4).
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Tabla 3. Rampas de temperaturas en ensayos suministrados por OPS segun
enzimas empleadas.

Enzimas
Pasos SuperScript™ One-Step AgPath-ID™ One-Step
gRT-PCR Kit RT-PCR Reagents
Tiempo Temperatura Ciclo Tiempo Temperatura Ciclo
Hold 1* 30 min 50°C 1 30 min 50°C 1
Hold 2** 2 min 95°C 1 10 min 95°C 1
Desnaturalizacion 15 seg 95°C 45 15seg 95°C 45
Hibridacion*** 30 seg 58°C 45 30 seg 58°C 45
Extension*** 30 seg 58°C 45 30 seg 58°C 45

*transcripcioén inversa

** gctivacion de la ADN polimerasa

***adquisicion de canal FAM — Green: Gen E y RdRp respectivamente
Fuente: Procedimiento Normalizado de las Operaciones del LBM.

[1.4.1.4. Amplificacion y deteccién
Para la amplificacion y deteccibn se emplearon las plataformas Rotor-Gene Q

(QIAGEN, Alemania) y SLAN YGP (Shanghai HongshiMedical Tecnology Co. Ltd,

China). Los ciclajes y las rampas de temperaturas se programaron siguiendo las

recomendaciones de los fabricantes para cada uno de los estuches empleados

incluidas las enzimas utilizadas.

I11.4.1.5.Lectura de resultados de RT-PCR

e Gen E y Gen RdRp: Canal Green (excitaciébn 470 nm, deteccién 510 nm): dado
gue la sonda es marcada con el fluoréforo FAM, permite detectar SARS-CoV-2.

¢ Gen del Control interno (Gen B-actina): Canal Red (excitacion 610 nm, deteccion
670 nm): dado que la sonda es marcada con el fluor6foro Cy5 permite detectar

ADN del Gen B-actina humano como control interno.

111.4.1.6. Informe de resultados

Muestra positiva: Valor de Ct<40 y curva de amplificacién con morfologia sigmoidal
caracteristica, se reportara como SARS-CoV-2 (Gen E 0 Gen RdRp).
Muestra negativa: Valor de Ct>40 o no amplificacion detectada (Gen E o Gen RdRp)

y un control interno Ct<40 y curva de amplificacion sigmoidal caracteristica.
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Muestra inhibida: Aquellas muestras con un valor del control interno Ct>40 o0 no
detectable, nuevamente se realizara el proceso de extraccion y RT-PCR; si la
muestra, aun asi, no presenta curva de amplificacion en ningun canal, debera ser
rechazada como muestra inhibida y se anotara en observaciones: se recomienda
colectar una nueva muestra.

El analista registra los datos en el protocolo de corrida, anotando en el canal de
lectura correspondiente, los valores de Ct de los controles internos y de las muestras
gue resulten confirmadas.

Este registro es revisado por el profesional responsable de la seccion. Se entrega al

analista para el ingreso en el sistema informético.

[11.4.2. Evaluacion de la validez y fiabilidad de la RT-PCR de SARS-CoV-2

La evaluacion del desempefio del laboratorio se realizd por el LNR-IVR-IPK. En el
contexto de la pandemia se participé en el programa de evaluacién externa de la
calidad, con el envio de un porcentaje de muestras solicitadas sisteméaticamente en
diferentes momentos de la pandemia; las que cumplian con los criterios que
solicitaba el LNR-IVR-IPK. Los resultados de estas muestras quedaron recogidos en

una base de datos de envio de muestras para el control de calidad (Anexo 6).

[11.4.3. Contribucién de la RT-PCR de SARS-CoV-2 a la vigilancia epidemiol6gica

Los datos de los casos confirmados para la investigacién se obtuvieron por el método
de andlisis de documentos, y con tal fin se elaboré un modelo de recogida de datos
(Anexo 7).

[11.4.3.1. Vigilancia espacial prospectiva

Como complemento a la vigilancia epidemiolégica se realizé el analisis
espaciotemporal de la incidencia de la enfermedad, en un segmento de la serie
temporal (septiembre y octubre de 2021), que coincididé con el periodo de mayor
registro de casos durante la pandemia en Villa Clara. Los datos de los casos
confirmados en el laboratorio se enviaron al Departamento Provincial de Vigilancia en

Salud para su andlisis e informe al Grupo Temporal Provincial, que retroalimentaba

35



los resultados al laboratorio. Esto permitié la toma de decisiones necesarias para

enfocar la vigilancia microbioldgica de forma proactiva.

[11.4.4. Vigilancia gendmica del SARS-CoV-2 en la provincia de Villa Clara

Las muestras seleccionadas para los estudios de secuenciacion, incluyeron a
viajeros procedentes de varios paises, pacientes con diferencias en la gravedad
clinica, casos de areas con aumento significativo de enfermos y diversos grupos de
edad. Una vez confirmadas mediante RT-PCR en tiempo real, se enviaron al
Laboratorio de Referencia de Influenza y Virus Respiratorios, en el Departamento de
Virologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), donde se realiz6 la
vigilancia gendmica. La informacion obtenida se recogiéo en un modelo de recogida
de datos (Anexo 8).

[11.4.5. Andlisis filogenético para la identificacion de variantes de SARS-CoV-2
La extraccion del ARN del SARS-CoV-2 de las muestras clinicas se realizo utilizando
el sistema automatizado de purificacion de ADN/ARN QIAcube y el Kit QlAamp Viral
RNA mini (QIAGEN, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante (28,

La sintesis de ADNc y la amplificacion de un fragmento de 1 836 pb del gen S
(posiciones 21 976 a 23 812) se realizaron utilizando el kit comercial One Step RT-
PCR (QIAGEN, Alemania), siguiendo también las instrucciones del fabricante. Los
cebadores empleados para la RT-PCR se describieron en los protocolos para la
secuenciacion del SARS-CoV-2 del Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) de Atlanta (3D,

Para la reaccion de secuenciacion se utilizo el kit comercial Dye Terminator Cycle
Sequencing (DTCS) Quick Start (Beckman Coulter, EE.UU.), con cuatro cebadores
gue cubren todo el fragmento amplificado del gen S (posiciones 21 976 a 23 812).
Los productos de la secuenciacion se purificaron también segun las instrucciones del
kit DTCS Quick Start Master Mix (Beckman Coulter, U.E) y se analizaron en un
secuenciador automatico Beckman Coulter modelo CEQTM8800, utilizando el
procedimiento de andlisis de datos en bruto para productos de PCR. Las secuencias
obtenidas se ensamblaron y editaron utilizando el programa Sequencher™ Version

4.10.1 (Genes Codes Corporation, EE. UU.). La secuencia completa de referencia
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utilizada fue la Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2). Las mutaciones se identificaron
mediante el algoritmo de interpretacion CoVsurver: Andlisis de Mutaciones de hCoV-

19, de la base de datos GISAID (https://www.qgisaid.org/epiflu-applications/covsurver-

mutations-app).

La designacion de variantes de las secuencias de Villa Clara se establecié de
acuerdo con el perfil mutacional descrito previamente por la base de datos GISAID,
para cada variante conocida.

El Codigo de identificacion de cada secuencia depositada en GISAID se observa en
el anexo 9.

Las secuencias se alinearon usando Sequencher TM Versién 4.10.1 (Codigos Genes
Corporation, EE. UU.) y se editaron minimamente con el programa Mega 6. Se infirié
la historia evolutiva utilizando el método NJ, basado en el modelo de Tamura-3
parametros del programa Mega-6, para calcular las distancias evolutivas. La historia
evolutiva de las secuencias analizadas se representd por un arbol consenso derivado
de 1 000 réplicas (132,

[11.5. Operacionalizacion de las variables.

Variable Definicion Clasificacién Categoria
RT-PCR CPHEM | Resultado de la reaccion en Cualitativa Positiva
cadena de la polimerasa con nominal Negativa
reverso transcripcion en el dicotémica

Laboratorio de Biologia
Molecular, del CPHEM de Villa

Clara
RT-PCR LNR- Resultado de la reaccién en Cualitativa Positiva
IVR-IPK cadena de la polimerasa con nominal Negativa
reverso transcripcion en el dicotémica

Laboratorio de Referencia de
Influenza y Virus Respiratorios,
del Departamento de Virologia
del Instituto de Medicina Tropical,
Pedro Kouri, La Habana, Cuba.

Diagnosticadore | Reactivos utilizados para la Cuallitativa OPS “in house”

s de RT-PCR reaccion en cadena de la nominal RIDA-GENE SARS-
polimerasa con reverso politbmica CoV-2
transcripcion. STAT-NAT COVID-19

Presencia de Referido a la presencia o Cualitativa Asintomatico

sintomas ausencia de sintomas en el nominal Sintomatico
paciente. dicotémica
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Dianas Secuencia de ADN reconocida Cualitativa GenE
moleculares que se emplea para la deteccién nominal Gen RdRp
especifica del genoma del SARS- dicotbmica
CoV-2.
Plataformas de Sistemas automatizados Cualitativa QIlAcube de 12
extraccion disefiados para aislar y purificar nominal QIAcube HT
material genético (ADN o ARN) a politbmica Auto Pure 32
partir de muestras bioldgicas. Auto Pure 96
Plataforma de Son tecnologias y sistemas Cualitativa Rotor Gene Q
amplificacion utilizados para aumentar la nominal SLAN YGP
cantidad de material genético dicotémica
(ADN o ARN) a partir de
muestras biologicas.
Edad Afos cumplidos en el momento Cuantitativa <18
del diagndstico. discreta 19-59
260
Sexo Biolégico. Cualitativa Femenino
nominal Masculino
dicotomica
Sintomas Manifestacion subjetiva de una Cualitativa Fiebre, tos, rinorrea,
enfermedad o alteracion del nominal odinofagia, malestar
estado de salud, percibida politdmica general, cefalea,
exclusivamente por el paciente. disnea, anorexia,
nauseas, vomitos,
pérdida del gusto y
el olfato, diarreas.
Comorbilidades | Cuando en una misma persona Cualitativa Asma bronquial,
ocurren al mismo tiempo varios nominal hipertensioén arterial,
trastornos o enfermedades 0 uno politdmica diabetes mellitus,
después del otro. cardiopatia,
insuficiencia
cardiaca, obesidad,
enfermedad
pulmonar obstructiva
cronica,
alcoholismo,
tabaquismo,
neoplasia,
insuficiencia renal
cronica.
Clasificacion Estadio clinico en el que se Cualitativa Leve: sintomas
clinica encontraban los pacientes en el ordinal respiratorios alto sin

momento del diagnéstico.

neumonia, ni
hipoxia.
Moderado:

neumonia leve sin

insuficiencia
respiratoria aguda,

ni respuesta
inflamatoria Grave:
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neumonia con
insuficiencia
respiratoria aguda o
hipercoagulabilidad.
Critico: neumonia
con empeoramiento
progresivo,
sindrome de
dificultad respiratoria
aguda severo, que
requiera ventilacion

mecanica.

Fallecidos Muerte resultante de enfermedad Cualitativa Si
clinicamente compatible con un nominal No
caso probable o confirmado de la dicotémica
COVID-19.

Meses Periodo especifico de los 12 Cualitativa Enero, febrero,
intervalos en que esta dividido el ordinal marzo, abril, mayo,
afo. junio, julio, agosto,

septiembre, octubre,
noviembre,
diciembre.

Afos Periodo de 12 meses que abarca Cuantitativa 2020, 2021, 2022,
desde el 1 de enero hasta el 31 discreta 2023.
de diciembre.

Municipio Municipio de residencia del Cualitativa Corralillo, Quemado
paciente. nominal de Glines, Sagua la

politbmica Grande,
Encrucijada,
Camajuani,
Remedios,
Caibarién, Placetas,
Santa Clara,
Cifuentes,
Ranchuelo, Santo
Domingo,
Manicaragua.

Variantes Variacién en el genoma viral o Cualitativa Variante D614G

genéticas de gue pueden incluir una o mas nominal Variante britanica,

SARS- CoV-2 mutaciones. Designadas por la politbmica Alpha, B.1.1.7
OMS Variante

sudafricana, Beta,
B.1.351
Variante india Delta,
B.1.627

,Variante botsuana
Omicron B.1.1.529 y
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subvariantes
(BA.2, BA.5, BQ.1,
XBB.1, XBB.1.15,
XBB.1.16, JN1)
Otras variantes
(patrén mutacional
(4) 614 + 677,
patron mutacional
(3) 614+732,
B.1.623
(494+501+614+681)
, variante
californiana épsilon
(B.1.427/B.1.429).

Ciclo umbral
(Ct)

Numero de ciclos necesarios para
que la sefial de fluorescencia
generada por la amplificacién del
ADN supere un nivel de deteccion
predeterminado (umbral de
fluorescencia)

Cuantitativa
discreta

Mutaciones con
efectos
bioldgicos
potenciales

Cambios en el genoma, con
implicaciones fenotipicas
respecto al aislado de referencia.
Transmisibilidad, gravedad,
interferencias con pruebas
diagndsticas, susceptibilidad
reducida a las terapias y
disminucion significativa del
efecto de anticuerpos
neutralizantes.

Cualitativa
nominal
politbmica

D614G, N501Y,
P681H, E484K,
L452R, T478K,
K417N, N440K.

Subgrupos

Grupos mas pequefios dentro de
la totalidad de los casos
estudiados, que se forman de
manera natural, a partir de las
variables seleccionadas
(mutaciones con efectos
biolégicos potenciales).
Obtenidos en el marco del
estudio como resultados de la
aplicacion de la técnica de
conglomerado en dos fases.

Cualitativa
nominal
politbmica

Subgrupo 1,
Subgrupo 2,
Subgrupo 3

[11.6. Procesamiento y analisis de los datos

Los datos correspondientes a cada variable se introdujeron en ficheros y se

procesaron utilizando los programas: SPSS, version 22.0 para Windows, EPIDAT, en

las versiones 3.1y 4.2 y el Microsoft Excel version 2016.
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La evaluaciéon del desempefio de la RT-PCR, como prueba diagndstica en el
CPHEM, con relacion a la RT-PCR en el LNR-IVR-IPK, como prueba de referencia,
se hizo determinando los indicadores de desempefio analitico como: sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, indice de Youden,
cocientes de probabilidad positivos y cocientes de probabilidad negativos y entre los
indicadores de concordancia diagnéstica: el indice de Kappa de Cohen y test
estadistico de W de Kendall.

El indice de Youden se obtuvo como medidas conjuntas de la eficacia de la pruebay
puede oscilar entre -1 y 1; los valores mas altos indican mayor capacidad
diagnoéstica. Los cocientes de probabilidad positivos y negativos, permitieron
clasificar la potencia de la prueba, segun la escala que se muestra a continuacion.

Tabla 4. Clasificacion de la potencia de la prueba segun los valores de los cocientes
de probabilidades.

CPP CPN Valor de la prueba

>10 <0,1 Prueba muy potente

5-10 0,1-0,2 Prueba poco potente

2-5 0,2-0,5 Prueba de aportacion dudosa
1-2 0,5-1 Prueba sin utilidad diagndstica

Fuente: Molina M, Ochoa C. Evaluacién de la validez de las pruebas diagnésticas (Ill) (13

En funcién de la interpretacion del resultado del cociente de probabilidad negativo, se
calculo el inverso de su valor (1/CPN).

El Nomograma de Fagan se usé para determinar la probabilidad posprueba; este se
representa en tres lineas verticales, de izquierda a derecha, la probabilidad
preprueba (se representa invertida), el cociente de probabilidades y la probabilidad
posprueba resultante. Utilizando una calculadora on-line disefiada por Alan Schwartz

y disponible gratuitamente en: http://araw.mede.uic.edu/cqgi-bin/testcalc.pl

La determinacion de los indicadores basicos de la prueba, se particularizé segun los

diagnosticadores empleados y la presencia o no de sintomas. Ademas, se aplico

indistintamente al desempefio de las dianas moleculares (Gen E y Gen RdRp)

utilizadas para la deteccion de SARS-CoV-2.

La concordancia de los resultados se determind usando el indice de Kappa de

Cohen, que pone a prueba la hipdtesis nula (Ho), de que el valor de Kappa es igual a
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0 6 que los resultados de las observaciones son por el azar. Se obtuvo un
estadigrafo Z con su significacion (p) asociada. Se trabajé con un 95% (de
confiabilidad; de manera que si a>0,05; se acepta Ho; de lo contrario se rechaza.

Si el valor del indice es positivo, indica mayor concordancia observada que los
esperados por azar, y Si es negativo expresa discordancia. La interpretacion de la

fuerza de concordancia a partir de los valores positivos, se resume a continuacion.

Tabla 5. Clasificacion de la fuerza de concordancia del indice de Kappa de Cohen.

Valor Fuerza de concordancia
<0,20 Mala

0,21-0,40 Ligera

0,41-0,60 Moderada

0,61-0,80 Buena

0,81-1,00 Excelente

Fuente: C. Ochoa Sangrador, G. Orejas. Epidemiologia y metodologia cientifica aplicada a la pediatria
(IV): Pruebas diagnésticas (119,

El andlisis de concordancia de los valores de ciclo umbral entre los resultados de la
RT-PCR del LNR-IVR-IPK y el LBM del CPHEM, se realizé con la aplicacion del test
estadistico de W de Kendall; utilizado también para el analisis entre las dianas
moleculares empleadas en el LBM del CPHEM (Gen E y Gen RdRp).

El valor de W oscila entre 0 y 1, en la medida que se acerca a 1, mayor es la
concordancia. La hipétesis nula Ho plantea que no existe concordancia W=0. Se
trabajo con un nivel de confiabilidad de 95%, a=0,05, de manera que si p>a, se
rechaza Ho y se asume la alternativa.

Como medidas de resumen para variables cualitativas se hizo uso de frecuencias
absolutas y relativas (porcentaje) y para variables cuantitativas, medidas de
tendencia central (mediana), y de dispersién (minimo, maximo, cuartiles y rango
intercuartil). Para la seleccion de la mediana como medida de tendencia central, se
probé previamente la distribucion normal de los datos (Prueba de Shapiro Will).

Se aplicé la Prueba de Kruskal Wallis, la Hipétesis nula (Ho) de este test plantea la
igualdad entre las medianas. La prueba devolvidé un estadigrafo y su probabilidad (p)
asociada. Se trabajoé con un nivel de confiabilidad de 95%, a=0,05, de manera que si

p>a, se aceptd Ho, de lo contrario se rechazo.

42



Se empled la técnica de Kulldorff para detectar conglomerados de altas tasas de
incidencia de COVID-19 y su ubicacion geografica. En la ejecucién de la técnica se
utilizé el programa SaTScan version 10.1, se aportaron los insumos que requiere el
programa: coordenadas de los municipios que son las unidades geogréficas en las
que se hace el analisis, poblacion total de cada unidad geografica, y conteo de casos
confirmados de COVID-19 en cada una de ellas.

Se eligio la opcion de analisis: conglomerados prospectivos espaciotemporales y el
modelo de distribucion Poisson, con una frecuencia diaria de observacion. Se
realizaron tres cortes con periodicidad quincenal (30/9/2021, 15/10/2021 vy
30/10/2021).

Las coordenadas cartesianas de cada municipio se tomaron del Mapinfo 7.5, el
mismo programa con el que posteriormente se realizaron las representaciones
cartograficas de los resultados.

En cada conglomerado resultante del analisis, se obtienen los estadigrafos
siguientes: casos observados, casos esperados, tasa de incidencia, riesgo relativo
(RR) y un unico valor de significacion (p) que indica el orden de prioridad de los
conglomerados obtenidos.

La hipotesis nula (Ho) establece que el riesgo de COVID-19 se mantiene constante
en todo el territorio, la hipétesis alternativa plantea que el riesgo de enfermar por
COVID- 19 no es constante, y su intensidad en el area geogréfica del conglomerado
no es proporcional al tamafio de la poblacion en riesgo, considerandolo
conglomerado «activo». Se trabajo con una confiabilidad de 95% (0=0,05), de
manera que si p>0,05 se aceptd Ho, de lo contrario se rechazo.

La independencia entre variables, se probo realizando la Prueba de independencia
basada en la distribucién Chi cuadrado, con la hipotesis nula (Ho) de que existe
independencia (no existe relacion). Ante las limitaciones de la prueba se tomé el
resultado de la prueba exacta de Fisher, que devuelve una probabilidad (p). Se
trabajé con una confiabilidad de 95% (a=0,05), de manera que si p>0,05 se aceptd
Ho, de lo contrario se rechazd.

El andlisis de conglomerados en dos fases o cllsteres bietapicos, se aplicé para

identificar la existencia de subgrupos naturales o clUsteres en la poblacion estudiada;
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estos subgrupos difieren entre si, pero tienen caracteristicas similares dentro de
ellos. Se incluyeron como variables cualitativas ocho mutaciones con efectos
biologicos potenciales y se opté por una seleccion automatica del numero de
clusteres; se obtuvo como resultado la distribucion y perfiles de clusteres. El
programa mostré una medida de silueta de la cohesion y separacion como indicador
de calidad (Anexo 10).

Los resultados del estudio se presentaron en texto, tablas y figuras (arbol
filogenético, diagramas, graficos de pastel, graficos de cajas y bigotes y graficos de

secuencias).
[11.7. Consideraciones éticas

La investigacion es una tarea del proyecto sectorial (cddigo: 2105017) coordinado
por el IPK: “Fortalecimiento y Desarrollo del Diagndéstico Molecular en Cuba”.

El estudio se fundamenta en los principios éticos esenciales aprobados por el Comité
de Etica de la Institucion con codigo 06-22-22. Se garantizd la transparencia y
ausencia de sesgos en la metodologia para obtener resultados fiables, los que
contribuyeron al bienestar social, se facilitdé el acceso equitativo a avances en el
diagnéstico.

El director del CPHEM de Villa Clara y el jefe de departamento de estadistica
provincial, aprobaron la utilizacion de la informacién contenida en los registros
digitales de resultados del laboratorio por previa presentaciéon de una carta de
solicitud oficial por parte del LBM. La informacion obtenida de los pacientes fue

andnima, confidencial y solo utilizada con fines investigativo (Anexo 11).
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IV. Resultados

Indicadores de desempefio diagndéstico de la RT-PCR en muestras procesadas
por el LBM de Villa Clara, marzo de 2020 y mayo de 2023

La tabla 6 y figura 3 ilustran los resultados de las muestras de exudado nasofaringeo
procesadas para la deteccion de SARS-CoV-2 mediante RT-PCR, en el LBM-
CPHEM de Villa Clara y en el LNR-IVR-IPK. Estas muestras se enviaron para control
de calidad, lo que permitié determinar su concordancia. Se confirmaron 359 muestras
positivas, siete falsas negativas, 80 negativas y una falsa positiva; 366 muestras
representan una prevalencia de 81,88% de los casos estudiados. Los resultados
exhibieron un indice de Kappa de 0,9414, mostrando una excelente concordancia.

Tabla 6. Resultados RT-PCR en el LBM-CPHEM de Villa Clara y en el LNR-IVR-IPK.

RT-PCR RT-PCR (LNR-IVR-IPK)
(LBM-CPHEM) Positivo  Negativo Total
Positivo 359 1 360
Negativo 7 80 87
Total 366 81 447
indice de Kappa de Cohen=0,94147=19,9223 p=0,000
Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.
Total de Muestras
447
|
I | | 1
SARS-COV 2
s SARS-COV 2
Positivos Negativos
360 (80,5%) 87 (19.5%)
| I
I 1 1 1
Verdaderos Falsos Verdaderos Falsos
positivos Negativos negativos positivos

Figura 3. Diagrama de flujo de la RT-PCR en el LBM-CPHEM de Villa Clara y en el

LNR-IVR-IPK.

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.
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En la tabla 7 se observan los indicadores de validez en la evaluacion del rendimiento
de la RT-PCR para la deteccion de SARS-CoV-2 implementada en el LBM-CPHEM
de Villa Clara, se muestran valores de sensibilidad de 98,09% y la especificidad de
98,77%. Es de sefialar que el 99,72% de los pacientes que tuvieron una prueba
positiva presentaron la enfermedad y que el 91,95% de los pacientes con una prueba
negativa eran sanos. El indice de Youden fue de 0,97, y evidenci6 el alto valor
diagnéstico de la prueba. La potencia se examind al evaluar los cocientes de
probabilidad positivo 79,45 y negativo 0,02. Estos valores demuestran que la prueba

es muy potente.

Tabla 7. Indicadores de validez de la RT-PCR para el diagnostico de laCOVID-19 en
el LBM-CPHEM de Villa Clara.

Indicadores de validez de la Valor Intervalo de confianza (95%)
RT-PCR (LBM-CPHEM) Limite inferior Limite superior
Sensibilidad 98,09 96,55 99,63
Especificidad 98,77 95,74 100
Valor predictivo para una prueba positiva 99,72 99,04 100
Valor predictivo para una prueba negativa 91,95 85,66 98,24
indice de Youden 0,97 - -
Cociente de probabilidad positivo 79,45 - -
Cociente probabilidad negativo 0,02 - -

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

En la figura 4 se ilustra el nomograma de Fagan que permite visualizar la
probabilidad de que un paciente sea realmente positivo a la COVID-19. A partir de
una probabilidad preprueba de 81,88%, cuando se aplica la técnica de RT-PCR,
asciende hasta el 99,72%. La probabilidad de que un paciente sea falso negativo es
de 8,05%.
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Figura 4. Probabilidad posprueba de la RT-PCR para deteccion del SARS-CoV-2 en

el LBM-CPHEM de Villa Clara.

En la tabla 8 se presenta la evaluacion de los indicadores de validez en los

diagnosticadores utilizados. Se analiza el resultado del procesamiento de las
muestras con tres sistemas de RT PCR: OPS in house (116 muestras), RIDA-GENE
SARS-CoV-2(196) y STAT-NAT COVID-19(135).

Tabla 8.Indicadores de validez en los diagnosticadores de la RT-PCR LBM-CPHEM

Villa Clara.

Indicadores de validez de la RT-PCR Ops?r']agn;?;;agg\ie RTS-.?SENAT
(LBM-CPHEM) house  SARS-CoV-2 COVID-19
NUmero 116 196 135
Sensibilidad 90,57 98,94 100
Especificidad 98,41 100 100
Valor predictivo para una prueba positiva 97,96 100 100
Valor predictivo para una prueba negativa 92,54 80 100

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

Se observé que todos los diagnosticadores presentaron valores de sensibilidad y
especificidad por encima del 90%: STAT-NAT COVID-19, con valores de sensibilidad
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y especificidad de 100%, RIDA-GENE SARS-CoV-2 sensibilidad de 98,94% y una
especificidad de 100%. El desempefio mas bajo se obtuvo con el OPS in house que
mostré una la sensibilidad de 90,57%, y una especificidad de 98,41%. Los valores
predictivos mas altos se encontraron con el STAT-NAT COVID-19 (VPP 100%, VPN
100%), y el valor predictivo negativo mas bajo con el RIDA-GENE SARS-CoV-
2(VPN: 80%).

La tabla 9 muestra la concordancia de los resultados entre los diagnosticadores
empleados en la RT-PCR en el LBM-CPHEM de Villa Clara y en el LNR-IVR-IPK. Se
observa que el indice de Kappa de Cohen fue para OPS in house de 0,8951; para el
RIDA-GENE SARS-CoV-2 de 0,8836 y para STAT-NAT COVID-19 de 1,0000.

Tabla 9. Concordancia de los diagnosticadores empleados en la RT-PCR LBM-
CPHEM y el LNR-IVR-IPK.

RT-PCR (LBM CPHEM —LNR-IVR-IPK)

Estuche de RT-PCR indice de Kappa de Cohen Valor de Z p

OPS in house 0,8951 9,6647 0,000
RIDA-GENE SARS-CoV-2 0,8836 12,4552 0,000
STAT-NAT COVID-19 1,0000 11,6190 0,000

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

Los indicadores de validez de la RT-PCR en muestras de pacientes sintomaticos y

asintomaticos se describen en la tabla 10.

Tabla 10.Indicadores de validez de la RT-PCR para el diagnéstico de la COVID-19
en pacientes sintomaticos y asintomaticos.

Indicadores de validez del RT-PCR Presencia de sintomas
(LBM-CPHEM) Sintomaticos Asintomaticos
NUmero 297 150
Sensibilidad (%) 99,27 94,62
Especificidad 95,83 100
Valor predictivo para una prueba positiva 99,63 100
Valor predictivo para una prueba negativa 92,00 91,94

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

En la deteccion de pacientes sintomaticos se evidencia una sensibilidad de 99,27% y
una especificidad de 95,83%. En los pacientes asintomaticos la sensibilidad fue de
un 94,62% vy la especificidad de un 100%. En ambos casos disminuyd el valor

predictivo negativo de la prueba, sintoméaticos 92% y asintomaticos 91,94%.
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En la tabla 11 se presenta la concordancia de los resultados entre la RT-PCR del
LBM-CPHEM de Villa Clara y los del LNR-IVR-IPK en pacientes sintomaticos y
asintomaticos, donde se observa que el indice de Kappa de Cohen en sintomaticos
fue 0,9333 y en asintomaticos 0,9304.

Tabla 11. Concordancia de la RT-PCR en el LBM-CPHEM y en el LNR-IVR-IPK del
IPK entre pacientes sintomaticos y asintoméaticos.

RT-PCR (LBM CPHEM — LNR-IVR-IPK)
indice de Kappa de Cohen  Valor de Z p

Presentacion de sintomas

Sintomaticos 0,9333 16,0877 0,000
Asintomaticos 0,9304 11,4232 0,000

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

Los indicadores de validez de la RT-PCR empleando el gen E y el gen RdRp (Tabla
12), muestran que en ambas dianas moleculares la sensibilidad tiene un valor
superior a 98%, y que la menor especificidad 97,53% se relacion6 con el gen E.En
ambos casos disminuy6 el valor predictivo negativo de la prueba, gen E 94,05 % y
gen RdRp 91,95%.

Tabla 12.Indicadores de validez de la RT-PCR para el diagnéstico de COVID-19
mediante la deteccion de dos dianas moleculares.

Indicadores de validez del RT-PCR (LBM-CPHEM) GenE Gen RdRp

Sensibilidad 98,63 98,09
Especificidad 97,53 98,77
Valor predictivo para una prueba positiva 99,45 99,72
Valor predictivo para una prueba negativa 94,05 91,95

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

La tabla 13 se observa la concordancia de los resultados de la RT-PCR en el LBM-
CPHEM de Villa Clara y en el LNR-IVR-IPK entre las dianas moleculares utilizadas.
El indice de Kappa de Cohen para el gen E es de 0,9480 y para el gen RdRp es de
0,9414.
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Tabla 13. Concordancia de la RT-PCR entre gen E y RdRp en el LBM-CPHEM vy el
LNR-IVR-IPK.

RT-PCR (LBM CPHEM — LNR-IVR-IPK)

Dianas moleculares

indice de Kappa de Cohen Valor de Z p
GenE 0,9480 20,0475 0,000
Gen RdRp 0,9414 19,9223 0,000

Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

Al analizar las diferencias entre los valores de ciclo umbral, obtenidas en el LBM-
CPHEM Villa Clara y en el LNR-IVR-IPK (Tabla 14), se constatd que el 69,36% de
los casos presentaron una diferencia menor de 2 ciclos y el 30,64% tuvieron
diferencia mayor de 3 ciclos. Mediante la prueba estadistica (W de Kendall=0,900
p=0,000) se comprobd que existe concordancia entre los valores de ciclo umbral de

ambas RT-PCR, con independencia del laboratorio donde se realizé la prueba.

Tabla 14. Diferencia entre los valores del ciclo umbral en el LBM-CPHEM y el LNR.

Diferencia entre los valores del ciclo

umbral (LBM CPHEM — LNR-IVR-IPK) ~ NUmero % % acumulado
0 ciclo 69 19,22 19,22

1 ciclo 87 24,23 43,45

2 ciclos 93 25,91 69,36

3 ciclos y méas 110 30,64 100

W de Kendall=0,900 p=0,000
Fuente: Registro de muestras enviadas a control de calidad.

La tabla 15 muestra las diferencias de los valores del ciclo umbral entre el gen E y el
gen RdRp en el LBM-CPHEM de Villa Clara. Se constatd que no existio diferencia
entre los valores de ciclo umbral en 300 muestras (83,33%); y estadisticamente se
demostré que existe concordancia entre los resultados de los ciclos de gen E-RdRp
(W de Kendall=0,962; p=0,000).
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Tabla 15. Diferencia entre los valores del ciclo umbral del gen E y RdRp.

Diferencia entre los valores del ciclo

umbral (Gen E-RdRp) Numero % % acumulado
0 ciclo 300 83,33 83,33

1 ciclo 24 6,67 90,00

2 ciclos 12 3,33 93,33

3 ciclos y méas 24 6,67 100

W de Kendall=0,962 p=0,000
Fuente: Base de datos de envi6é de muestras a control de calidad.

Relacion entre los resultados del diagnéstico molecular y las variables clinico-
epidemioldgica para definir patrones en la vigilancia integrada frente a la
pandemia de COVID-19 en Villa Clara

En la tabla 16 se resumen los casos confirmados en el laboratorio entre 11 de marzo
de 2020 y 5 de mayo de 2023, (fechas de inicio y fin de la pandemia por la OMS). Se
observo que desde finales de diciembre de 2020 comenzo el incremento de casos. El
afio 2021 acumulé el mayor numero de casos positivos en Villa Clara. Se
diagnosticaron 51 710 (85,98%) casos; alcanzando su pico maximo en el mes de
septiembre. Le sigue el afio 2022 con 7764 (12,91%) y destacan los meses de enero
y marzo con mayor incidencia de casos. En el 2023 se identificaron 115 casos. En la

figura 5 se observa la distribucién por meses

Tabla 16. Confirmados de COVID-19 en el LBM-CPHEM de Villa Clara, 2020-2023.

ARosS Numero de casos % % acumulado
2020 552 0,92 0,92
2021 51710 85,98 86,90
2022 7 764 12,91 99,81
2023 115 0,19 100
Total 60 141 100
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Figura 5. Namero de casos confirmados en el LBM-CPHEM de Villa Clara por
meses.
Fuente: Registro de casos confirmados.

Para la purificacion de los &cidos nucleicos utilizados en la RT-PCR, se emplearon

diferentes estuches y plataformas (figura 6).

Porcentaje

2020 2021 2022 2023 Total
M QIA cube 4,35 0 0 0 0,04
MQIA cube HT 53,26 2,36 3,04 20 2,95
u Auto Pure-32 A 7,25 0 0 0 0,07
W Auto Pure-96 A| 35,14 97,64 96,96 80 96,94

Figura 6.Plataformas utilizadas en la extraccién de &cidos nucleicos en los casos
confirmados por afios.

Al inicio de 2020 se utilizé el sistema QIA cube y se confirman 24 casos (4,35%),
Durante el segundo semestre de ese afio se introdujeron otras tecnologias de
extraccion: QIA cube HT, Auto Pure-32 y AutoPure-96, diagnosticandose 294
(53,26%), 40 (7,25%) y 194 (35,14%) casos con cada estuche, respectivamente. A
partir del afio 2021 se continud trabajando mayoritariamente con la plataforma Auto
Pure-96 y se confirmaron 50488 casos (97,64%). En los afios 2022 y 2023 el
diagnostico de casos fue de 7 528 (96,96%) y 92 (80%), respectivamente. En el
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96,94% de los individuos confirmados durante toda la pandemia en Villa Clara se
empled la plataforma Auto Pure-96.

En la figura 7 se muestran las plataformas de amplificacion de acidos nucleicos
empleadas en la confirmacion de los casos por afios. Desde el inicio de la pandemia
en el 2020, se trabajo con la plataforma Rotor Gene Q de QIAGEN, con la que se
confirmaron 354 (64,13%) casos. En este propio afio se introdujo la plataforma de
amplificacion SLAN-YGP y se confirmaron 198 (35,87%) de los casos. En 2021 se
confirmaron 47 712 (92,27%) con la plataforma Rotor Gene Q de QIAGEN. En 2022
se mantuvo la plataforma Rotor Gene Q de QIAGEN con 7153 (92,13%) casos, el
mayor numero de confirmados. En 2023 la plataforma SLAN-YPG confirmé 79
(68,70%) muestras del total. En el 91,88% de los confirmados durante toda la

pandemia en Villa Clara se emple6 la plataforma Rotor Gene Q de QIAGEN.

Porcentaje

P 4 - - - /

2020 2021 2022 2023 Total
u SLAN®-96P 35.87 7.73 7.87 68.7 812
uRotor- Gene® Q 64.13 92.27 92.13 31.3 91.88

Figura 7.Plataformas utilizadas en la amplificacion de los acidos nucleicos 2020-
2023.

La edad y el sexo de los casos confirmados durante la pandemia se muestran en la
figura 8. Los menores de 18 afios representaron el 18,90% (11 367casos) entre 19y
59 afios el 61,19% (36 803 casos) y con 60 afios y mas el 19,90% (11 971 casos).
Predominé el sexo femenino con 31 842 casos (52,95%).
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=18 19 a 59 260 Masculino Femenino
Edad Sexo

Figura 8. Edad y sexo de casos confirmados de la COVID-19 en el LBM-CPHEM de

Villa Clara.
Fuente: Registro de casos confirmados.

La figura 9 muestra los casos confirmados, sintomaticos y asintomaticos que
representaron 85,67% (51 523 casos) y 14,83% (8 618 casos), respectivamente.

ESintomaticos I4Asintomaticos

Figura 9. Casos confirmados asintomaticos y sintométicos de la COVID-19 en el
LBM-CPHEM de Villa Clara.

Fuente: Registro de casos confirmados.

En la figura 10 se describen los principales sintomas y signos que presentaron los
pacientes confirmados. Destacan la fiebre (31 643 casos 52,61%), seguido de la tos
(28 493 casos; 47,38%) y la rinorrea (20 166 casos; 33,53%). La pérdida del gusto
(8 680; 14,43%), el malestar general (8 413; 13,99%), la odinofagia (7 859; 13,07%),
la anorexia (7 794; 12,96%), la pérdida del olfato (7 610; 12,65%) y la disnea (6 085;

10,12%) fueron menos frecuentes.
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Diarreas [d 1.42 %

Vomitos [ 1.64

Nauseas [l 7.6

Cefalea [l 9.13

Disnea [ 10.12
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Sintomas

Rinorrea 4 33.53
Tos 4 47.38
Fiebre 4 52.61
0 10 20 30 40 50 60
Porcentaje

Figura 10. Porcentaje de sintomas y signos en casos confirmados de COVID-19 en

el LBM-CPHEM de Villa Clara.
*Porcentaje calculado con relacion a N. Fuente: Registro de casos confirmados.

En la figura 11 aparecen las comorbilidades mas frecuentes entre los pacientes
confirmados. Estas fueron la hipertension arterial (1484; 2,47%), la diabetes mellitus
(1 414; 2,35%), el asma bronquial (299; 0,50%) y la cardiopatia isquémica (170;
0,28%)

Alcoholismo
Tabaquismo

IRC

Gestacion
Insuficiencia cardiaca
Neoplasia

Obesidad

EPOC

Comorbilidades

Cardiopatia isquémica

Asma Bronquial

Diabetes Mellitus 2.35
Hipertension arterial 2.47
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Porcentaje

Figura 11. Comorbilidades en casos confirmados de la COVID-19 en el LBM-
CPHEM de Villa Clara.

*Porcentaje calculado con relacion a N.

Fuente: Registro de casos confirmados.
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La clasificacion clinica de los pacientes en el momento del diagndstico se presenta
en la tabla 17. Se observa que, del total de los casos confirmados, 54 225 se
reportaron como leves (90,16%), 5 359 moderados (8,91%), 313 criticos (0,52%) y
2444 graves (0,41%).

Tabla 17. Clasificacion clinica de los casos confirmados de la COVID-19 en el LBM-
CPHEM de Villa Clara.

Clasificacion clinica Numero %

Leve 54 225 90,16
Moderado 5 359 8,91
Grave 244 0,41
Critico 313 0,52
Total 60 141 100

Fuente: Registro de casos confirmados.
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Tabla 18. Analisis espacial prospectivo en la vigilancia de COVID-19 en Villa Clara.

Tasa de
Caracteristicas del cluster incidencia*
Fecha . (Villa Clara)
. Claster
de analisis . . Tasa de .
Unidades espaciales Periodo (dias) Poblacion Casos Casos incidencia Riesgo
(municipios) observados esperados . Relativo P
1 Encrucijada- Camajuani- 24-30/9/2021 240488 1855 1218 110,19 1,67 0,000
Caibarién-Remedios- Placetas
30/9/2021 2 Santo Domingo 26-30/9/2021 47907 227 173 94,77 1,32 0,006 72,38
3 Ranchuelo 29-30/9/2021 51861 105 75 101,23 1,4 0,055
4 Manicaragua 28-30/9/2021 62781 162 136 86,01 1,11 0,644
1 Encrucijada-Cifuentes 9-15/10/2021 58549 244 116 59,53 2,19 0,000
2 Quemado de Giiines 11-15/10/2021 20797 57 30 54,82 1,95 0,000
15/10/2021 28,38
3 Manicaragua 9-15/10/2021 62781 164 125 37,32 1,33 0,046
4 Caibarién-Remedios 9-15/10/2021 84016 204 167 34,69 1,24 0,198
1 Quemado de Giines 25-30/10/2021 20797 46 17 36,86 2,70 0,000
2 Remedios 24-30/10/2021 43343 83 42 27,36 2,02 0,000
30/10/2021 13,91
3 Encrucijada 25-30/10/2021 31983 38 27 19,80 1,43 0,677
4 Placetas 30/10/2021 66367 14 9 21,09 1,52 0,974

Fuente: registro de casos confirmados.
*Por cada 100 000 habitantes
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El 30 de septiembre de 2021 se detectdé un conglomerado activo emergente
(p=0,000) de alta incidencia de la COVID-19, desde el 24 hasta el 30 de septiembre y
que incluyé los municipios de Encrucijada, Camajuani, Caibarién, Remedios y
Placetas. Se analizaron 1 855 casos observados para una tasa de incidencia
promedio diaria de 110,19 por cada 100000 habitantes, con un Riesgo Relativo (RR)
1,67 veces mayor que el resto del territorio (Tabla 18). El mapeo de este
conglomerado se observa en la figura 12. El segundo conglomerado se limitd al
municipio de Santo Domingo entre los dias 26 y 30 de septiembre, con un nivel de
significacion estadistica de p=0,006. En esa misma fecha se identific6 un

conglomerado no significativo (Manicaragua).

Conglomerados
30192021

Figura 12. Andlisis de la vigilancia prospectiva espaciotemporal del 30 de septiembre
2021.

En el andlisis realizado 15 dias después, se detectdé que el municipio de Encrucijada
mantuvo el riesgo, y formé un conglomerado con el municipio de Cifuentes entre los
dias del nueve al 15 de octubre. La tasa de incidencia fue de 59,53 (p=0,000).
Durante ese periodo también emergié el municipio Quemado de Guines (p= 0,000)

con 57 casos observados, una tasa de incidencia promedio diaria de 54,82 y un
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RR=1,95 veces mayor que el resto del territorio (Tabla 18). Se puede observar su
mapeo en la figura 13.

Sagua la Grande

L i X Camajuani
Santa Clara
Remedios
Placetas

Figura 13. Andlisis de la vigilancia prospectiva espaciotemporal del 15 de octubre de
2021.

Conglomerados
1510/2021

W Congiomerado 1 p=0,000)
W Conglomerado 2 ip=0,000)
I congiomerado 3 ip=0,045)
O Conglomerado 4 ip=0,138)
[0 o conglomerades

Con el tercer corte, realizado el 30 de octubre, se evidencié que el conglomerado de
Quemado de Giuines se mantuvo activo (p=0,000) (Tabla 18). ElI municipio
Encrucijada modificé la dinamica de riesgo, con una tendencia a la disminucion, ya
que paso a ser un conglomerado sin significacion estadistica (p=0,677). EI municipio
de Remedios modifico su patron de riesgo, con un RR=2,02 veces mayor que el resto
del territorio y un nivel de significacion de p=0,000. Se puede observar la
representacion cartografica en la figura 14.

En la tabla 18 se observa, de manera general, que, a partir del pico de casos de
septiembre, disminuy6 la tasa de incidencia en la provincia. El 30 de septiembre la
tasa fue 72,38 por cada 100000 habitantes, el 15 de octubre fue de 28,38 por cada
100000 habitantes y el 30 de octubre la tasa se redujo a 3,91 por cada 100000
habitantes.
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Conglomerados
3002021

Figura 14. Andlisis de la vigilancia prospectiva espaciotemporal del 30 de octubre de
2021.

Frecuencia y distribucion temporal de variantes gendomicas, linajes vy
mutaciones clave en la vigilancia gendmica del SARS-CoV-2 para casos

confirmados en el LBM de Villa Clara

La figura 15 (A y B) muestra la circulacion de las distintas variantes de SARS- CoV- 2
en la provincia de Villa Clara, en relacion con la incidencia de casos y las
defunciones.

La primera variante de SARS-CoV-2 que circuld en Villa Clara fue D614G, entre
diciembre de 2020 y abril de 2021, detectada mediante secuenciacion de acidos
nucleicos. En marzo de 2021, se detectd la cocirculacion de la variante D614G
(75%), con el patron mutacional 3: D614G + T732A (25%). En abril de 2021, ademas
de las variantes circulantes en marzo, se detectd la variante Alfa linaje B.1.1.7.
(20%). En mayo de 2021 se identificaron cuatro variantes cocirculando: la A.2.5.1
(16,7%), la Beta linaje B.1.1.351 (50%), la Delta linaje B.1.1.617.2 (16,7%) y la
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B.1.623 (16,7%). En julio de 2021 se mantuvieron cocirculando las variantes Beta
linaje B.1.1.351 (45,5%) y Delta linaje B.1.1.617.2 (54,5%). En agosto de 2021 solo
se identifico la Delta linaje B.1.1.617.2 en el 100% de las muestras secuenciadas. En
diciembre de 2021 se volvio a detectar Delta linaje B.1.1.617.2 (45,5%) en
cocirculacion con la variante Omicron B.1.1.529 (54,5%).

A partir de esa fecha, y durante los 17 meses que restan de pandemia, en las
muestras secuenciadas, solo se detectd la variante Omicron o alguna de sus
subvariantes, excepto en marzo de 2022, donde ademas se identificd el patréon 4:
D614G + Q677H.
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Figura 15. Secuencia temporal de la circulacién de variantes genéticas SARS-CoV-2
en relacién con la incidencia de casos y defunciones.
Fuente:registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.

En la figura 15B se muestran las variantes circulantes asociadas, con el numero de

casos confirmados y de fallecidos por SARS-CoV-2. La mayor incidencia de positivos

(16855/ 27,6%) y fallecidos (166/ 37,21%) ocurridé en septiembre de 2021. A partir de
61



ese momento se evidencid una reduccion significativa en la cantidad de casos
confirmados.

De diciembre de 2021 a mayo de 2023 el 62,3% (66/106) de las muestras
secuenciadas se correspondieron con la variante Omicron o algunas de sus
variantes.

En la figura 16 se observa el periodo de enero a marzo de 2022 en el que se detecto
la variante Omicron B.1.1.529. En ese trimestre se incrementaron los casos a 6371y
se informaron 19 defunciones, valores superiores a los reportados en los meses de

noviembre (726 casos y 5 fallecidos) y diciembre (170 casos y O fallecidos) de 2021.
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Figura 16. Distribucion de casos con variante Omicron y subvariantes en Villa Clara
diciembre 2021- mayo 2023.

Entre junio de 2022 y mayo de 2023, fecha de culminacion de la pandemia, la
incidencia de casos reportados disminuyd hasta cifras de dos digitos y no se
notificaron fallecidos. En ese periodo circularon las subvariantes BA.2, BA.5, BQ.1,
XBB.1, XBB.1.16 y XBB.1.5 (Figura 16).
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En la tabla 19 se muestran las variantes de SARS-CoV-2 secuenciadas y su relacion
con la clasificacion clinica de los pacientes en vigilancia gendmica (n=106). Los
pacientes infectados con la variante Delta presentaron formas graves de la
enfermedad en el 43,75% de los casos, mientras que el 37,50% se clasific6 como
criticos, en el momento del diagndstico. En los pacientes infectados con la variante
Omicron o alguna de sus subvariantes, el 75,76% se clasific6 como leves y el
22,73% como graves. Los pacientes infectados con la variante Beta no mostraron
casos graves, por lo que el 75% se presento con formas leves de la enfermedad vy el

25% se clasific6 como formas moderadas.

Tabla 19. Variantes de SARS-CoV-2 y clasificacion clinica de los pacientes para
vigilancia gendmica en Villa Clara. Diciembre 2021- mayo 2023.

Clasificacion clinica

Variantes del — Total
Leve Moderado Grave Critico
SARS-CoV-2
N° % N° % Ne % Ne % Ne %
Variante D614G 7 8750 O 0,00 0 0,00 1 12,50 8 100
Beta 6 7500 2 2500 O 0,00 0 0,00 8 100
Delta 2 1250 1 6,25 7 43,75 6 37,50 16 100
Omicron
i y 7576 0 0,00 15 22,73 1 1,52 66 100
subvariantes
Otras* 4 50,00 2 2500 2 2500 0 0,00 8 100
Total 69 6509 5 472 24 2264 8 7,55 106 100
Porcentaje calculado con relacion al Total de cada fila.
Prueba exacta de Fisher Chi cuadrado=45,999 p=0,000

Fuente: registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.

La relacion entre las variantes del virus y el fallecimiento se muestra en la tabla 20.
Del total de casos infectados con la variante Delta, el porcentaje de fallecidos fue de
31,25%, con la Beta del 25,00% y con la Omicron del 1,52%.
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Tabla 20. Pacientes fallecidos con variantes SARS-CoV-2 en vigilancia gendémica
Villa Clara diciembre 2021- mayo 2023.

, Fallecidos
Variantes NO Si Total
SARS-CoV-2 . - .
NUumero % Numero % Numero %
Variante D614G 7 87,50 1 12,50 8 100
Beta 6 75,00 2 25,00 8 100
Delta 11 68,75 5 31,25 16 100
Omicron y
subvariantes 65 98,48 1 1,52 66 100
Otras* 8 100,00 0 0,00 8 100
Total 97 91,51 9 8,49 106 100
Fuente: registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.

En la tabla 21 y en la figura 17 se observa la tendencia central y la dispersién del
valor del ciclo umbral segun las variantes del virus. El andlisis estadistico demostré
que existen diferencias significativas entre las medianas de los valores de ciclo
umbral (Chi’=14,587; p=0,006). La mediana mas baja la presentd la variante Delta
(18,50), y la mas alta la variante D614G (27,50). Los valores minimos mas bajos (14)
se observaron en las variantes Delta y Omicron. La mayor dispersion se evidencio en

la variante D614G, con un rango intercuartil de 10 valores.

Tabla 21. Tendencia central y dispersion del valor del ciclo umbral segun variantes
del virus.

Estadisticos descriptivos (valor del ciclo umbral)

Variantes del

virus Minimo Maéaximo Mediana - Cuartiles . Rango.
Primero Tercero intercuartil
Variante D614G 17 32 27,50 20,50 30,50 10,00
Beta 20 30 24,50 22,00 26,50 4,50
E}elta 14 25 18,50 16,50 22,50 6,00
Omicrony
subvariantes 14 30 23,00 20,00 28,00 8,00
Otras* 18 30 24,50 21,50 28,50 7,00

Prueba de Kruskal Wallis Chi cuadrado=14,587 p=0,006
Fuente: registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.
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Figura 17. Tendencia central y dispersion del valor del ciclo umbral segun las
variantes del virus.
Fuente: Registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.

La tendencia central y la dispersibn de los valores del ciclo umbral segun
clasificacion clinica se detallan en la tabla 22 y en la figura 18. Al aplicar el ensayo de
las medianas existieron diferencias significativas entre los valores del ciclo umbral
(Chi?=23,007; p=0,000). Los pacientes clasificados como criticos presentaron los
valores mas bajos: minimo de 14, maximo de 18 y mediana de 16. Los casos
clasificados como leves, presentaron un valor minimo de 16, maximo de 32, una
mediana de 23 y el mayor rango intercuartil (RIQ=7). Ademas, se aprecié que
mientras mas desfavorable era la evolucion clinica, mas bajos eran los valores de
ciclo umbral, con un Coeficiente de Correlacion de Pearson de -0,409 y una

significacion de p= 0,000.

Tabla 22. Tendencia central y dispersiéon de los valores del ciclo umbral segun
clasificacion clinica.

Estadisticos descriptivos (valor del ciclo umbral)

Clasificacion Cuartiles R
clinica Minimo Méaximo Mediana —— _ ~ango
Primero Tercero intercuartil
Leve 16 32 23,00 21,00 28,00 7,00
Moderado 22 25 24,00 24,00 25,00 1,00
Grave 17 30 21,00 19,50 25,00 5,50
Critico 14 18 16,00 14,50 18,00 3,50

Prueba de Kruskal Wallis Chi cuadrado=23,007 p=0,000
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Figura 18. Tendencia central y dispersion del valor del ciclo umbral segun la
clasificacion clinica.
Fuente: Registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.

A las mutaciones del SARS-CoV-2 con efectos biolégicos potenciales se les aplicé el
procedimiento de conglomerados en dos fases. Se identificaron tres subgrupos
naturales (clusteres) similares dentro de ellos, pero diferentes entre si.

La figura 19 muestra la frecuencia y el perfil de estos subgrupos.

Subgrupo 1: Mayor representacion de las mutaciones D614G, N501Y, E484K y
K471N.

Subgrupo 2: Mayor representacion de las mutaciones D614G, N501Y, P681H,
T478K, N440K.

Subgrupo 3: Mayor representacion de las mutaciones D614G, L452R, P681H,
T478K.
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Subgrupos de mutaciones con efectos biol6gicos potenciales

A J/
AN N4 AN
Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3
n=30 (28,30 %) n=49 (46,23 %) n=27 (25,47 %)
A& J AN J/ (S J

D614G: 49 (47,57 %)
D614G: 27 (26,21 %) D614G: 27 (26,21 %)
N501Y: 49 (70,00 %)

P681H: 47 (73,44 %) :
PE81H: 1 (156 %) P681H: 16 (25,00 %)

E484K: 0 (0,00 % ,
E484K: 7 (100 %) ( ) E484K: 0 (0,00 %)
L452R: 0 (0,00 % .
L452R: 1 (3,57 %) ( ) L452R: 27 (96,43 %)
T478K: 41 (59,42 % .
T478K: 1 (1,45 %) ( ) T478K: 27 (39,13 %)
K417N: 0 (0,00 %) TR OB

K417N: 7 (100 %)

‘\ N440K: 0 (0,00 %) / \ / \N440K:7(19.44 %) /

Figura 19. Frecuencia y perfil de los subgrupos de mutaciones del SARS-CoV-2 con

efectos bioldgicos potenciales.
Fuente: Base de datos LBM-VC y LNR-IVR-IPK.

N440K: 29 (80,56 %)

La tabla 23 muestra la relacion entre las variantes genéticas y los subgrupos de
mutaciones con efectos biolégicos potenciales. Se observa de manera significativa
(p=0,000) que el 100% de los pacientes con la variante Delta tenian las mutaciones
gue se encontraban en el subgrupo tres. Los casos con las variantes D614G, Beta y
otras, se encontraban en el subgrupo uno y la mayoria de los casos con Omicron y

sus subvariantes se encontraban en el subgrupo dos.
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Tabla 23. Relacién de las variantes del SARS-CoV-2 y subgrupos de mutaciones con
efectos bioldgicos potenciales.
Subgrupos de mutaciones con efectos

Variantes del biolégicos potenciales Total
virus Subgrupo 1l  Subgrupo 2 Subgrupo 3

N° % N° % N° % N° %
Variante D614G 8 100 O 0,00 0 0,00 8 100
Beta 8 100 O 0,00 0 0,00 8 100
Delta 0 000 O 0,00 16 100 16 100
Omicrony 8 1231 47 7231 10 1539 66 100
subvariantes
Otras* 6 66,67 2 22,22 1 11,11 8 100
Total 30 28,30 49 46,23 27 2547 106 100

Porcentaje calculado con relacion al total de la fila

Prueba exacta de Fisher Chi cuadrado=92,492 p=0,000

Fuente: registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.

Al realizar el andlisis filogenético de las muestras de Villa Clara secuenciadas (Figura
20), se constatdé que las secuencias identificadas se agrupaban en cinco grandes
clados, segun las variantes. Dos de las secuencias (61226 y 61215) de la variante
D614G, presentaron una mayor longitud de la rama, relacionada con un mayor
namero de sustituciones. Al analizar el clado en que se agrupaban las secuencias de
la variante Beta, la mayoria fueron similares genéticamente, solo una (32057) mostré
un namero superior de mutaciones. Es de destacar que la rama que agrupé a la
variante Omicron, mostré una elevada diversidad genética. De este clado surgieron
dos nuevas ramas, una de ellas presentd mayor variabilidad. Las ramas que se
formaron se agruparon segun las subvariantes (BA2, B.1.1.529, BA5, BQ1, XBB1,

XBB.1.16, JN1), independientemente del tiempo en que se identificaron.
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Figura 20.Arbol filogenético del SARS-CoV-2.
Fuente: registro de casos secuenciados en LNR-IVR-IPK.
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DISCUSION



V. Discusién

En Cuba se reforzaron todos los mecanismos para la vigilancia clinico-
epidemioldgica y microbioldgica del SARS-Cov2, antes de que la OMS declarara la
pandemia de COVID-19 en marzo de 2020.

Los laboratorios de biologia molecular desempefiaron un papel fundamental en la

implementacion del diagnostico etiologico del SARS-CoV-2. Para el LBM de Villa

Clara constituy6 un gran reto enfrentar la demanda del procesamiento de un total de

664 994 pruebas de RT-PCR.

La necesidad de adaptar y mejorar rapidamente la infraestructura del laboratorio, y la

introduccidén de nuevas técnicas diagnosticas, sin detener las operaciones en curso,

requirié de un reordenamiento con enfoque innovador, en un periodo corto de tiempo.

Durante este periodo se realizaron diferentes acciones, entre las que se destacan:

e La capacitacion de recursos humanos en el diagnéstico molecular.

¢ Digitalizacion de la informacion en los centros de toma de muestras.

e Reestructuracion del area informatica.

e Confeccion de los procedimientos normalizados de operaciones.

e Estandarizacion de los protocolos de laboratorio.

e El| desarrollo de convenios con otras instituciones para la elaboraciéon de
materiales de laboratorio como gradillas, termos para el transporte de muestras,
libros de registros para la entrada de muestras y protocolos de trabajo.

e Alianzas con las universidades en la transferencia tecnoldgica, en el proceso de
informatizacion y para la colecta de las muestras.

e Se gestiona la adquisicion de equipos especializados, entre ellos, nuevas
plataformas de extraccion y amplificacion de acidos nucleicos para ampliar las
capacidades diagnésticas del laboratorio.

Las transformaciones realizadas no solo representan ajustes operativos, técnicos y

estructurales, sino que encapsulan dos principios fundamentales: adaptabilidad y

escalabilidad. La adaptabilidad es la capacidad para incrementar rapidamente

nuevos métodos diagnosticos y técnicas, siguiendo la evolucion del virus. La

escalabilidad consiste en la habilidad para aumentar el numero de pruebas
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diagnésticas en respuesta a la demanda creciente, durante los picos pandémicos y
sin comprometer el rendimiento y la calidad.

En este sentido, en el LBM de Villa Clara se ejecutaron estrategias internas
dinamicas, segun las etapas por la que transitd la pandemia.

En sus inicios, la OMS recomendé intensificar exponencialmente el niamero de
pruebas diagndsticas a realizar, como la mejor estrategia de lucha contra la COVID-
19 G,

En el LBM de Villa Clara, de marzo a abril de 2020, la alta demanda de pruebas
diagndsticas propicié la ejecucion de un diagrama de proceso de tipo hilo o recorrido
para visualizar de manera clara y secuencial la interaccion entre el personal, los
espacios fisicos y los recursos en las distintas etapas desde que la muestra llegaba
al area de recepcion hasta su procesamiento final. Esto, en combinacion con el
diagrama de flujo operativo del laboratorio ayudé a cumplir estrictamente los
protocolos de aislamiento por zonas limpias y sucias, lo que garantiz6 una respuesta
mas rapida y segura ante un momento de alta presion epidemioldgica.

Se reorganizé la composicion del personal del laboratorio en dos grupos de trabajo
que laboraban en jornadas extensas de mas de ocho horas.

En noviembre de 2020 se incorporaron al laboratorio un grupo de jovenes
estudiantes del ultimo afio de la licenciatura en Bioandlisis Clinico, de licenciados en
Biologia y de médicos residentes en Microbiologia de tercer afio. Se conformaron
cuatro equipos de trabajo (integrados por 8 personas) que trabajaban en turnos de
24 por 72 horas. El personal se distribuy6 en cuatro areas de trabajo: recepcion de
muestras, extraccion de acidos nucleicos, preparacion de la mezcla de reaccion y
RT-PCR.

Las medidas de bioseguridad acapararon la atencion de la comunidad cientifica con
el surgimiento del nuevo agente que presenté una elevada letalidad, y para el que no
existia tratamiento conocido (33),

El LBM no estuvo exento de este riesgo, y desde la etapa preparatoria de
implementacion del diagnostico, se activo la gestion de bioseguridad conforme al
protocolo establecido. Se garantizo el suministro de los equipos de proteccion
individual a todos los trabajadores y se capacité en materias de bioseguridad. En el
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laboratorio se realiz6 analisis de riesgo; se actualiz6 el plan de manejos de desechos
peligrosos y el expediente de traslado de muestras. Los gabinetes de seguridad
biolégica se certificaron por la norma NC 1201-1:2017 (134-137),

El LBM, con alcance territorial, abarco el diagnostico de SARS-CoV-2 de las cinco
provincias de la region central (Villa Clara, Cienfuegos, Sancti Spiritus, Ciego de
Avila y Camagiiey) hasta finales del afio 2020. El laboratorio, en conjunto con el
LNR-IVR-IPK, se convirtié en un referente para la capacitacion y control de calidad,
en funcion de la puesta en marcha de los nuevos laboratorios de la region central
(138)_

El control de calidad constituye un pilar fundamental en el desarrollo de los
laboratorios dedicados al diagndstico molecular, permite estandarizar los procesos y
también garantiza la competencia técnica y la calidad de los servicios ofrecidos (139,
Un programa de control de la calidad externo evalia el desempefio de los
laboratorios mediante la comparacidon de sus resultados con estandares establecidos
y con otros laboratorios. La implementacion de estos programas suele basarse en las
normas 1SO 17043, que establecen los requisitos para los ensayos de aptitud y las
normas I1SO 15189, que regulan la calidad de los laboratorios clinicos (140 141) Son
herramientas valiosas para el control de los procesos, ya que hacen posible la
implementacion de acciones correctivas para mejorar la calidad y asegurar el
desempeiio de los métodos (142),

Asegurar la calidad se consideré tan importante como el diagnéstico etiolégico de la
enfermedad, por lo que, desde sus inicios, el laboratorio se insert6é en el programa de
control de la calidad externo del LNR-IVR-IPK para la validacion de los
procedimientos implementados (143, Esta sinergia permitié verificar la exactitud y
fiabilidad de las pruebas realizadas para la deteccion del virus, estdndares técnicos
imprescindibles, para la vigilancia y el control de la pandemia.

Los resultados de este control externo de calidad permitieron corroborar la
clasificacion correcta de los sospechosos en enfermos y sanos, con valores de
sensibilidad de un 98,09% y de especificidad de un 98,77%. Estos indicadores son
similares a los reportados en investigaciones que evaluan el desempeiio de los
ensayos moleculares para diagndstico de COVID-19 como los obtenidos por Dust y
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colaboradores (44, en un estudio realizado en Canadd, con una sensibilidad y
especificidad del 100%, donde no encuentran resultados falsos positivos,falsos
negativos, ni reactividad cruzada con otros virus.Craney y colaboradores 4%, en una
investigacion realizada en un hospital de New York, Estados Unidos, encuentran
valores de sensibilidad de 99% y especificidad de 97,6%. Un estudio realizado en
Perd muestra los resultados de la evaluacion del desempefio de dos ensayos de RT-
PCR; Logix Smart mostré una sensibilidad de un 98,5 y una especificidad de 95,6%,
y WGene SARS-CoV-2 con una sensibilidad de 97,0% y una especificidad de 100%
(146) En Cuba, la RT-PCR se utiliz6 como patréon de oro para evaluar diferentes
meétodos diagndsticos rapidos empleados en la pandemia. La técnica UMELISA
SARS-CoV-2 Antigeno tuvo una sensibilidad de 86,3% y la especificidad fue de
97,0% (47, Los estuches PanbioTM COVID-9 Ag RapidTest Device, Antigen one
SARS-CoV-2, Core test COVID-19 Ag Test y WANTAI SARS-CoV-2 IFA presentaron

una sensibilidad entre 80-95% vy la especificidad entre 90-98% 148 149 | os

resultados indican que la prueba de RT-PCR es altamente efectiva para detectar el
virus en diferentes regiones y bajo diferentes protocolos.

En la presente investigacion, los valores predictivos que se obtuvieron en la
evaluacion, revelaron que un paciente tenia una probabilidad de 99,72% de estar
enfermo cuando la prueba resultara positiva, y una probabilidad de un 91,95% de
estar sano cuando la prueba era negativa. La RT-PCR es una prueba diagnéstica
sensible y especifica, practicamente un resultado concluyente, e influye, de manera
decisiva, en la probabilidad para identificar los individuos sanos y enfermos. Los
resultados obtenidos en la investigacion son similares a los reportados por Meléndez
Villalobos y colaboradores (146), que muestran valores predictivos muy buenos (VPP:
100% y VPN 91,8%). Ellos también la clasifican como una prueba muy potente. En
Villa Clara, los valores predictivos ayudaron a interpretar mejor los resultados de la
RT-PCR y a tomar decisiones en cada contexto clinico y epidemioldgico.

El Nomograma de Fagan (%0 aporté otro elemento para la evaluacion de la
tecnologia. En el LBM se evidencio la precision y el rendimiento diagnéstico después
de aplicada la prueba. Estas herramientas se utilizan, en la practica clinica, para
detectar con mayor exactitud la enfermedad en los pacientes. Ademas, permite
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tomar decisiones clinicas mas informadas al tener una estimacion cuantitativa de
la probabilidad de que un paciente tenga la enfermedad, lo que significa
comunicar de manera mas eficiente y segura la precision en el diagnéstico (5% 151,
La evaluacion de la concordancia de la RT-PCR estimada mediante el indice de
Kappa de Cohen, mostré un nivel éptimo, lo que corrobora la alta fiabilidad de la
prueba y demuestra su capacidad para generar resultados precisos, mas alla de la
variabilidad esperada por el azar 110,

El LBM de Villa Clara utilizd los siguientes diagnosticadores: OPS in _house, RIDA-
GENE SARS-CoV-2 y STAT-NAT COVID-19 MICRO. Todos los diagnosticadores
presentaron buenos indicadores de validez y concordancia con los resultados LNR-
IVR-IPK; los mejores valores (sensibilidad 100%, especificidad 100% y concordancia
indice de Kappa de Cohen=1,000) se obtuvieron con el estuche STAT-NAT COVID-
19 MICRO. Este estuche no requiere cadena de frio, detecta cuatro dianas
moleculares y es de facil ejecucion por los laboratoristas. Ademas, la ventaja de
identificar cuatro dianas moleculares del SARS-CoV-2 evita las reacciones cruzadas
con otros coronavirus endémicos, minimizando los falsos positivos. El sistema RIDA-
GENE SARS-CoV-2 también presentd excelentes indicadores de validez.

Los resultados obtenidos concuerdan con un meta-analisis de pruebas diagndsticas
realizadas en diferentes paises, para la deteccion de COVID-19, que destaca los
resultados de la sensibilidad y especificidad de 17 diagnosticadores, la mayoria con
valores por encima de un 90% (152),

En el desarrollo del diagndstico del SARS-CoV-2, la evaluacién de la sensibilidad y
especificidad de los estuches comerciales y caseros empleados resultan cruciales
para garantizar la precision y confiabilidad de los resultados. Estos parametros varian
entre los diferentes diagnosticadores y dependen de factores como el disefio de los
cebadores o primers, la calidad de los reactivos y las condiciones de procesamiento.
La validacion continua de su desempefio en contextos locales, permite optimizar el
diagndstico, asegurando una respuesta mas efectiva frente a la pandemia (53,

En el presente trabajo, el desempefio de las pruebas moleculares en individuos
sintomaticos y asintomaticos mostré valores de sensibilidad y especificidad por

encima del 90%, y una adecuada concordancia. No existen diferencias marcadas en
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los indicadores de validez de ambas categorias; sin embargo, la prueba fue mas
sensible en los pacientes sintomaticos que en los asintomaticos, relacionado con una
menor proporcion de falsos negativos en este grupo. La especificidad fue mayor en
los asintomaticos. La menor sensibilidad de la RT-PCR en pacientes asintomaticos
en la provincia durante la pandemia de COVID-19 plante6 desafios importantes en la
vigilancia y el control de la enfermedad. Este aspecto requirié estrategias integradas
para garantizar una deteccién efectiva, que incluia la realizacién de pruebas seriadas
a las 48 horas en grupos de riesgo, la busqueda activa de contactos en casos
provenientes de zonas de alto riesgo de transmisibn o contacto estrecho con
pacientes confirmados, priorizando el riesgo epidemiolégico sobre el diagnéstico
molecular (549,

Segun el consenso argentino sobre la utilizacion de pruebas diagnésticas para
SARS-CoV-2, la sensibilidad general en pacientes asintomaticos varia entre el 75% y
el 95%, lo que se evidencid en los resultados obtenidos en esta investigacion (155,
Los protocolos de RT-PCR para el diagndstico de SARS-COV-2, evaluados y
recomendados por la OMS, utilizan diversas dianas moleculares @2, La disponibilidad
de las secuencias del virus depositadas en diferentes bases internacionales de datos

de secuencias (GISAID, Nexstrain y GeneBank) permitié el disefio de cebadores

especificos para regiones génicas altamente conservadas, con el objetivo de no
afectar la sensibilidad y la especificidad de los estuches diagndsticos, por la
presencia de mutaciones en sus dianas moleculares (/- 156),

En esta investigacion, los parametros de validacion de las dianas moleculares (gen E
y RdRp) mostraron una alta sensibilidad y especificidad, destacé el gen RdRp con
mayor especificidad y la menor sensibilidad, lo que coincide con una investigacion
realizada por Van Kasteren y colaboradores @59, Su informe refiere que el gen RdRp
presenta una menor sensibilidad, por eso no se sugiere como Unica diana
molecular.Sin embargo, el gen E demuestra una sensibilidad ligeramente mayor que
el RdRp, por lo que la OPS lo recomienda para la confirmacion %8, La combinacion
de ambos genes en los protocolos de RT-PCR, permite alcanzar un equilibrio entre
sensibilidad y especificidad, que mejora el diagnostico en las diferentes fases de la
infeccién y en contextos epidemioldgicos variados (21 159, 160),
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Mas alla de resultados cualitativos positivos y negativos, la RT-PCR expresa los
valores cuantitativos en forma de ciclo umbral 7).

En esta investigacion se muestran las diferencias en los valores del ciclo umbral
entre pruebas realizadas en el LBM de Villa Clara (intralaboratorio) y entre estos
valores y los del LNR-IVR-IPK (interlaboratorio). Las diferencias intralaboratorio
fueron de menos de dos ciclos y las interlaboratorios de tres ciclos y mas. En el caso
de la observacion intralaboratorio, en funcion de las dianas moleculares utilizadas
(gen E y RdRp), se destaca que un 83,33% de las muestras no mostré diferencias
entre los ciclos umbrales.

La comparacion interlaboratorio de los valores de ciclo umbral permite detectar estas
variaciones y garantizar la armonizacion de los resultados, asegurando la calidad de
los diagnosticos. Ademas, este proceso fomenta la mejora continua, al identificar
discrepancias y proponer soluciones conjuntas. De esta forma, la uniformidad en la
interpretacion de los valores de ciclo umbral fortalece la vigilancia epidemioldgica y la
toma de decisiones clinicas basada en evidencias (169,

En el presente trabajo los resultados obtenidos coinciden con una investigacion
realizada en Chile por Quiroz Ruiz y colaboradores (162, Estos autores plantean que
dentro de una sola prueba, realizada con distintas dianas moleculares en la misma
plataforma, la diferencia en los valores medios de ciclo umbrales de hasta 3,0 ciclos,
en los laboratorios que encuestaron.

Los valores del ciclo umbral de la RT-PCR muestran una correlacion significativa con
la clasificacion clinica de los pacientes infectados con SARS-CoV-2. Un Ct bajo
indica una alta carga viral y se asocia con casos mas graves de la enfermedad,
mientras que valores mas altos de Ct suelen observarse en pacientes con sintomas
leves o asintomaticos. Sin embargo, la utilidad del Ct como predictor de gravedad es
limitada, debido a la influencia de otros factores como son la calidad de la muestra y
las caracteristicas individuales del paciente. Estos hallazgos sugieren la importancia
de considerar el Ct como un complemento de la evaluacion clinica, mas que como un
indicador unico.

La evaluacion del desempeiio del diagnostico molecular mediante la RT-PCR es
esencial para la identificacién precisa de casos durante la pandemia. Refuerza el
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diagnéstico etioldgico, clave para construir datos epidemioldgicos sélidos y evaluar la
transmision comunitaria. La integracion de estos datos al sistema de vigilancia
permite detectar tendencias, evaluar riesgos y disefar estrategias de control mas
efectivas en el enfrentamiento a la pandemia (163,

En Villa Clara se confirmaron un total de 60 141 casos; convirtiéndose en el epicentro
del pais en abril de 2020, por la alta incidencia reportada. El 2021 se caracteriz6 por
un aumento sostenido de la incidencia de casos, hospitalizaciones y mortalidad, con
una tendencia a la disminucién en los afios 2022 y 2023. Este ultimo afio con la
declaracion del fin de la pandemia, mostré6 un comportamiento similar al resto del
pais (164),

Debido al elevado niumero de muestras diarias a procesar, en el LBM de Villa Clara,
se emplearon distintas plataformas automatizadas de alto rendimiento para la
extraccion de 4cidos nucleicos, lo que permitié optimizar el proceso de aislamiento y
purificacion del ARN viral. Estas tecnologias incluyeron sistemas avanzados, que
combinaron eficiencia y precision, reduciendo significativamente los tiempos de
procesamiento y aumentando la capacidad operativa del laboratorio. Ademas, se
utilizaron estuches comerciales, especialmente diseflados para garantizar un
aislamiento rapido y fiable, asegurando la pureza y la calidad del material genético
extraido (165),

Las limitaciones impuestas por el bloqueo econdémico a Cuba y la demanda excesiva
de diagnosticadores a nivel internacional, afectaron significativamente la adquisicion
de los estuches de extraccion necesarios para la RT-PCR en el diagndstico del
SARS-CoV-2 (165),

Estas restricciones dificultaron el acceso a los reactivos y equipos esenciales,
obligando a los paises a buscar alternativas locales. En nuestro pais se destaca el
desarrollo del estuche CEA-NANO+RNA 3.0, un producto nanotecnoldgico para la
extraccibn magnética de acidos nucleicos, diseflado por el Centro de Estudios
Avanzados de Cuba, perteneciente al Grupo de la Industria Biotecnoldgica y
Farmacéutica de Cuba (330, Este desarrollo permitié garantizar la continuidad de los
diagnésticos y demostré la capacidad innovadora del pais para enfrentar
adversidades mediante el desarrollo de tecnologias propias. Este avance refuerza la
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independencia tecnoldgica y fortalece las capacidades diagndsticas nacionales en
situaciones criticas.

Para el LBM de Villa Clara, las plataformas de amplificacion disponibles fueron el
Rotor-Gene y SLAN-YGP ambas combinan tecnologias avanzadas de deteccion de
fluorescencia y capacidad de amplificar, simultdneamente, diferentes dianas
genéticas, con alta sensibilidad y especificidad (166 167),

Estas plataformas lograron incrementar significativamente la capacidad de
procesamiento, logrando més de 2 000 muestras por dia y su introduccién fue clave
para enfrentar los desafios que impuso la pandemia, y fortalecer el diagndstico
molecular en la region central del pais.

La automatizacion tecnologica del diagndstico de la infeccibn por SARS-COV-2
permitié la confirmacion de un elevado nimero de muestras de casos sospechosos
por dia. El andlisis de los datos de todos los casos confirmados proporcioné
informacion fundamental para comprender el comportamiento clinico-epidemiolégico
y la evolucion de la pandemia en Villa Clara.

Desde el punto de vista epidemioldgico, en Villa Clara no se describe un patrén
diferencial en relacion a la edad y el sexo. La COVID-19 afecta a personas de todas
las edades y supone mayor riesgo para la vida en los individuos de edad avanzada y
con comorbilidades (168,

En esta investigacién predominé el grupo de edad de 19 a 59 afos, con menor
proporcién de casos en edades extremas de la vida. Resultados similares a los que
se describieron en Santiago de Cuba, con 57,1% de los casos en el rango de edad
de 21 a 60 afios (169, diferente a los reportes de Martinez y colaboradores en
Guantanamo79, otra provincia cubana, donde predominaron los mayores de 60
afos. Los resultados también coinciden con los obtenidos en el &rea de salud “19 de
abril” de La Habana, donde Lage y colaboradores (71 encuentran un nimero menor
de casos en las edades extremas. Este grupo de menor incidencia, presenta mayor
vulnerabilidad, en especial los ancianos, relacionado con el fenbmeno de la
inmunosenescencia, debido a que, con la edad, la respuesta inmune es menos

eficaz, porque afecta la produccion de células T por el timo 72, En un estudio
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realizado en Per( (173, encontraron que el 51,9% de los pacientes estuvieron en el
rango de 30 a 59 afios.

Varios informes justifican la menor susceptibilidad femenina al contagio; desde los
inicios de la pandemia se plantea la posible resistencia femenina al virus. Se
especula que la poca susceptibilidad de las mujeres a las infecciones virales puede
deberse a la proteccion que brinda tener doble cromosoma X, en comparacion con
los hombres 174),

La notificacion de casos de COVID-19 varia con relacion al sexo afectado en los
distintos paises del mundo. En cifras absolutas, China contabiliza més casos en
hombres a diferencia de la serie de Villa Clara donde se detectd un discreto
predominio del sexo femenino, lo que coincidié con lo notificado por Corea del Sur
(179, La frecuencia de casos en Espafia, es similar en ambos sexos. Las diferencias
entre paises, en la prevalencia de COVID-19 en ambos sexos, pueden ser reales o
fruto de comparaciones transversales preliminares en diversos estadios de la
pandemia @73, El predominio del sexo femenino detectado en este estudio concuerda
con lo reportado por otros investigadores (70 176. 177 sin embargo, la mayor
incidencia de casos positivos en la enfermedad de la COVID-19 en el sexo
masculino, es comunicado también por varios autores (173 178, 179),

Rojas y colaboradores refieren que Cuba no muestra diferencia significativa en la
variable sexo y existe igual probabilidad de enfermar ambos 77, y coincide con un
trabajo de revision de 140 historias clinicas de pacientes positivos para la COVID-19
en un hospital de Lima, Perd, donde concluyen que se afectan en iguales
proporciones la poblacion femenina y la masculina 189,

Durante la enfermedad COVID-19, los pacientes pueden manifestar un amplio
espectro de formas clinicas, que van desde asintométicos a sintomaticos, graves y
fallecidos. Los signos y sintomas clinicos aparecen entre los dos y 14 dias
posteriores a la exposicion al virus 173, Los sintomas habituales que presentan las
personas infectadas por SARS-CoV-2 son: fiebre, tos, cansancio, pérdida del gusto y
del olfato 79),

En la presente investigacion hubo un predominio de los pacientes sintomaticos. Entre
los sintomas y signos mas frecuentes destacan fiebre, tos, rinorrea, pérdida del gusto
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y malestar general. La literatura informa como sintomas cardinales, la fiebre y tos
seca.Los sintomas mas frecuentes; fiebre, tos y rinorrea; durante la pandemia en
Villa Clara, coinciden con los que refieren Bandera y colaboradores (169, Otros
investigadores difieren al informar la tos como el mas frecuente (73,177, 181),

En el Hospital Civil de Culiacan, México, en 192 pacientes confirmados, las dos
manifestaciones mas frecuentes resultaron la fiebre y la tos (182, Una investigacion
realizada en Holguin, Cuba, comunica que la manifestacibn mas frecuente es la
fiebre, seguida de la tos (83, Los sintomas que predominan en la provincia
Guantanamo, Cuba, son la fiebre, la congestion nasal y la tos @79, El hospital “Frank
Pais Garcia”, de La Habana, Cuba, informa, en una serie de 17 pacientes, como
sintomas mas frecuentes el malestar general, la fiebre y la tos seca 184,

La pérdida subita del olfato y el gusto se notifican por muchos investigadores (169 170,
179,185, 186) esto respalda lo encontrado en este informe. Sin embargo, otros autores
no informan estos sintomas, o no los tienen en cuenta (173 182),

Yan y colaboradores notifican que los pacientes con disfuncién olfativa pueden estar
asociados con un curso clinico mas leve (89, Pang y colaboradores también
informan que los pacientes con disfuncion olfativa mas grave, tienen menos
probabilidades de ser hospitalizados; sin embargo, los pacientes intubados o
fallecidos en el momento de la recopilacion de datos, no pudieron ser incluidos en el
estudio (89,

Es cierto que la alteracién de la sensacién del gusto puede ocurrir como resultado de
afecciones locales y sistémicas, y otras causas muy variadas 89, La disfuncion
olfativa notificada por el paciente, es un sintoma muy especifico de la COVID-19, que
debe incluirse en la evaluacion previa a la prueba de los pacientes sospechosos (188
189 Un estudio realizado por Mendoza Gutiérrez y colaboradores en México plantea
que la pérdida del gusto y el olfato son sintomas relevantes con alto grado de
prediccion de la COVID-19 (190),

Los pacientes asintomaticos son una fuente de virus potencialmente transmisible
(191 El 16% de los casos confirmados en Villa Clara estaban asintomaticos. En
estudios revisados, la frecuencia de pacientes asintomaticos con COVID-19 es

variable y ubican el rango asintomatico entre un 20% y un 80% (192 193),
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En China, un estudio en la poblacion tibetana, encuentra un 22% de portadores
asintomaticos (92, La investigacion realizada por la Universidad de Padua, Italia, y el

Imperial College de Londres en el poblado italiano de V6, muestra que el 40% de la

poblacion analizada no tiene sintomas en el momento de realizar la prueba
diagnostica, a la vez que poseen una carga viral similar a la de los pacientes
sintomaticos 194, En India, una encuesta muestra que el 47,1% de la poblacion
infectada es asintomatica y el 35,3% tiene sintomas leves (195),

En el presente trabajo los resultados reportados difieren de otros estudios que
informan diferentes porcentajes de pacientes asintomaticos en el momento del
diagndstico (169, 170, 185,193, 196-199) qe van desde un 17,9% aun 68,7% (185, 193, 196-199)
La presencia de antecedentes patolégicos personales como hipertension, diabetes
mellitus, cancer, enfermedad cardiaca o cerebrovascular e insuficiencias renal o
hepatica, son de interés desde el punto de vista préctico, ya que permiten
pronosticar, en buena medida, qué paciente puede desarrollar una forma grave de la
COVID-19 (180. 184 En |os pacientes con COVID-19 se incrementa el riesgo de
enfermar y morir si coexisten comorbilidades (180. 184),

En este analisis,la hipertension fue el antecedente patoldégico mas frecuente, similar
a lo obtenido por Bandera (169, Otros autores coinciden que la hipertension y la
diabetes son los antecedentes patolégicos mas frecuentes (176 180, 184) Un estudio en
Peru describe a la diabetes mellitus como la comorbilidad mas frecuente y no informa
casos con hipertensién 173, Una investigacion en Iraq, conducida por la Universidad
de Liverpool,encuentra la hipertension arterial y la diabetes mellitus como las
comorbilidades mas frecuentes %0,

Amancio y colaboradores (189 reportan que la presencia de comorbilidades, como
enfermedades cronicas propias de la edad, incrementan el riesgo de enfermar y
morir, frente a un cuadro de COVID-19. Un estudio en Peru informa que la edad
avanzada y las comorbilidades se asocian al desarrollo de formas graves de COVID-
19 (201)_

Segun el espectro clinico de la enfermedad por COVID-19, los pacientes se pueden
clasificar con enfermedad leve, moderada, grave o critica (86 188) En el 80% de los
casos de la COVID-19, afortunadamente la enfermedad es leve, el 15% de los
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pacientes muestran sintomas graves que requieren hospitalizacion y el 5% de los
infectados pueden progresar a criticos, que requieren ventilacion de apoyo y
Unidades de Cuidados Intensivos (86 202 En |a presente investigacion estos
indicadores quedaron por debajo; solo 0,41% evolucionaron a graves y a criticos el
0,52%, lo que difiere con lo reportado por la literatura. Una investigacion en Perd
comunica que el 77,7% (718) de los pacientes resultan casos leves, 21,3% (153)
moderados y 1% (7) graves, que requirien hospitalizacion en Unidades de Cuidados
Intensivos (%8), En Paraguay informan que 12,8% de los pacientes necesitan
Unidades de Cuidados Intensivos (2%3). En Chile, el 25% de los casos es hospitalizado
en una Unidad de Paciente Critico o trasladado a ésta durante su estancia
hospitalaria %4, Otra investigacion en Chile de Vial y colaboradores %) publica que
el 3,7% de los pacientes requirieron cuidados intensivos o fallecieron.

La aplicacién de la metodologia espacial constituyé otra importante herramienta en el
ambito de la investigacion cientifica a nivel internacional para el seguimiento y control
de la pandemia (206 207 A partir de la confirmacion de casos por la RT-PCR se
obtuvo la informacion necesaria acerca de la distribucion del riesgo de enfermar en
determinados territorios. Esto generd las hipotesis de investigacion que dieron inicio
a estudios epidemioldgicos y microbiologicos para identificar posibles factores
asociados o0 causales, permitié la vigilancia rapida, en aras de orientar a las
autoridades gubernamentales y sanitarias en la ejecucion y seguimiento de medidas
de control para disminuir la transmision del virus.

Entre los estudios publicados, destaca, la vigilancia rapida de la COVID-19 en los
Estados Unidos %), a partir de la deteccion y evaluacion de conglomerados
emergentes como unidades de andlisis a nivel de condados. Observaron que al
hacer el analisis por conglomerados se incrementé el riesgo y una distribucion
espaciotemporal nueva en un plazo de 18 dias. También en Corea del Sur %) se
identificaron patrones de distribucion espaciotemporal de la COVID-19 que utilizaron
para la respuesta gubernamental a la pandemia. Se tomaron medidas de
distanciamiento social y estrategias de intervencion basadas en realizar pruebas de

RT-PCR, localizar a los contactos y tratar a los pacientes. Como resultado de estas
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medidas, los conglomerados se tornaron mas pequefios y las trasmisiones de mas
corta duracion.
En Bangladesh (2% se observaron cambios en los patrones espaciotemporales del
riesgo de la COVID-19 en los escenarios sometidos a una intervencién, y concluyen,
que la visualizacion de la dinAmica de transmision de COVID-19 permite establecer
pautas y ejecutar medidas tempranas de preparacion, en los paises con escasos
recursos, para controlar eficazmente otras enfermedades infecciosas.
En Brasil %) priorizaron la distribucion de las pruebas diagndsticas para COVID-19,
sobre la base de la integracion de la vigilancia tradicional, la vigilancia participativa y
el analisis espaciotemporal. En Nepal ?19, los investigadores consideraron que los
resultados del analisis espaciotemporal facilitaron una asignacion adecuada de
recursos y contribuyé a mejorar las intervenciones para controlar eficazmente la
pandemia. La vigilancia de la dindmica de la transmision del SARS-CoV-2, se realiz6
ademas, en paises como Ecuador D, Etiopia 12, Colombia®?®), Brasil?4 vy
Argentina (19,
Durante el 2020, en Villa Clara se propuso, por primera vez en Cuba, el enfoque de
la vigilancia espacial prospectiva para COVID-19 ?16), Esta metodologia fue de gran
utilidad durante los meses de julio a octubre de 2021, periodo en el que se registro la
mayor incidencia de casos en la provincia. En el presente informe se muestra la
estrategia en un segmento de esta serie temporal, que coincidié con la circulacion de
las variantes Beta y Delta (Figura 21).
El enfoque intersectorial y multidimensional para la vigilancia y control de la
transmision del SARS-CoV-2. A través de la integracion de datos estadisticos,
estudios epidemioldgicos en el terreno y analisis espacial de series temporales,
establece una arquitectura diagnéstica que no sélo identifica los clisteres activos,
sino que anticipa aumentos de transmisibn con base en indicadores
sociodemogréficos, climéticos y de capacidad sanitaria. La incorporacién de variables
bioldgicas y conductuales permite contextualizar los eventos epidemiolégicos dentro
de sistemas complejos, promoviendo decisiones sanitarias dinamicas e informadas.
Esta estrategia responde a la necesidad de un sistema de salud resiliente capaz de
actuar preventivamente sobre focos emergentes.
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Figura 21. Modelo integrado de deteccion temprana y control espacial de cllusteres
de SARS-CoV-2.

La observacion de la dindmica de la transmision del virus posibilitd orientar las
acciones epidemiologicas y de vigilancia microbiologica. A partir de la vigilancia
espacial prospectiva, se manejo el aseguramiento de los recursos necesarios, con
énfasis en la distribucion de medios de transporte viral, la elevacion del nUmero de
pruebas diagnosticas, la supervision de la colecta de muestras, el monitoreo de las
muestras procedentes de las areas de mayor riesgo y la identificacién de las nuevas
variantes genéticas circulantes.

Como resultado de esta politica de vigilancia prospectiva, se observo la modificacion
del patron de distribucion espaciotemporal, con una disminucién paulatina de las
tasas de infeccién en los conglomerados identificados y con una disminucién de la
transmision. Estos resultados son similares a los encontrados en otros estudios (20°-
215)

La vigilancia gen6mica es una herramienta eficaz para monitorear y entender la
evolucion del SARS-CoV-2 y permite la deteccion temprana de nuevas variantes

circulantes (164),
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En Villa Clara, de marzo de 2020 a abril de 2021 circul6 la variante D614G. Este
periodo epidémico fue el de menor incidencia, lo que pudo estar determinado por el
rigor del confinamiento, el cierre de aeropuertos y otras medidas epidemioldgicas
dispuestas por las autoridades gubernamentales y sanitarias.

La prevalencia mundial de la variante D614G durante el 2020 alcanza
aproximadamente el 100%; debido a la presion de seleccion evolutiva genética del
SARS-CoV-2 217,

En Cuba, hasta noviembre de 2020 se detecto la circulacion de una Unica variante, la
D614G, en mas del 90% de las muestras estudiadas por secuenciacion (218. 219, 220)
Igualmente, de enero a marzo de 2021, predomina en el pais la circulacién de D614
(221) En diciembre de 2020 entra en el pais la variante Alfa, que co-circula con la
D614G (219 Esta nueva variante no se asocié con un incremento de casos y de
fallecidos 221,

Villa Clara report6é una situacion similar a la de Cuba en el mismo periodo de tiempo,
tanto en la circulacion de variantes como en la incidencia de casos y fallecidos, aun
cuando las fronteras se encontraban abiertas y no se habia iniciado la vacunacion.
En EE. UU. y paises europeos, la circulacion de la variante Alfa se asocié con una
mayor transmisibilidad, un mayor riesgo de reinfeccion y una reducida eficacia de la
vacuna. La mortalidad aumenté a un 50% 18),

La variante Beta se detecta, por primera vez, en Sudafrica en octubre de 2020 (12, Se
asocio con un riesgo mayor de padecer una enfermedad grave, critica o de morir 222,
En Cuba, la variante Beta se detectd inicialmente en La Habana a finales de
diciembre de 2020 y se extendi6 progresivamente al resto del pais (219,
Mundialmente, el linaje Beta B 1.351 se asocid con aumentos significativos en el
namero de casos, disminucion de la respuesta a los anticuerpos neutralizantes ante
los diferentes formatos de vacunas, riesgo de hospitalizacién, gravedad clinica y
mortalidad @23,

En Villa Clara, en 2021, la variante Beta se detectd en co-circulacion con la variante
Delta. En este periodo ocurrié el mayor incremento de casos y defunciones; similar a

lo reportado por otros investigadores (218 222, 224, 225)
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Un estudio en La Habana, de casos graves y criticos, demostré la presencia de la
variante Beta en el 87,7% de los pacientes y en el 80,4 % de los fallecidos ?2%), En
Qatar, la infeccion con Beta se asociéo con mayores riesgos de enfermedad grave,
critica y muerte 22),
La variante Delta B.1.617.2, fue responsable de la segunda ola mortal de infecciones
por COVID-19 en abril de 2021 en la India ®2. En agosto de 2021, se convierte en la
variante dominante en el mundo ?24, La mayor infectividad de la variante se debe a
una combinacion de mutaciones clave que le dan a la proteina de la espicula una
mayor afinidad para unirse a ECA2. Esto provoca una menor eficacia de las vacunas
contra ella y mayores cargas virales en las personas infectadas (%24,
En Matanzas, Cuba, la variante Delta, se detecta a finales de abril de 2021, en dos
meses se extendio rapidamente al resto de las provincias %19, La variante Delta, que
venia desde mayo de 2021co-circulando con Beta en Villa Clara, se establecié como
Gnica variante en agosto y circulé hasta diciembre de 2021.
Segun GISAID, la variante Delta ocupa el 90% de las secuencias reportadas
globalmente desde junio hasta septiembre de 2021 (219,
La disminucion dréstica de casos confirmados de COVID-19 en Villa Clara a partir del
mes de septiembre, se atribuye principalmente a una respuesta altamente efectiva a
la vacunacién masiva, mas que a la inmunidad colectiva alcanzada por la infeccion
natural 27,
La evidencia de Cuba y otros paises de América Latina ®?8) muestra que la
introduccién y rapida cobertura de esquemas completos de vacunacion, como los de
Abdala y SOBERANA (229-232)  gse asoci6 con una reduccion significativa de casos
graves, hospitalizaciones y muertes 230, En La Habana, la efectividad de Abdala en
la vida real fue superior al 98% para prevenir enfermedad grave y muerte, con una
caida de casos y fallecimientos que coincidié temporalmente con la vacunacion
masiva, lo que respalda el impacto directo de la vacunacién sobre la transmision y la
carga de enfermedad (233).
Estudios de modelado en Cuba confirman que la reduccion de la transmision y la
incidencia tras la vacunacion no puede explicarse solo por la inmunidad natural, ya
gue la proporcién de poblacién infectada antes de la vacunacion era insuficiente para
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alcanzar umbrales de inmunidad colectiva, especialmente ante variantes mas
transmisibles %34, A nivel regional, analisis en América Latina y el Caribe demuestran
que la cobertura vacunal fue el factor mas relevante en la reduccién de mortalidad y
casos en la fase posvacunacion, superando el impacto de la inmunidad natural y de
las medidas de contencion (235-237),

En Estados Unidos y Europa %), la disminuciéon de casos y hospitalizaciones
también se asocié temporal y causalmente con la vacunacién masiva, y no con la
inmunidad de rebafio por infeccién natural %39, En China, la estrategia de vacunacion
masiva y medidas de contencién permitieron controlar brotes sin depender de la
inmunidad colectiva natural 34,

Con la disminucion de la circulacion de la variante Delta surge una nueva variante del
SARS-CoV-2: Omicron que logra evadir, en cierta medida, la respuesta inmunoldgica
generada por las vacunas existentes. El primer caso de esta variante se informa el
24 de noviembre de 2021 en Botsuana 2, En diciembre de 2021 la variante Omicron
(B.1.1.529) de SARS-CoV-2 rapidamente predomina en todo el mundo (49,

En Cuba se identifica por primera vez la variante Omicron, el 1 de diciembre de 2021
(219) atn cuando la Delta era la variante circulante predominante, y la desplazé
rapidamente, debido a su mayor tasa de transmision, infectividad y evidencia una
capacidad limitada de eludir la respuesta del sistema inmunitario. El pais se
encontraba, en ese momento, en un contexto epidemiolégico favorable con un
nimero bajo de casos nuevos y de muertes (241,

También en diciembre de 2021 se detecta la introduccion de la variante Omicron en
Villa Clara, y desplaza definitivamente a la variante Delta 241;

En Villa Clara, la llegada de Omicron B.1.1.529 modificé el escenario clinico-
epidemioldgico; a pesar de que el 91,8% de la poblacién de la provincia tenia un
esquema de vacunacién completo con Abdala y Soberana. Los casos se
incrementaron en enero de 2022 en relacion con los meses de noviembre y
diciembre de 2021, aunque con menor severidad clinica por el nivel de inmunidad

alcanzado en la poblacion.
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Una investigacion en Cuba, detecta la variante Omicron en el 83,0% (239/288) de los
casos confirmados durante el periodo @19, El 65,3% de los mismos estaban
vacunados completamente.
La presencia de la variante Omicron también provoca las tasas mas altas de
incidencia de COVID-19, jamas registradas a nivel mundial ?41-242) incluso en paises
con altas coberturas de vacunacion como Espafia ®*0, pero la gravedad de la
enfermedad y las muertes disminuyeron. Esto pudo estar relacionado con la mejora
de los tratamientos, las coberturas de vacunacion y la inmunidad derivada de las
infecciones previas con otras variantes (219 241, 243),
La explicacion al aumento de la incidencia pudiera estar en relacién con la cantidad
mayor de mutaciones adquiridas por Omicron, en comparacion con otras variantes
(244 El comportamiento mas leve de la enfermedad pudo deberse a que la inmunidad
de los coronavirus contra la infeccibn es de corta duracién, mientras que la
inmunidad contra enfermedades graves es de larga duracion. Sucedid que la
mayoria de las personas ya habian adquirido inmunidad contra enfermedades graves
de la COVID-19 cuando aparece la variante Omicron @44, En nifios, la vacunacion
con SOBERANA-02/Plus mostré una proteccion robusta y sostenida contra la
infeccion sintomética y la enfermedad grave durante la ola de Omicron 245,
La circulacion de Omicron subvariante BA.2 se detect6 en Villa Clara entre marzo de
2022 y julio de 2022, con 2 560 casos notificados. El ultimo fallecimiento por COVID-
19 ocurri6 en marzo de 2022, cuando co-circulaba Omicron (B.1.1.529) con los
primeros casos de la subvariante BA.2.
La subvariante de Omicron, BA.2, provoca una enfermedad menos grave que las
variantes Delta y Omicron @43, Muchos paises y regiones experimentaron oleadas
sucesivas de infecciones causadas por sublinajes de Omicron, principalmente BA.2 y
BA.5 (246),
Los primeros linajes recombinantes XBB y derivados (XBB.1.5, XBB.1.16, XBB.1.9,
XBB.2.3, EG.5.1, XBB.1.9.2.5.1, HK.3, XBB.1.9.2.5.1.1.3), tuvieron una adaptacion
suficiente para desplazar a las variantes precedentes. Todas ellas coexisten en un
periodo de gran diversidad genética y evolucion convergente, conocido como “sopa
de variantes” (246,
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La vigilancia epidemiolégica y gendmica son esenciales para adaptar las estrategias
de salud publica y mantener la efectividad de las medidas de control 47,

Con la vigilancia gendmica se identifican las mutaciones con efectos biologicos
negativos potenciales y es crucial para el manejo de los casos a nivel de una
comunidad ?4). Permite, ademas, comprender la dinAmica de la biodiversidad y las
ventajas adaptativas que el virus puede desarrollar. Estas mutaciones influyen en la
transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad y la eficacia de las vacunas y los
tratamientos contra la COVID-19 (48.249) También afectan la precision de las pruebas
diagnosticas, lo que complica la deteccion temprana y el posterior control de la
transmision 48),

Al analizar las mutaciones con efectos biol6gicos negativos potenciales identificadas
en la poblacién villaclarefia, se detectaron tres subgrupos, segun la frecuencia de
mutaciones que se encontraron en las muestras secuenciadas. Existe una relaciéon
significativa entre los subgrupos identificados y las variantes genéticas del virus. El
100% de los pacientes con la variante Delta tenian las mutaciones del subgrupo 3;
en su mayoria, los casos con las variantes D614G y Beta presentaron las mutaciones
del subgrupo 1; la mayoria de casos con Omicron y sus subvariantes se encontraban
en el subgrupo 2 que mostrd la mayor variedad de mutaciones.

Los resultados obtenidos coinciden con la investigacion “Diversidad genética de
aislamientos cubanos del SARS-CoV-2 durante el periodo 2020-2022”, de LoOpez
Rizo y colaboradores @3, donde evidencian que la variante genética Alfa se asocia a
17 mutaciones, y se destaca la “N501Y”. En la variante Beta se detectaron las tres
mutaciones en el RBD: K417N, E484K y N501Y. La variante Delta posee diversidad
de mutaciones con predominio de L452R, P681R, D614G y T487K. Omicron se
diferencia de otras variantes por las numerosas mutaciones en su genoma.

Los datos obtenidos en el desarrollo de este trabajo coinciden con los hallazgos en
Brasil 20 segun datos de la red gendémica del Instituto Fiocruz, que encuentran
circulacién de la variante Alfa con siete mutaciones en la proteina S, incluida la
N501Y, asociada a mayor afinidad del virus por el receptor ECA2. La variante Beta,
con un alto nimero de mutaciones en las regiones inmunodominantes de la proteina

S, incluidos tres mutaciones (K417N, E484K e N501Y), asociadas a mayor afinidad
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del virus al receptor y mayor evasion de la respuesta inmunoldgica.Al igual que en el
presente estudio, en la variante Delta identifican 13 mutaciones, incluidas la L452R y
la E484Q.

En una investigacion realizada por Gémez Osorio y colaboradores 5V identificaron
las variantes genéticas de mayor relevancia en Colombia. Para las variantes B.1.1.7,
B.1.3.5.1, P.1 Gamma reportaron cuatro mutaciones: D614G, E484K, K417T, N501Y,
para B.1.617.2 Delta las mutaciones: T478K, L452R, y para B.1.621 muy B.1.1.529.3
las mutaciones: R346K, E484K, N501Y. Este estudio de Colombia reporta la
circulacion de una variante, la B.1.621 mu, que no circul6 en Villa Clara. Las
mutaciones con efectos potencialmente negativos identificadas en el resto de las
variantes en Villa Clara coinciden con las reportadas en Colombia.

Cuatro de las mutaciones encontradas en la presente investigacion (K417N, K417T,
N501Y, E484K) coinciden con las identificadas en el Reino Unido por Barton y
colaboradores 52, donde reportan sus efectos bioldgicos en el SARS-CoV-2. Ellos
demuestran el aumento de su afinidad a ECA2. Demuestran también que K417N/T
facilita el escape inmunolégico y que E484K mejora la union al receptor y el escape
inmunolégico.

Otro aspecto a tener en cuenta en el enfoque integral del manejo de una pandemia
es el resultado de los estudios filogenéticos. Tienen como propésito fundamental
comprender la evolucion y propagacion del virus a nivel global, regional y local. A
través de la secuenciacion genémica y la comparacién de las distintas variantes
virales se identifican las mutaciones clave y los patrones de transmision, que influyen
en la dinAmica de la pandemia. También la filogenia proporciona una vision detallada
de los mecanismos evolutivos de los virus que tiene implicaciones importantes para
el disefio de vacunas y estrategias de control epidemiolégico ?53). Estas herramientas
filogenéticas fueron aplicadas para los estudios del virus SARS-CoV-2.

El analisis filogenético de las secuencias de las muestras de Villa Clara detectd la
presencia de gran variedad de clados. Las secuencias se agruparon segun la
variante principal de cada rama del arbol filogenético. Las primeras muestras

analizadas presentaron la mutacion D614G, posteriormente aparecieron clados con
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secuencias de las variantes Beta y Delta; Omicron se detecté en el 62,3% de los
casos y presento6 la mayor diversidad genética.

Estudios realizados en Estados Unidos @), Turquia %, China #%9), y Libano #57)
describen como ocurre la introduccion del virus, la dispersion en cada territorio y la
diversidad genética de variantes que circularon.

Un estudio cubano, realizado por Pérez y colaboradores %8 en el LNR-IVR-IPK
muestra el analisis filogenético de 34 secuencias del gen S, y se observé la
presencia de la mutacién D614G en 32 secuencias. Resultados similares obtienen
otros investigadores que refieren que al inicio de la pandemia en Cuba se evidencio
un bajo nivel de diversidad del genoma viral, debido mas a la deriva genética
aleatoria, que a la presion selectiva del SARS-CoV-2 (259,

En el contexto de este analisis los resultados obtenidos de las muestras
secuenciadas coinciden con la caracterizacién genética de los aislamientos virales
cubanos de SARS-CoV-2 obtenidos en el laboratorio NSB3 del Centro de
Investigaciones Cientificas de la Defensa Civil,ldonde se muestra una elevada
diversidad genética, con un predominio de la variante Omicron 23, También coincide
con otra investigaciénen Ecuador 59 que identificé nueve clados y 160 sublinajes de
la variante Omicron que evolucionaron dinamicamente a lo largo del 2022. El analisis
también revela que existen 37 mutaciones puntuales, 19 de ellas que conllevan a
cambios de aminoacidos en la glicoproteina S, ejemplo de la diversidad genética de
esta variante.

Existieron algunas limitaciones en la presente investigacion en sistemas y servicios
de salud, realizada en Villa Clara, y que no se pueden dejar de mencionar. Entre
ellas, la necesidad de incorporar personal sin experiencia en el diagnéstico molecular
del SARS-CoV-2, al inicio de la pandemia, la utilizacion de diferentes
diagnosticadores y plataformas para la extraccion y amplificacion de acidos
nucleicos, en dependencia de la disponibilidad del pais durante la pandemia.
Ademas, la variacion en los protocolos de actuacion para el manejo de la COVID-19
a nivel territorial, nacional e internacional a medida que se fue ganando en
experiencia, la reutilizacion de bloques y magnetos para el proceso de extraccion,
debido a la escasez de recursos a nivel internacional provocado por la pandemia, la
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no disponibilidad de un laboratorio de secuencia genémica en la provincia, lo que
limit6 la posibilidad de realizar los estudios en tiempo real y el nimero de muestras
procesadas.

No obstante, el trabajo integral desarrollado por el LBM del CPHEM de Villa Clara
durante la pandemia de COVID-19, fortalecio la formacion técnica y profesional de
los investigadores y mejoré la capacidad diagnostica y tecnolégica del laboratorio, lo
gue permite, no solo mantener el diagnéstico de SARS-CoV-2 en la provincia, sino la

deteccion de nuevos agentes virales emergentes.
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CONCLUSIONES



VI. Conclusiones

o Los indicadores de desempefio del diagndstico molecular mediante la RT PCR
en tiempo real implementada en LBM de Villa Clara demostraron su robustez
como un método valido para el enfrentamiento a la pandemia de COVID-19.

o Se confirma la adaptabilidad de la técnica de RT PCR en tiempo real en
entornos provinciales con recursos limitados, superando desafios econémicos y
reflejando la capacidad de descentralizacion diagnostica, esencial para el
sistema de salud cubano.

. La confirmacién de casos a partir de la RT- PCR permitié la construccion de
datos sdlidos en la vigilancia clinico-epidemiolégica y virolégica para la
identificacion de patrones en la vigilancia frente a la pandemia de COVID-19 en
Villa Clara.

o La integracion de herramientas geoespaciales mediante la metodologia espacial
prospectiva de geo-referenciacion de casos permitio identificar focos de
transmisioén en tiempo real, optimizar recursos sanitarios mediante decisiones
basadas en datos y fortalecer la vigilancia epidemioldgica integrada.

o La vigilancia gendmica del SARS-CoV-2 jugé un papel crucial en la
identificacion y monitoreo de variantes gendmicas, linajes y patrones
mutacionales circulantes en la provincia, asi como su correlacién con cambios
clinico-epidemioldgicos, lo que tuvo un impacto positivo en las estrategias
epidemioldgicas y vacunales.

o La implementacién del diagnéstico molecular del SARS-CoV-2 en el LBM del
CPHEM de Villa Clara durante el enfrentamiento a la pandemia de COVID-19
constituye un modelo replicable, establece un precedente en la deteccion
temprana integral (molecular, geoespacial y gendmica) y ofrece lecciones para

respuestas locales eficientes en paises con limitaciones de insumos.
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VIl. Recomendaciones

o Mantener el diagnostico y el monitoreo continuo de las variantes genéticas de
SARS-CoV-2 mediante la vigilancia genOmica, que permita identificar
rapidamente la aparicibn de nuevas variantes potencialmente peligrosas y

responder de forma pro-activa en el control de una epidemia.

o Fomentar la mejora continua del personal del laboratorio en técnicas
moleculares y vigilancia gendmico para asegurar la capacidad de respuesta

ante nuevas emergencias epidémicas.

o Desarrollar modelos predictivos, utilizando la inteligencia artificial, que
incorporen resultados viroldégicos y elementos clinico-epidemioldgicos, que

faciliten la toma de decisiones en salud para el control de futuras epidemias.
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Anexo 2

Siglas.

LBM: Laboratorio de Biologia Molecular
EPP: Equipo de Proteccion Personal

CSB: Cabina de Seguridad Biolbgica

APP: Antecedentes Patoldgicos Personales

OBJETIVO

Describir el procedimiento de la entrada y recepcién de muestras para diagndstico de

SARS CoV 2 de pacientes sospechosos.

ALCANCE
Este procedimiento se aplicara en el LBM de Villa Clara.

RESPONSABILIDADES

Es responsabilidad de la direccion del laboratorio dar aseguramiento logistico

de este proceso.

Es responsabilidad de los especialistas, técnicos y licenciados que se ocupan

de esta actividad, el estricto cumplimiento de este procedimiento.

El jefe de laboratorio controlara y supervisara el cumplimiento de los

requisitos generales de buenas practicas en esta actividad.

FRECUENCIA
Esta operacion se realiza diariamente

MEDIDAS DE SEGURIDAD

Todos los procedimientos se efectan en un Laboratorio BSL Il y se cumpliran las
normas de bioseguridad establecidas para el mismo.

Utilizar guantes de seguridad durante el desarrollo del procedimiento de recepcion
gue deberan ser desechados al terminar.

Utilizar bata sanitaria que debe ser cambiada diariamente.

Todos los pasos que conlleven manipulacion de muestras biolégicas se llevaran a
cabo en un Cabina de seguridad biologica Clase Il

Local cerrado.
Climatizacién permanente.
Presencia de agua corriente.
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Existencia de jabdn o detergente y desinfectantes.

Materiales y Reactivos

Laptops e Impresora laser hp

CsSB

Refrigerador de 4°C — 8°C; Congeladores verticales de -20 °C y de -86 °C

Etanol 70% (ver PNO preparacion de soluciones y desinfectantes)

Hipoclorito al 0,1% para desinfeccion de las manos y al 0,5% para uso sobre
superficies

Rotuladores

Gradillas

Cestos con bolsas de nylon identificadas como riesgo biolégico

Mesas de acero inoxidable

EPP: Trajes de bioseguridad, batas, sobrebatas, guantes de biologia molecular,
gorros.

PROCEDIMIENTO
Recepcion de muestras

Recepcién de las muestras procedentes de las diferentes instituciones de salud
de la provincia o region central por el pasillo lateral derecho hasta la ventana de
Recepcion de muestras donde la recepcionista, provista de EPP, las recibe en su
triple empaque, en el interior de los termos, y aparte los listados de las muestras
con las encuestas epidemioldgicas correspondientes. El termo es colocado en un
carro de metal con ruedas, que a su vez tiene una gaveta donde se colocan los
listados de las muestras con las encuestas epidemioldgicas. El carro con las
muestras es trasladado por el pasillo central interior hasta la puerta del LBM.
Revisar que cada muestra esté correctamente identificada y que se encuentre
acompafnada de un registro de solicitud individual con los siguientes datos:
Nombres y apellidos

Edad y sexo

Fecha de entrada

Numero de identidad

Direccion del Carné de Identidad y direccion de residencia actual

Procedencia

Datos clinicos

Fecha de inicio de los sintomas

Fecha de toma de muestra
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Tipo de muestras

Diagnéstico solicitado

Ocupacion

APP y antecedentes epidemioldgicos

Identificacion de las muestras con el coédigo de la provincia y el namero
correspondiente segun la base de datos.

Entrada en la base de datos digital y libro de registro

Cuantificacion del nUmero de muestras a procesar

Seleccién del extractor de acido nucleico que se utilizara segun el nimero de
muestras.

Aceptar aquellas muestras que cumplan con los requisitos generales de las
buenas practicas:

Criterios de aceptacion:

Datos generales mencionados anteriormente

Cuiio del facultativo que la indica

Volumen suficiente (en dependencia del tipo de muestra)

Cumplir conservacion y transporte establecidos para estudios moleculares

Criterios de rechazo:

Muestras derramadas

Uso de hisopos de algoddn con vastagos de madera inadecuados para la toma
de muestra de exudado nasofaringeo

El uso de medios de transporte viroldgicos que contengan heparina, etanol u otra
sustancia que pueda inhibir la reaccion de amplificacibn o que no sean
compatibles con los kits de extraccion disponibles

Medios de transporte con cambios en su coloracion

Muestras contaminadas o que no cumplan con los requisitos minimos de
transporte biolégico seguro con triple empaque

Muestras que se transportan sin cadena de frio a temperatura de 4° C o que
demoran mas de 24 horas para su procesamiento

Inadecuada identificacion de los modelos de encuestas ni los medios de
transporte con las muestras.

Conservacion y transporte

Las muestras deben ser enviadas inmediatamente al laboratorio; de no ser
posible, deben mantenerse durante 24 h en una temperatura de 4°C - 8 °C; si
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el procesamiento se demorara mas de 24 h deben conservarse a -70 °C 0 -20 °C

si no se dispone de esta temperatura.

e El transporte al laboratorio debe cumplir con las condiciones de temperatura en

termos de conservacion que mantengan de 4°C — 8 °C.
e En caso de requerir medios de conservacion, utilizar los descritos por los kits
correspondientes.

REGISTRO DE DATOS
La entrada de las muestras de exudado nasofaringeo se inscribe en registros
manuscritos y electronicos.

REFERENCIAS
e Laboratory Biosafety Guidance Related to the Novel Coronavirus (2019-nCoV)-
Interim Guidance. 2020. Available online:

https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-
tocoronavirus-disease-2019-(covid-19)(accessed on 8 June 2020)

Registro de entrada manuscrito de muestras de exudado nasofaringeo para el
diagnoéstico de SARS CoV 2

Procedencia Cddigo Nro. De
de la muestra Desde Hasta muestras

Fecha Hora

Registro electrénico de entrada y salida (base de datos de Excel) de muestras de
exudado nasofaringeo para el diagnéstico de SARS CoV 2

Nombre Carnet Area
Cabdigo y Edad | Sexo de Direccion| de | Municipio| Provincia
Apellidos identidad salud
Pais de F. 1 F. toma Tipo de Fecha de
Condicion . de P Procedencia| Resultado | Ct

procedencia | sintomas muestra resultado
muestra



https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-tocoronavirus-disease-2019-(covid-19)(accessed
https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-tocoronavirus-disease-2019-(covid-19)(accessed
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HISTORIAL DEL PROCEDIMIENTO

Se debe utilizar la ultima version de este PNO, el cual coincidira con la fecha mas
reciente de revision.

Nombres y apellidos Cargo Firma | Fecha | Cuiio
Elaborado Dra. Maria de L. Sdnchez I LBM del CPHEM
or- Alvarez _
P Dr. Edenis Garcia Alvarez | Médico especialista
Revisado | Lic. Hilda D. Roque de Resp. Normalizacion
por: Escobar Martin MSc. ' 1/03/2020
Aprobado Dr. Neil Reyes Miranda Director

por:
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Anexo 3

DEFINICIONES OPERATIVAS

Master mix o Mezcla maestra: es una mezcla que contiene precursores y enzimas
gue se utilizan como ingredientes en técnicas de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Biologia Molecular.

Cebadores, primers o iniciadores: es una cadena de &cido nucleico o de una
molécula relacionada que sirve como punto de partida para la replicaciéon del ADN,
accion realizada por la enzima Tag polimerasa.

Sondas de hidrélisis (TagMan): son oligonucleétidos de unién especifica al ADN
diana marcados con un fluorocromo donador (reporter) en el extremo 5 que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor (quencher) en el extremo 3’ que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador.

Carrier: ARN de pequefio tamafio que es componente de algunos kits de purificacion
de ARN, el cual permite mejorar la eficiencia de recuperacion del ARN de la muestra.
Control interno o endbgeno: es una secuencia de ADN o ADN complementario que
es co-amplificado con el ADN diana y se usa principalmente para aumentar la
confiabilidad de los ensayos.

Cycle treshold (Ct) o umbral de ciclos: es el nUmero de ciclos necesarios para que
se produzca un aumento de fluorescencia significativo con respecto a la sefial de
base, y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas diana.

Siglas

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa

LBM: Laboratorio de Biologia Molecular

BSL II: Biosafety Laboratory class Il

CSB: Cabina de Seguridad Bioldgica

EPP: Equipo de Proteccion Personal

ADN: Acido desoxirribonucleétido

ARN: Acido ribonucleico

BM: Biologia Molecular

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

UV: Ultravioleta

Ct: Cycle treshold o umbral de ciclos

OBJETIVO

Describir el procedimiento de amplificacion y deteccién de acidos nucleicos para el
diagnéstico de SARS CoV 2 mediante la RT-PCR en tiempo real de las muestras de
pacientes sospechosos.

ALCANCE
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Este procedimiento se aplicara en el LBM de Villa Clara.

RESPONSABILIDADES

e Es responsabilidad de la Direccion del laboratorio dar aseguramiento logistico de
este proceso.

e Es responsabilidad de los especialistas, técnicos y licenciados que se ocupan de
esta actividad, el estricto cumplimiento de este procedimiento.

e El jefe de laboratorio controlara y supervisara el cumplimiento de los requisitos

generales de buenas préacticas en esta actividad.

FRECUENCIA
Segun disponibilidad de reactivos de Master Mix y del nUmero de muestras clinicas a
procesar.

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

. Todos los procedimientos se efecttan en un laboratorio BSL Il y se cumpliran
las normas de bioseguridad establecidas para el mismo.

. Utilizar guantes de seguridad durante el desarrollo del ensayo que deberan
ser desechados al terminar el protocolo.

. Utilizar bata sanitaria que debe ser cambiada para cada uno de los pasos

. Todos los pasos que conlleven manipulacién de muestras biolégicas se
llevaran a cabo en un CSB Clase |l

. Se utilizaran un juego de pipetas variables para cada procedimiento.

. Local cerrado.

. Climatizacién permanente.

. Presencia de agua corriente.

. Existencia de jabon o detergente y desinfectantes.

Equipos/instrumentos

» Extractor QlAcube

* Extractor QlAcube HT

* Laptop accesoria al QIAcube HT

* Impresora laser HP

+ CSB

» Extractor Auto-Pure 96 A de Allsheng

* Refrigerador de 4°C—- 8°C; Congeladores verticales de -20 °C y de -86 °C

* Lamparas de luz UV
* Vortex y centrifugas
* Equipo termociclador Rotor Gene Q

* Equipo termociclador SLAN-YGP
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Laptops accesorias a los termocicladores
Work Station

Materiales

Pipetas Eppendorf graduadas de (10, 20, 100 y 1000) pl
Puntas con filtro estériles de (10, 20, 100 y 1000) pl

Viales Eppendorf estériles de (0,1; 0,2y 1,5) mL

Placa de 96 pocillos (FastOpticalAppliedBiosystems)

Gradilla refrigerada para placa de 96 pocillos y viales.
Marcadores

Gasa esteéril

Contenedor para puntas desechables

Bolsas de polipropileno

Cestos con bolsas de nylon identificadas como riesgo biolégico
Mesas de acero inoxidable

Estantes de acero inoxidable

EPP: Trajes de bioseguridad, batas, guantes de biologia molecular, gorros.

Reactivos y soluciones

Agua destilada ultra pura de grado molecular (libre de RNAsa y DNAsa)
RNAasa

Etanol 70% (ver PNO preparacion de soluciones y desinfectantes)

Hipoclorito al 0,1% para desinfeccién de las manos y al 0,5% para uso sobre

superficies (ver PNO preparacién de soluciones y desinfectantes)

Kits para extraccion automatizada de ARN viral (QlAamp viral RNA Mini kit)
Kit de extraccion CEA-NANO+RNA 3.0
Reactivos de Master Mix liofilizados suministrados por la OPS (In house)

Enzimas QuantiFast, Multiplex Ligh Cycler, SuperScript™ y AgPath-ID™ de

Invitrogene

FUNDAMENTO DEL METODO

La RT-PCR en tiempo real es una técnica de biologia molecular en la cual los
procesos de amplificacién y deteccion viral se producen de manera simultanea en un
mismo tubo cerrado, sin necesidad de algun procedimiento posterior. En estos, el

producto de la reaccion es detectado medianteel incremento de una sefal

fluorescente generada durante la propia reaccion, la cual es proporcional a la

cantidad del producto formado y se visualiza en una computadora.

La PCR en tiempo real presenta diferentes ventajas:

Rapidez en la obtencién del resultado, lo que la hace mas eficiente y aumenta la

capacidad diagnéstica del laboratorio.

Utiliza sistemas cerrados, disminuyendo el riesgo de contaminacion.
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e Ademas, permite realizar la cuantificacion del acido nucleico presente en la
muestra y la identificacion de mutaciones puntuales de importancia clinica o
terapéutica.

e Por otra parte, las sondas marcadas con moléculas fluorogénicas de diferente
longitud de onda para diferentes juegos de cebadores, posibilitan el desarrollo de
los sistemas multiples de deteccion.

El protocolo para la deteccion del virus SARS-CoV-2 emitido por el Centro para
elControl de Enfermedades (por sus siglas en inglés, CDC), incluye 2 juegos de
cebadores y sondas de hidrélisis (TagMan) para la deteccién cualitativa del virus en
muestras clinicas. Los cebadores y sondas del gen E estan disefiados para la
deteccion SARS-CoV y SARS-CoV-2. El ensayo estéd disefiado para asistir en el
diagnéstico diferencial de infecciones por SARS-CoV-2 en pacientes con sintomas
de infeccidn respiratoria junto con otros hallazgos clinicos y de laboratorio.

Los resultados negativos no descartan la infeccibn por SARS-CoV-2 y no deben

usarse como la Unica base para el diagnostico.

Proceso de extraccion de acidos nucleicos

El proceso de extraccion y purificacion, previo a la fase de amplificacion, permite
obtener &cido nucleico de alta pureza que puede o no contener la diana molecular
(target), libre de otros compuestos y de enzimas de restriccion.1-3

Para realizar este paso se han empleado los instrumentos QIAcube, QlAcube HT de
QIAGEN y Auto-Pure 96 de Allsheng.

El instrumento Qiacube se ha disefiado para aislar y purificar acidos nucleicos de
forma automatizada de altorendimiento en formato de columnas giratorias de silice.
Los usuarios pueden, rapidamente y facilmente, purificar ADN o ARN de casi
cualquier tipo de muestra (incluyendo exudado nasofaringeo).

Qiacube incluye una centrifuga, un agitador calentado, un sistema de pipeteo y una
pinza robdtica. Estos permiten que se automaticen completamente méas de 80 kits de
columna giratoria de QIAGEN.

Qiacube HT permite la extraccion y purificacién automatizada de acidos nucleicos de
altorendimiento en formato de 96 pocillos usando también la tecnologia de
membrana de silice, pero por el método bomba al vacio.

Auto-Pure 96 A de Allsheng es un dispositivo automatizado que emplea el método de
perlas magnéticas y presenta una fase manual previa.

OPERACIONES PRELIMINARES
= Seleccion del protocolo correspondiente segun el equipo de extraccion empleado
= QOrganizacion de la superficie de trabajo de la CSB

Rotular los viales con el cédigo correspondiente, decantar las muestras en la CSB
y disefiar el protocolo (Work Sheet) de trabajo de las muestras para su extraccion.
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PROCEDIMIENTO

Guia de manejo préactico para la extraccion de ARN por equipo automatizado
QIAcube empleando el QlAamp viral RNA Mini kit de QIAGEN (preparacion de
iInsumos y reactivos):

Rehidratar el carrier ARN con 310 pL de solucién buffer AVE, mantener en
congelacion (-20°C)

Calcular la solucion buffer AVL (Buffer Lisis) y Carrier en un tubo cénico de 15 mL
de acuerdo a la cantidad de muestras.

Distribuir 560 pL de la solucién de lisis a los tubos colectores, agregar 140 L de
la muestra problema y homogenizar por pipeteo (2 veces)

Preparar los buffers de lavado AW1 y AW?2 diluyendo con etanol (96-100%) segun
la cantidad indicada en los frascos

Colocar en el adaptador las columnas y los tubos de elucion enumerando (1-12),
luego abrir las tapas de las columnas y encajar en la posicién del adaptador
Encender el equipo de extraccion y acceder al programa del equipo (QlAcube)
QlAamp Viral RNA

Verificar que los frascos de soluciones de buffer, AVE, AW1, AW2 y etanol (96-
100%), deben contener el volumen sefialado y verificar que las puntas especiales
(1000 pL) estén llenos en la porta puntas

Ubicar las muestras en el orden establecido en la plataforma del equipo

Ubicar los adaptadores con las columnas en el orden correlativo del rotor del
equipo

Al terminar el proceso retirar los adaptadores del equipo y las columnas que
contiene la elusion de ARN

El ARN extraido se almacena en el refrigerador de 2 a 8°C hasta continuar con la
prueba molecular de PCR. En caso de no utilizar ese mismo dia, se conserva de -
20 a -70°C para conservar la estabilidad del ARN.

Guia de manejo practico del extractor QlAcube.
Para iniciar un protocolo:
1. Encienda el QlAcube.

Se escuchara un sonido y aparecera la pantalla de inicio.
El instrumento autométicamente realizara pruebas de inicializacion.

2. Seleccione la aplicacion del menu principal presionando “Cleanup”, “DNA”,
“Protein”, “RNA” o “Virus”.
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3. Seleccione el nombre del kit presionando “A” o “V¥” para desplazarse en la lista
hasta que el nombre del kit correcto se sombree. Oprima “Select”.

4. Seleccione el tipo de muestra (este paso puede no ser solicitado por todos los
protocolos), presione “A” o “V¥” para seleccionar en la lista el tipo de muestra.
Presione “Select”.

5. Dependiendo del protocolo, puede haber mas opciones disponibles. Seleccione el
protocolo presionando “A” 0 “¥” y presione “Select”.

6. Para iniciar una corrida de protocolo presione “Start” y proceda al paso 9. Para
introducir valores definidos por el usuario presione “Edit”.

7. Presione “A” o0 “V¥” para seleccionar el parametro que desea editar, por ejemplo,
“Elution volumen” y presione “Select”.

8. Cambie el volumen de elucién presionando “+” o “-“. El valor que esta programado
se muestra en el boton “Default”. Presione “Save” para guardar los cambios. El
parametro que se haya modificado se mostrara en rojo. Presione “Back” para salir del
modo de edicion.

9. El botén “Edit” nos indicara que el protocolo ha sido modificado. Si desea que los
reportes se guarden automaticamente en una memoria USB, introduzca la memoria
en el puerto USB. Presione “Start” para iniciar la corrida del protocolo.

Para iniciar una corrida:

1. Abra la puerta del QIAcube.

2. Siga las instrucciones de la hoja del protocolo y las que se muestran en la pantalla
tactil para colocar las muestras, reactivos y material de laboratorio.

Se le indicara que:

Vacie el cajon de desechos.

Coloque el rack de puntas en el area de trabajo.

Llene las botellas de reactivo y coloque el rack de las botellas de reactivos en el area
de trabajo. Asegurese de quitar las tapas de las botellas antes de colocarlas.

Cargue los tubos de buffer que se requieren en el protocolo en las posiciones A, B o
C.

Coloque los adaptadores de rotor cargados en las canastillas de la centrifuga.
Cargue el rack del agitador con muestras y coléquelo en el agitador. Asegurese de
usar el adaptador del agitador correcto, como se describe en la hoja de protocolo.

3. Cierre la puerta del QlAcube.

Al término de la corrida

Cuando la corrida del protocolo ha terminado, un mensaje serd desplegado en la
pantalla tactil confirmando que las muestras han sido procesadas. Siga las
instrucciones en la pantalla tactil para la limpieza del area de trabajo.

1. Retire de la microcentrifuga los tubos que contengan los &cidos nucleicos
purificados de los adaptadores del rotor.

2. Deseche los tubos de las muestras, adaptadores de rotor y reactivos de acuerdo a
las normas locales de seguridad.
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3. Cambie las tapas de las botellas de reactivos y ciérrelas fuertemente. Guarde las
botellas de acuerdo a las instrucciones del manual del equipo.

4. vacie el cajon de desechos.

5. Corra otro protocolo, o apague el QlAcube.

Guia de preparacion de soluciones y reactivos para extraccion por QlAcube HT.
Para inactivacion de la muestra:

Anadir 1556 pL de AVE al frasco de Carrier (ARN de pequefio tamafio que es
componente de algunos kits de purificacion, el cual permite mejorar la eficiencia
de recuperacion del ARN de la muestra) de tapa roja. Homogenizar.

Unir en un frasco, 470 pyL del Carrier previamente preparado, mas 15 mL de
reactivo de lisis ACL.

Dispensar en cada pocillo de la placa de muestras del extractor 160 uL de este
reactivo (Carrier, AVE y ACL) + 200 pL de muestra. Homogenizar.

Preparar los buffers de lavado AW1 y AW?2 diluyendo con etanol (96-100%) segun
la cantidad indicada en los frascos

Colocar la placa de muestras y los comederos con los reactivos en cada posicion
correspondiente, segun el nimero de determinaciones a procesar.

Realizar la extraccion de &cidos nucleicos segun el protocolo del QIAcube HT.

Guia de manejo practico del extractor QIAcube HT.

Encender la laptop accesoria al equipo

Encender el equipo (verificar sonido de arranque)

Seleccionar el icono QIAcube HT y abrir el Software (Esperar confirmacion del
equipo por movimiento del brazo)

Seleccionar protocolo en QProtocols (QlAamp® 96 Virus QlAcube® HT V1). Clic
en Open

Seleccionar el icono de luz UV en elSoftware y configurar el tiempo de accion
durante 15 minutos. Asegurarse de que el sello rojo de seguridad esté
colocado

Clic en Open Wizard y seleccionar el nimero de muestras a trabajar. Clic en
Jump to end. Clic en finish

Se muestra en la ventana las cantidades correspondientes de cada reactivo
segun el numero de muestras codificadas

EPP correspondientes: guantes nuevos, etc.

Preparacion de los reactivos no reutilizables: proteinasa Ky ACL mix
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Situar los recipientes de los reactivos de extraccion segun la imagen mostrada en
el software (verificar que no exista superposicion)

Sellar las columnas que no vayan a ser utilizadas y las que ya se utilizaron en
reacciones previas, en la placa de muestras

Colocar la placa con las muestras previamente dispensadas en la CSB en el lugar
correspondiente segun la imagen del Software

Sellar las columnas que no se vayan a utilizar y las que fueron utilizadas en
reacciones previas, de la placa de membranas

Colocar la placa de membranas y sus accesorios en el lugar correspondiente
segun la imagen del Software

Verificar la posicion adecuada de la placa de membranas mediante un toque
hacia la izquierda y abajo

Colocar la cantidad de puntas segun el calculo para el nUmero de muestras a
procesar (puede observarse en el icono Generate Pre-run Report)

Seleccionar en la imagen del Software en la regién de las puntas la disponibilidad
de las mismas:

Clicen: Set selected tips to “Available” o “Unavailable”, cuando NO se vaya a
utilizar la placa de puntas completa si no, las marcadas previamente

Clic en: Set all tips on current plates to “Available” o “Unavailable”, cuando SIi se
vaya a utilizar la placa de puntas completa

Colores a tener en cuenta: Azul (puntas nuevas); Rojo (puntas utilizadas);
Blanco (No hay puntas en dicha columna de la placa)

Colocar la placa de elusion destapada en el lugar correspondiente segun la
imagen del Software

Asegurarse de que el sello rojo de seguridad esté retirado

Asegurarse de que el recipiente de desecho de las puntas esté colocado fuera del
equipo

Seleccionar icono Start (triangulo verde) en el Software

Completar verificacion del procedimiento en Chek list

OK

Esperar culminacion del proceso

Guardar el proceso de extraccion

Taponear los viales de la placa de elusién que contiene el &cido nucleico extraido,
guardarlo en refrigeracion a 4°C — 8°C si no se va a utilizar inmediatamente; o
trasladarlo a la seccion de amplificacion si la reaccion de amplificacion de
realizard inmediatamente.

Retirar todos los recipientes y accesorios del equipo

Limpieza manual con gasas y agua destilada del equipo
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Limpieza automatica: Seleccionar el icono Clean vaccum (cubo). Afiadir 20 ml
de agua destilada en el (Waste Chamber) espacio donde se coloca la placa de
membranas.

Cerrar el equipo

Revisar los requisitos que muestran en la ventana de dialogo. Seleccionar
casilla: Run UV cleaning operation before closing? ***Clic en NEXT. Esperar
sonidoy Clic en Next nuevamente

*** | a configuracion de la luz UV se puede realizar aparte mediante el icono Ligth
UV control (bombillo amarillo)

Esperar culminacion del proceso

Cerrar el Software

Apagar el equipo

Apagar laptop

El icono Bottle se debe revisar al culminar cada proceso para que muestre el
nivel de liquido de desecho que contiene la botella de vacio

Procedimiento para la extraccion por Auto-Pure 96 A de Allsheng utilizando el
kit CEA-NANO+RNA 3.0

Dispensar los reactivos de extraccion para Auto-Pure96 disponible en el kit CEA-
NANO+RNA 3.0. en los bloques correspondientes: SLV-1- Solucion de lavado 1
(500 pl), SLV-2- Solucion de lavado 2 (500 pl), SLV-3- Solucion de lavado 3 (500
ul), SE-RNA 3.0- Solucion de elucion RNA 3.0 (50 ul), SLU-RNA 3.0- Solucién de
Lisis-Unién RNA 3.0 (200ul) y NESP-A380- Solucion de NESP-A380 (100ul).
Dispensar en la CSB la cantidad de muestra en los bloques preparados con los
reactivos de lisis y la perla para Auto-Pure96, correspondientes para el proceso
de extraccion: - Auto-Pure96: DNA y RNA: 200 pl

Dispensar la SP-RNA 3.0- Solucion de precipitacion RNA 3.0 (400 pl) en el bloque
de la muestra

Preparacién del equipo de extraccion seleccionado segun el protocolo
correspondiente disponible en la seccion y/o en formato digital en la computadora
del LBM

Conservacién del &cido nucleico extraido en el refrigerador correspondiente a 4°C
-8°C

Limpieza del area de trabajo y de los equipos.
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Proceso de preparacion de master mix

El protocolo para la deteccion del virus SARS-CoV-2 donado por la OPS incluye 4
juegos de cebadores y sondas de hidrolisis (TagMan) para la deteccion cualitativa del
virus en muestras clinicas. Los cebadores y sondas del gen E estan disefiados para
la deteccion SARS CoV y SARS-CoV-2.

Por otra parte, los iniciadores y sondas del gen RdRp permiten confirmar la infeccion
por SARS-CoV-2 pues este constituye el gen que codifica para la enzima RdRp,
especifica del virus en replicacion activa.

Estos dos ensayos incluyen: Tamizaje (gen E): Primers E-Sarbeco-F1 y E-Sarbeco-
R2, Sonda E-Sarbeco-P1; Confirmacion (gen RdRp): Primers RARp-SARSr-F2 y
RARp-SARSr-R1, Sonda RdRp-SARSr-P2.

A los 20 pl de componentes in house para la reaccion (buffers, agua de BM, primers,
control enddgeno, enzimas Taq polimerasa, enzima reversotranscriptasa Yy
oligonucledtidos) se les adiciona al terminar este proceso, por cada reaccion, 5 pl del
material genético extraido.

OPERACIONES PRELIMINARES

e Confeccionar los protocolos de mezcla para el calculo de los volimenes
empleados en Master Mix correspondiente.

e Utilizar los medios de proteccién personal o EPP especificos con los que cuenta
la seccién como sobrebata, gorro, guantes nuevos no reutilizables sin talco solo
para uso en la seccion Master Mix.

e Limpiar las superficies de trabajo, el Work Station, las pipetas y gradillas con
solucion ADN/ARN away o en su defecto alcohol al 90%; siempre con gasa estéril
y no con algodén.

e Atemperar los reactivos con que dispone la Master Mix o las alicuotas a utilizar.

e Aplicar luz ultravioleta al Work Station antes de comenzar el trabajo y al finalizar.

Procedimiento para la preparacion de la mezcla de ensayos RT-PCR de

Invitrogene segun Protocolo de Charité, Berlin, Alemania.

e Preparacion de primers y sondas liofilizadas:

e Los iniciadores y sondas son, por lo general, faciles de resuspender en una
solucion acuosa:

e Centrifugar brevemente los tubos antes de abrirlos para asegurar que el material
liofilizado se encuentre en el fondo del tubo.

e Resuspender en tampén E (Tris 10 mM, EDTA 0.1 Mm, pH 8.0) o en agua de
Biologia Molecular libre de RNAasa/DNAasa para una concentracion de stock de
100 pM.
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El volumen de tampdn TE o agua requerida para obtener un stock de100 uM se
determina usando la siguiente formula: volumen=cantidad de
oligonucledtido/concentracion.

Alicuotar los iniciadores y sondas. El volumen de las alicuotas dependera del uso
de los mismos con el objetivo de minimizar los ciclos descongelacion-
congelacion.

Preparar alicuotas de trabajo a una concentracion final de 10 uM (dilucién 1/10 en
tampon TE o agua del stock a 100 uM).

Los iniciadores y sondas resuspendidos (tanto alicuotas de stock como de
trabajo) se almacenan a -20°C y son estables a esa temperatura durante al
menos 24 meses. Las sondas se almacenan en tubos ambar (oscuros) o
cubiertos con papel de aluminio para evitar exposicion prolongada a la luz.

* Preparacion de Master Mix:

Después de haber preparado la mezcla de reaccion de acuerdo a la formula total
correspondiente, se dispensan 20 uL de esta mezcla de reaccion en cada vial.
Los viales preparados con la mezcla de reaccion y cubierta con papel de aluminio
en la gradilla refrigerada se trasladan al laboratorio de amplificacién, donde se
colocan 5 pL de acido nucleico en el pocillo correspondiente, para obtener un
volumen final de mezcla de reaccion de 25 uL. Seguidamente se colocara 5 L de
los controles positivo y negativo.

Trabajar siempre con pipetas graduadas limpias libres de DNA/RNAsas y
utilizando puntas con filtro también libres de DNA/RNAsas propias de la seccion.
Nunca transportar los viales con la mezcla para la reacciéon por fuera del
laboratorio; deben situarse en la placa de camara fria a través del transfer y
trasladarlos hacia la seccién de amplificacion de acidos nucleicos. No manipular
acido nucleico en esta seccion.

Proceso de amplificacién y deteccion

OPERACIONES PRELIMINARES

Preparar la superficie de trabajo

EPP: guantes nuevos

Rotular los viales en correspondencia con los nimeros y codigo de las muestras y
controles
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PROCEDIMIENTO
Equipo termociclador Rotor Gene Q:

Afadir el &acido nucleico extraido de cada muestra y los controles al
correspondiente vial con la mezcla de la reaccion

Preparar el equipo de amplificacion: Rotor-Gene Q: Encender laptop--- luego
encender el Rotor Gene ---- por ultimo, encender el Software.

Colocar el 36-Well Rotor de color rojo o el 72-Well Rotor de color azul (segun el
namero de muestras a analizar) en el Rotor gene

Configuracion del protocolo diagndstico que se desarrollara o seleccion de la
plantilla del mismo si ya esta configurado (ver mas adelante Programacion del
termociclador)

Codificacion de las muestras en la corrida

Interpretacion de los resultados

Retirar los viales de la reaccion

Cerrar Software --- Apagar el Rotor Gene --- Apagar laptop

Equipo termociclador SLAN-YGP:

Encender el Equipo y después la Laptop.

Abrir el Software (SLAN Real time PCR System 8.2.2)

Abrir el boton Experiment Wizard.

Se activa boton Setup y se completa con los siguientes datos:

Experiment name: Se completa con el dia y la hora si no se completa por defecto.
Experiment Type: Qualitative Absolute

Seleccione los bloques a procesar. Bloque A- Bloque B

Se activa el boton Plate:

Para seleccionar la placa completa (2 bloques) se para el cursor en el cuadro en
blanco de la esquina superior izquierda.

Si se van a seleccionar casillas independientes mantener presionado el boton
control y marcar el nimero de columnas segun el nUmero de muestras.

Para desmarcarse colocar el cursor en la posicion Al.

En esta ventana se pueden editar las muestras: Control positivo, control negativo
y numerar cada una de las muestras.

Hacia la izquierda estan las columnas y hacia la derecha esta la ventana de
edicion de muestras.

La edicién de las muestras también se puede realizar en la ventana que activa el
boton Sample.

Se inicia la corrida en el boton Run.

Ante de presionar el botdén Star, ir a la barra plegable que se encuentra en la
esquina inferior derecha y seleccionar la opcién Row, lo que activa los colores
para cada muestra.

Luego se presiona el boton Star.
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Para crear un protocolo nuevo:

Activar Proyect / crear/ poner nombre del reactivo o determinacion a utilizar.
Seleccionar los canales

Nombrar el gen o target a detectar en cada canal Ej. Gen E 0 Gen RdRp

Ir a Program y programar el ciclaje. Guardar.

Programacién del termociclador o ciclaje (segun Protocolo de Charité, Berlin,
Alemania): En este acapite se describen el ciclaje original de los 2 ensayos (de
tamizaje y confirmacion) suministrados por la OPS con el uso de enzimas de
Invitrogene, y otras variaciones con el empleo de las enzimas QuantiFast y Multiplex
Ligh Cycler.

« Ciclaje con el uso de enzimas de Invitrogene:

SuperScript™ One-Step gRT-PCR Kit (Ensayo de tamizaje)

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Hold 50°C 30 min 1*
Hold 95°C 2 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15 min 45
Hibridacion*** 58°C 30 seg

*Transcripcién inversa
**Activacion de la ADN polimerasa

*** Adquisicién de canales: Green (FAM) --- Gen E

AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents (Ensayo de confirmacion)

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Hold 50°C 30 min 1*
Hold 95°C 10 min 1
Desnaturalizacion 95°C 15 min 45
Hibridacion*** 58°C 30 seg

*Transcripcion inversa
**Activacion de la ADN polimerasa

*** Adquisicién de canales: Green (FAM) --- Gen RdRp
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* OPS con Enzima Multiplex Light Cycler:

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Hold 50°C 20 min 1*
Hold 95°C 5 min 1x*
Desnaturalizacion 95°C 15 seg 45
Hibridacion*** 60°C 30 seg
*Transcripcion inversa
**Activacion de la ADN polimerasa
*** Adquisicion de canales: Green (FAM) --- Gen E
Red (Cy5) ---C. Interno
* OPS adaptado con Enzima QuantiFast:
Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Hold 50°C 30 min 1*
Hold 95°C 2 min 1**
Desnaturalizacion 95°C 15 seg 45
Hibridacion*** 58°C 30 seg

*Transcripcion inversa
**Activacion de la ADN polimerasa

*** Adquisicion de canales: Green (FAM) --- Gen E

+ Confirmatorio RdRp Polimerasa con Enzima Quantifast:

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Hold 50°C 20 min 1*
Hold 95°C 5 min 1x*
Desnaturalizacion 95°C 15 seg 45
Hibridacion*** 60°C 30 seg
*Transcripcion inversa
**Activacion de la ADN polimerasa
*** Adquisicién de canales: Green (FAM) --- Gen RdRp
Red (Cy5) ---C. Interno
* RdRp Confirmatory test:
Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Hold 50°C 30 min 1*
Hold 95°C 2 min 1x*
Desnaturalizacion 95°C 15 seg 45
Hibridacion*** 60°C 45 seg

*Transcripcion inversa
**Activacion de la ADN polimerasa

*** Adquisicién de canales: Green (FAM) --- Gen RdRp

Red (Cy5) ---C. Interno
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Lectura de canales.

Gen E y Gen RdRp: Canal Green (excitacion 470 nm, deteccion 510 nm):
dado que la sonda es marcada con el fluorescente FAM permite detectar
SARS-CoV-2.

Gen del Control interno (Gen de la B-actina): Canal Red (excitacion 610 nm,
deteccion 670 nm): dado que la sonda es marcada con el fluorescente Cy5
permite detectar ADN del Gen B-actina humano como control interno.

Informe de resultados.

Muestra positiva: Valor de Ct<40 y curva de amplificacién con morfologia
sigmoidal caracteristica, se reportara como SARS-CoV-2 (Gen E 0 Gen RdRp)
Muestras negativas: Valor de Ct>40 o no amplificacion detectada (Gen E o
Gen RdRp) y un Ct del Control interno menor o igual a 40 y con curva de
amplificacion sigmoidal caracteristica.

Aquellas muestras que tengan valor del Control interno mayor a 40 0 no
detectable se debera volver a realizar el proceso de extraccion y RT-PCR; si la
muestra aun asi no presenta curva de amplificacion en ningun canal, esta
debera ser rechazada como muestra insuficiente y poner en observaciones:
muestra no cuenta con la cantidad de células necesarias en la reaccion de
RT-PCR para la deteccion de SARS-CoV-2, se recomienda una nueva toma
de muestra.

El analista registra los datos en el protocolo de corrida, anotando en el canal
de lectura correspondiente los valores de Ct de los controles internos y de las
muestras que resultaron confirmadas.

Este registro es revisado por el profesional responsable de la seccién. Se
entrega al analista para el ingreso en el sistema informatico.

REGISTRO DE DATOS

El proceso de extraccion de las muestras de exudado nasofaringeo se inscribe en
registros Work Sheet manuscritos y electrénicos.

Se dispone de los protocolos de corridas donde se plasman los resultados.

La entrada de las muestras de exudado nasofaringeo y la emision de sus resultados
se inscribe en registros electrénicos o bases de datos.

REFERENCIAS

Protocolo de |la OPS de Charite, Berlin. Disponible en:
https://www.eurosurveillance.org/docserver/fulltext/eurosurveillance/25/3/euros
urv--- 25--- 3--

- 5.pdf?expires=1580420806&id=id&accname=quest&checksum=D2E250BE3
914A24D9381FC9538EFF11D

*  QIlAcube® HT User Manual. June 2013



https://www.eurosurveillance.org/docserver/fulltext/eurosurveillance/25/3/eurosurv--‐25--‐3--‐5.pdf?expires=1580420806&id=id&accname=guest&checksum=D2E250BE3914A24D9381FC9538EFF11D
https://www.eurosurveillance.org/docserver/fulltext/eurosurveillance/25/3/eurosurv--‐25--‐3--‐5.pdf?expires=1580420806&id=id&accname=guest&checksum=D2E250BE3914A24D9381FC9538EFF11D
https://www.eurosurveillance.org/docserver/fulltext/eurosurveillance/25/3/eurosurv--‐25--‐3--‐5.pdf?expires=1580420806&id=id&accname=guest&checksum=D2E250BE3914A24D9381FC9538EFF11D
https://www.eurosurveillance.org/docserver/fulltext/eurosurveillance/25/3/eurosurv--‐25--‐3--‐5.pdf?expires=1580420806&id=id&accname=guest&checksum=D2E250BE3914A24D9381FC9538EFF11D
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*  QlAamp® 96 Virus QlAcube® HT Handbook. February 2015
* Rotor-Gene® Q User Manual. Version 2. February 2012

Work Sheet para extraccion. QIAcube Modelo LBM 01.

Equipo:
Fecha:
Reactivo:
Lote:
Nro Corrida:

Cdbdigo de la muestra Cddigo de la muestra
1 7
2 8
3 9
4 10
5 11
6 12

Work Sheet para extraccion. QlAcube HT/Auto-Pure 96. Modelo LBM 02.

Equipo: Fecha:
Reactivo: Lote:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12

IO TmooOl m x>

Calculo de solucién buffer AVL (Buffer lisis) y Carrier para extraccion por QIAcube.
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Nro. de Buffer Carrier ARN
muestras | AVL (ml) y AVE (uL)
1 0,56 5,6
2 1,12 11,2
3 1,68 16,8
4 2,24 22,4
5 2,80 28,0
6 3,36 33,6
7 3,92 39,2
8 4,48 44,8
9 5,04 50,4
10 5,60 56,0
11 6,16 61,6
12 6,72 67,2

Volumen de soluciones empleadas para la preparaciéon de primers y sondas
liofilizados donados por OPS (Protocolo de Charité, Berlin, Alemania)

- Cantidad de Concentracion | Volumen de
Iniciador o sonda ) .
oligonucleadtido de stock TE o0 agua
E-Sarbeco-F1 46,52 nmol 100 uM 465,2 pl
E-Sarbeco-R2 28,72 nmol 100 uM 287,2 ul
E-Sarbeco-P1 20,71 nmol 100 uM 207,1 pl
RARp-SARSr-F2 | 47,77 nmol 100 uM 477,7 pl
RdRp-SARSr-R1 | 27,93 nmol 100 uM 279,3 ul
RARp-SARSr-P2 | 20,69 nmol 100 uM 206,9 pl

Preparaciéon de Master Mix segun Protocolo de Charité, Berlin, Alemania.

Ensayo de tamizaje

Componente Volumen por reaccion
Agua (libre de RNAasa/DNAasa) 4,5 ul

Tampodn de reaccion (2x) 12,5 ul

E-Sarbeco-F1 (10uM) 1ul

E-Sarbeco-R2 (10uM) 1l

E-Sarbeco-P1 (10uM) 0,5 ul

enzima 0,5 pl

Total por reaccion

20 pl
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Ensayo de confirmacion

Componente Volumen por reaccion
Agua (libre de RNAasa/DNAasa) 3,0 ul

Tampon de reaccion (2x) 12,5 ul
RARp-SARSI-F2 (10pM) 1,5 pl
RARp-SARSr-R1 (10uM) 2 ul

RdRp-SARSr-P2 (10uM) 0,5 pl

enzima 0,5 ul

Total por reaccion 20 ul

Protocolo de corrida para 72 muestras por Rotor Gene Q.

Nro Corrida:

Fecha:

No| Cédigo |Green| Red No Cédigo Green Red
1 36
2 37
3 38
4 39
5 40
6 41
7 42
8 43
9 44
10 45
11 46
12 47
13 48
14 50
15 51
16 52
17 53
18 54
19 55
20 56
21 57
22 58
23 59
24 60




CPHE.

Procedimiento N.° 2

CcoODIGO: PNO-LBM 01- 01

EDICION:15** JuLi02020

PAGINA 24 DE 24

DIAGNOSTICO DE SARS-C0OV-2 (SEGUN PROTOCOLO DE CHARITE, BERLIN, ALEMANIA)

25 61
26 62
27 63
28 64
29 65
30 66
31 67
32 69
33 70
34 C. Positivo
35 C. Negativo

Protocolo de corrida para 96 muestras por Rotor Gene Q y SLAN-YGP.

Nro Corrida:

Fecha:

No| Cédigo |Green| Red No Cédigo Green Red
1 49
2 50
3 51
4 52
5 53
6 54
7 55
8 56
9 57

10 58

11 59

12 60
13 61
14 62
15 63
16 64
17 65
18 66
19 67
20 68
21 69
22 70
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23 71
24 72
25 73
26 74
27 75
28 76
29 77
30 78
31 79
32 80
33 81
34 82
35 83
36 84
37 85
38 86
39 87
40 88
41 89
42 90
43 91
44 92
45 93
46 94
47 C. Positivo
48 C. Negativo

Registro electronico de entrada y salida (base de datos de Excel) de muestras de
exudado nasofaringeo para el diagnéstico de SARS CoV 2.

Nombre Carnet Area
Cddigo y Edad| Sexo de Direccion| de | Municipio| Provincia
Apellidos identidad salud
. Pais de F. I F.toma Tipo de . Fecha de
Condicién . . de Procedencia| Resultado| Ct
procedencia| sintomas muestra muestra resultado

HISTORIAL DEL PROCEDIMIENTO
Se debe utilizar la ultima version de este PNO, el cual coincidira con la fecha mas
reciente de revision.
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Nombres y apellidos Cargo Firma | Fecha Cufo
Elaborado g;arl].cw:znilegr;z J° LBM del CPHEM
por: gﬁlggeeznis Garcia Médico especialista
Revisado | Lic. Hilda D. Roque de | Resp. 1/03/2020
por: Escobar Martin MSc. Normalizacion
Qgrr:obado Dr. Neil Reyes Miranda | Director
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Anexo 4

DEFINICIONES OPERATIVAS

Master mix o Mezcla maestra: es una mezcla que contiene precursores y enzimas
que se utilizan como ingredientes en técnicas de Reaccidn en Cadena de la
Polimerasa en Biologia Molecular.

Cebadores, primers o iniciadores: es una cadena de acido nucleico o de una
molécula relacionada que sirve como punto de partida para la replicaciéon del ADN,
accion realizada por la enzima Taq polimerasa.

Sondas de hidrélisis (TagMan): son oligonucleétidos de unién especifica al ADN
diana marcados con un fluorocromo donador (reporter) en el extremo 5 que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor (quencher) en el extremo 3’ que absorbe la
fluorescencia liberada por el donador.

Carrier: ARN de pequefio tamafio que es componente de algunos kits de purificacion
de ARN, el cual permite mejorar la eficiencia de recuperacion del ARN de la muestra.
Control interno o endbgeno: es una secuencia de ADN o ADN complementario que
es co-amplificado con el ADN diana y se usa principalmente para aumentar la
confiabilidad de los ensayos.

Cycle treshold (Ct) o umbral de ciclos: es el nUmero de ciclos necesarios para que
se produzca un aumento de fluorescencia significativo con respecto a la sefial de
base, y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas diana.

Siglas

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa

LBM: Laboratorio de Biologia Molecular

BSL II: Biosafety Laboratory class Il

CSB: Cabina de Seguridad Bioldgica

EPP: Equipo de Proteccion Personal

ADN: Acido desoxirribonucleotido

ARN: Acido ribonucleico

BM: Biologia Molecular

UV: Ultravioleta

Ct: Cycle treshold o umbral de ciclos

OBJETIVO

Describir el procedimiento de amplificacion y deteccion de acidos nucleicos para el
diagndéstico de SARS CoV 2 mediante la RT-PCR en tiempo real de las muestras de
pacientes sospechosos.
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ALCANCE
Este procedimiento se aplicara en el LBM de Villa Clara.
RESPONSABILIDADES

1. Es responsabilidad de la Direccion del laboratorio dar aseguramiento logistico de
este proceso.

2. Es responsabilidad de los especialistas, técnicos y licenciados que se ocupan de
esta actividad, el estricto cumplimiento de este procedimiento.

3. El jefe de laboratorio controlara y supervisara el cumplimiento de los requisitos
generales de buenas préacticas en esta actividad.

FRECUENCIA

Segun disponibilidad de reactivos de Master Mix y del nUmero de muestras clinicas a

procesar.

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD

Todos los procedimientos se efectdan en un laboratorio BSL Il y se cumpliran las
normas de bioseguridad establecidas para el mismo.

Utilizar guantes de seguridad durante el desarrollo del ensayo que deberan ser
desechados al terminar el protocolo.

Utilizar bata sanitaria que debe ser cambiada para cada uno de los pasos

Todos los pasos que conlleven manipulacién de muestras biolégicas se llevaran a
cabo en un CSB Clase Il

Se utilizaran un juego de pipetas variables para cada procedimiento.
Local cerrado.

Climatizacién permanente.

Presencia de agua corriente.

Existencia de jabon o detergente y desinfectantes.

Equipos/instrumentos

Extractor QlAcube

Extractor QIAcube HT

Laptop accesoria al QlAcube HT

Impresora laser HP

CSB

Extractor Auto-Pure 96 A de Allsheng

Refrigerador de 4°C — 8°C; Congeladores verticales de -20 °C y de -86 °C
Lamparas de luz UV

Vortex y centrifugas

Equipo termociclador Rotor Gene Q

Equipo termociclador SLAN-YGP
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Laptops accesorias a los termocicladores
Work Station

Materiales

Pipetas Eppendorf graduadas de (10, 20, 100 y 1000) pl
Puntas con filtro estériles de (10, 20, 100 y 1000) ul

Viales Eppendorf estériles de (0,1; 0,2y 1,5) mL

Placa de 96 pocillos (FastOpticalAppliedBiosystems)

Gradilla refrigerada para placa de 96 pocillos y viales.
Marcadores

Gasa estéril

Contenedor para puntas desechables

Bolsas de polipropileno

Cestos con bolsas de nylon identificadas como riesgo biolégico
Mesas de acero inoxidable

Estantes de acero inoxidable

EPP: Trajes de bioseguridad, batas, guantes de biologia molecular, gorros.

Reactivos y soluciones

Agua destilada ultra pura de grado molecular (libre de RNAsa y DNAsa)
RNAasa

Etanol 70% (ver PNO preparacion de soluciones y desinfectantes)

Hipoclorito al 0,1% para desinfeccion de las manos y al 0,5% para uso sobre

superficies.

Kits para extraccion automatizada de ARN viral (QlAamp viral RNA Mini kit)
Kit de extraccion CEA-NANO+RNA 3.0

Kit RIDA®GENE SARS-CoV-2

Kit de Sentinel: STAT NAT COVID-19 MICRO

FUNDAMENTO DEL METODO

La RT-PCR en tiempo real es una técnica de biologia molecular en la cual los
procesos de amplificacién y deteccion viral se producen de manera simultanea en un
mismo tubo cerrado, sin necesidad de algun procedimiento posterior. En estos, el
producto de la reaccibn es detectado mediante el incremento de una sefal
fluorescente generada durante la propia reaccién, la cual es proporcional a la

cantidad del producto formado y se visualiza en una computadora.

La PCR en tiempo real presenta diferentes ventajas:

Rapidez en la obtencion del resultado, lo que la hace mas eficiente y aumenta la

capacidad diagnéstica del laboratorio.
Utiliza sistemas cerrados, disminuyendo el riesgo de contaminacion.
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e Ademas, permite realizar la cuantificacion del acido nucleico presente en la
muestra y la identificacion de mutaciones puntuales de importancia clinica o
terapéutica.

e Por otra parte, las sondas marcadas con moléculas fluorogénicas de diferente
longitud de onda para diferentes juegos de cebadores, posibilitan el desarrollo de
los sistemas multiples de deteccion.

El ensayo RIDA®RGENE SARS-CoV-2 es una RT-PCR multiplex en tiempo real para

la deteccion cualitativa directa del ARN del coronavirus (SARS-CoV-2) a partir de
hisopos de orofaringe y nasofaringe de personas con sintomas de una infeccion
respiratoria.

La deteccion se lleva a cabo en un formato de RT-PCR en tiempo real en un paso,
donde la transcripcion inversa (RT) va seguida de la PCR en un vial de reaccion. En
el proceso, el ARN aislado se transcribe en ADNc con la ayuda de una transcriptasa
inversa. Luego, los fragmentos de genes especificos para SARS-CoV-2 (gen E) se
amplifican mediante PCR en tiempo real. Las secuencias diana amplificadas se
detectan mediante sondas de hidrélisis que estan marcadas en un extremo con un
inhibidor y con un colorante fluorescente indicador (fluoréforo) en el otro. Las sondas
se hibridan con el amplicon en presencia de una secuencia diana. Durante la
extension, la Taq polimerasa separa al indicador del extintor. El indicador emite una
sefal fluorescente que se detecta en la unidad Optica de un equipo de PCR en
tiempo real. La sefial fluorescente aumenta con la cantidad de amplicones formados.
El ensayo RIDA® GENE SARS-CoV-2 contiene un Internal Control RNA (ICR) para
poder controlar la preparacion de las muestras o cualquier posible inhibicién de la
PCR.

El kit STAT NAT SARS COV 2 MICRO se basa en pruebas RT-PCR y Sentinel
STAT-NAT (STabilized Amplification Technology-Nucleic Acid Testing). Consta de
una mezcla de reaccidn liofilizada optimizada (288 reacciones en total) que se dirige
simultdneamente a varias regiones de los genes RdRp, N y E especificos del SARS-
CoV-2.

El ensayo esta disefiado para asistir en el diagnéstico diferencial de infecciones por
SARS-CoV-2 en pacientes con sintomas de infeccion respiratoria junto con otros
hallazgos clinicos y de laboratorio.

Los resultados negativos no descartan la infeccion por SARS-CoV-2 y no deben
usarse como la Unica base para el diagnéstico.

Proceso de extraccion de acidos nucleicos

El proceso de extraccion y purificacion, previo a la fase de amplificaciéon, permite
obtener acido nucleico de alta pureza que puede o no contener la diana molecular
(target), libre de otros compuestos y de enzimas de restriccion.1-3
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Para realizar este paso se han empleado los instrumentos QIAcube, QIAcube HT de
QIAGEN y Auto-Pure 96 A de Allsheng.

El instrumento Qiacube se ha disefiado para aislar y purificar 4cidos nucleicos de
forma automatizada de altorendimiento en formato de columnas giratorias de silice.
Los usuarios pueden, ripidamente y facilmente, purificar ADN o ARN de casi
cualquier tipo de muestra (incluyendo exudado nasofaringeo).

Qiacube incluye una centrifuga, un agitador calentado, un sistema de pipeteo y una
pinza robotica. Estos permiten que se automaticen completamente mas de 80 kits de
columna giratoria de QIAGEN.

Qiacube HT permite la extraccion y purificacién automatizada de acidos nucleicos de
altorendimiento en formato de 96 pocillos usando también la tecnologia de
membrana de silice, pero por el método bomba al vacio.

Auto-Pure 96 A de Allsheng es un dispositivo automatizado que emplea el método de
perlas magnéticas y presenta una fase manual previa.

OPERACIONES PRELIMINARES

e Seleccién del protocolo correspondiente segun el equipo de extraccion empleado

e Organizacion de la superficie de trabajo de la CSB

e Rotular los viales con el cédigo correspondiente, decantar las muestras en la CSB
y disefiar el protocolo (Work Sheet) de trabajo de las muestras para su extraccion.

PROCEDIMIENTO

Guia de manejo practico para la extraccion de ARN por equipo automatizado

QIAcube empleando el QIAamp viral RNA Mini kit de QIAGEN (preparacion de

insumos y reactivos):

e Rehidratar el carrier ARN con 310 pL de solucion buffer AVE, mantener en
congelacion (-20°C)

e Calcular la solucion buffer AVL (Buffer Lisis) y Carrier en un tubo cénico de 15 mL
de acuerdo a la cantidad de muestras.

e Distribuir 560 pL de la solucién de lisis a los tubos colectores, agregar 140 uL de
la muestra problema y homogenizar por pipeteo (2 veces)

e Preparar los buffers de lavado AW1 y AW2 diluyendo con etanol (96-100%) segun
la cantidad indicada en los frascos

e Colocar en el adaptador las columnas y los tubos de elucion enumerando (1-12),
luego abrir las tapas de las columnas y encajar en la posicion del adaptador

e Encender el equipo de extraccion y acceder al programa del equipo (QIAcube)
QIlAamp Viral RNA
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e Verificar que los frascos de soluciones de buffer, AVE, AW1, AW2 y etanol (96-
100%), deben contener el volumen sefalado y verificar que las puntas especiales
(1000 pL) estén llenos en la porta puntas

e Ubicar las muestras en el orden establecido en la plataforma del equipo

e Ubicar los adaptadores con las columnas en el orden correlativo del rotor del
equipo

e Al terminar el proceso retirar los adaptadores del equipo y las columnas que
contiene la elusion de ARN

e EI ARN extraido se almacena en el refrigerador de 2 a 8°C hasta continuar con la
prueba molecular de PCR. En caso de no utilizar ese mismo dia, se conserva de -
20 a -70°C para conservar la estabilidad del ARN.

Guia de manejo practico del extractor QIAcube.

Para iniciar un protocolo:

1. Encienda el QlAcube.

e Se escuchara un sonido y aparecera la pantalla de inicio.

e El instrumento automaticamente realizara pruebas de inicializacion.

2. Seleccione la aplicacion del menu principal presionando “Cleanup”, “DNA”,

“Protein”, “RNA” o “Virus”.

3. Seleccione el nombre del kit presionando “A” o “V¥” para desplazarse en la lista

hasta que el nombre del kit correcto se sombree. Oprima “Select”.

4. Seleccione el tipo de muestra (este paso puede no ser solicitado por todos los

protocolos), presione “A” o “V¥” para seleccionar en la lista el tipo de muestra.

Presione “Select”.

5. Dependiendo del protocolo, puede haber mas opciones disponibles. Seleccione el

protocolo presionando “A” 0 “V¥” y presione “Select”.

6. Para iniciar una corrida de protocolo presione “Start” y proceda al paso 9. Para

introducir valores definidos por el usuario presione “Edit”.

7. Presione “A” o0 “V¥” para seleccionar el parametro que desea editar, por ejemplo,

“Elution volumen” y presione “Select”.

8. Cambie el volumen de elucion presionando “+” o “-“. El valor que esta programado

se muestra en el boton “Default”. Presione “Save” para guardar los cambios. El

parametro que se haya modificado se mostrara en rojo. Presione “Back” para salir del
modo de edicion.

9. El botén “Edit” nos indicara que el protocolo ha sido modificado. Si desea que los

reportes se guarden automaticamente en una memoria USB, introduzca la memoria

en el puerto USB. Presione “Start” para iniciar la corrida del protocolo.

Para iniciar una corrida:

1. Abra la puerta del QIAcube.

2. Siga las instrucciones de la hoja del protocolo y las que se muestran en la pantalla
tactil para colocar las muestras, reactivos y material de laboratorio.

Se le indicara que:
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Vacie el cajon de desechos.

Coloque el rack de puntas en el area de trabajo.

Llene las botellas de reactivo y coloque el rack de las botellas de reactivos en el area
de trabajo. Asegurese de quitar las tapas de las botellas antes de colocarlas.

Cargue los tubos de buffer que se requieren en el protocolo en las posiciones A, B o
C.

Coloque los adaptadores de rotor cargados en las canastillas de la centrifuga.
Cargue el rack del agitador con muestras y coléquelo en el agitador. Asegurese de
usar el adaptador del agitador correcto, como se describe en la hoja de protocolo.

3. Cierre la puerta del QlAcube.

Al término de la corrida

Cuando la corrida del protocolo ha terminado, un mensaje sera desplegado en la
pantalla tactil confirmando que las muestras han sido procesadas. Siga las
instrucciones en la pantalla tactil para la limpieza del area de trabajo.

1. Retire de la microcentrifuga los tubos que contengan los &cidos nucleicos
purificados de los adaptadores del rotor.

2. Deseche los tubos de las muestras, adaptadores de rotor y reactivos de acuerdo a
las normas locales de seguridad.

3. Cambie las tapas de las botellas de reactivos y ciérrelas fuertemente. Guarde las
botellas de acuerdo a las instrucciones del manual del equipo.

4. vacie el cajon de desechos.

5. Corra otro protocolo, o apague el QIlAcube.

Guia de preparacién de soluciones y reactivos para extraccion por QlAcube HT.

Para inactivacion de la muestra:

* Afadir 1556 puL de AVE al frasco de Carrier (ARN de pequefio tamafio que es
componente de algunos kits de purificacion, el cual permite mejorar la eficiencia
de recuperacion del ARN de la muestra) de tapa roja. Homogenizar.

* Unir en un frasco, 470 pL del Carrier previamente preparado, mas 15 mL de
reactivo de lisis ACL.

» Dispensar en cada pocillo de la placa de muestras del extractor 160 pL de este
reactivo (Carrier, AVE y ACL) + 200 pL de muestra. Homogenizar.

* Preparar los buffers de lavado AW1 y AW2 diluyendo con etanol (96-100%) segun
la cantidad indicada en los frascos

» Colocar la placa de muestras y los comederos con los reactivos en cada posicion
correspondiente, segun el nimero de determinaciones a procesar.
Realizar la extraccién de acidos nucleicos segun el protocolo del QIAcube HT.
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Guia de manejo practico del extractor QIAcube HT.

* Encender la laptop accesoria al equipo

* Encender el equipo (verificar sonido de arranque)

» Seleccionar el icono QIAcube HT y abrir el Software (Esperar confirmacion del
equipo por movimiento del brazo)

» Seleccionar protocolo en QProtocols (QlAamp® 96 Virus QIAcube® HT V1). Clic
en Open

» Seleccionar el icono de luz UV en elSoftware y configurar el tiempo de accion
durante 15 minutos. Asegurarse de que el sello rojo de seguridad esté
colocado

* Clic en Open Wizard y seleccionar el numero de muestras a trabajar. Clic en
Jump to end. Clic en finish

+ Se muestra en la ventana las cantidades correspondientes de cada reactivo
segun el numero de muestras codificadas

* EPP correspondientes: guantes nuevos, etc.

» Preparacion de los reactivos no reutilizables: proteinasa K y ACL mix

» Situar los recipientes de los reactivos de extraccion segun la imagen mostrada en
el software (verificar que no exista superposicion)

+ Sellar las columnas que no vayan a ser utilizadas y las que ya se utilizaron en
reacciones previas, en la placa de muestras

» Colocar la placa con las muestras previamente dispensadas en la CSB en el lugar
correspondiente segun la imagen del Software

+ Sellar las columnas que no se vayan a utilizar y las que fueron utilizadas en
reacciones previas, de la placa de membranas

* Colocar la placa de membranas y sus accesorios en el lugar correspondiente
segun la imagen del Software

» Verificar la posicion adecuada de la placa de membranas mediante un toque
hacia la izquierda y abajo.

* Colocar la cantidad de puntas segun el calculo para el nimero de muestras a
procesar (puede observarse en el icono Generate Pre-run Report)

+ Seleccionar en la imagen del Software en la regién de las puntas la disponibilidad
de las mismas:

e Clicen: Set selected tips to “Available” o “Unavailable”, cuando NO se vaya a
utilizar la placa de puntas completa si no, las marcadas previamente

e Clic en: Set all tips on current plates to “Available” o “Unavailable”, cuando Si se
vaya a utilizar la placa de puntas completa

e Colores a tener en cuenta: Azul (puntas nuevas); Rojo (puntas utilizadas);
Blanco (No hay puntas en dicha columna de la placa)
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Colocar la placa de elusion destapada en el lugar correspondiente segun la
imagen del Software

Asegurarse de que el sello rojo de seguridad esté retirado

Asegurarse de que el recipiente de desecho de las puntas esté colocado fuera del
equipo

Seleccionar icono Start (triangulo verde) en el Software

Completar verificacion del procedimiento en Chek list

OK

Esperar culminacion del proceso

Guardar el proceso de extraccion

Taponear los viales de la placa de elusién que contiene el &cido nucleico extraido,
guardarlo en refrigeraciéon a 4°C — 8°C si no se va a utilizar inmediatamente; o
trasladarlo a la seccion de amplificacion si la reaccion de amplificacion de
realizara inmediatamente.

Retirar todos los recipientes y accesorios del equipo

Limpieza manual con gasas y agua destilada del equipo

Limpieza automatica: Seleccionar el icono Clean vaccum (cubo). Afiadir 20 ml
de agua destilada en el (Waste Chamber) espacio donde se coloca la placa de
membranas.

Cerrar el equipo

Revisar los requisitos que muestran en la ventana de didlogo. Seleccionar
casilla: Run UV cleaning operation before closing? **Clic en NEXT. Esperar
sonidoy Clic en Next nuevamente

*** | a configuracion de la luz UV se puede realizar aparte mediante el icono Ligth UV
control (bombillo amarillo)

Esperar culminacion del proceso

Cerrar el Software

Apagar el equipo

Apagar laptop

El icono Bottle se debe revisar al culminar cada proceso para que muestre el
nivel de liquido de desecho que contiene la botella de vacio

Procedimiento para la extraccién por Auto-Pure 96 A de Allsheng utilizandoel
kit CEA-NANO+RNA 3.0

Dispensar los reactivos de extraccion para Auto-Pure96 disponible en el kit CEA-
NANO+RNA 3.0. en los blogues correspondientes: SLV-1- Solucién de lavado 1
(500 pl), SLV-2- Solucién de lavado 2 (500 ul), SLV-3- Solucién de lavado 3 (500
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ul), SE-RNA 3.0- Solucion de elucion RNA 3.0 (50 ul), SLU-RNA 3.0- Solucién de
Lisis-Unién RNA 3.0 (200ul) y NESP-A380- Solucion de NESP-A380 (100ul).

* Dispensar en la CSB la cantidad de muestra en los bloques preparados con los
reactivos de lisis y la perla para Auto-Pure96, correspondientes para el proceso
de extraccion: - Auto-Pure96: DNA y RNA: 200 pl

» Dispensar la SP-RNA 3.0- Solucion de precipitacion RNA 3.0 (400 pl) en el bloque
de la muestra

* Preparacion del equipo de extraccion seleccionado segun el protocolo
correspondiente disponible en la seccion y/o en formato digital en la computadora
del LBM

» Conservacion del acido nucleico extraido en el refrigerador correspondiente a 4°C
-8°C

* Limpieza del area de trabajo y de los equipos.

Proceso de preparacién de master mix

En este acapite se describe la preparacion de la mezcla para las reacciones de RT-
PCR con el empleo de los Kits:

+ RIDA®GENE SARS-CoV-2
« STAT NAT SARS COV 2 MICRO
Tener en cuenta en esta etapa que a los 15-20 ul de componentes de mezcla para la

reaccion (buffers, agua de BM, primers, controlendégeno, enzimasTaq
polimerasa, enzima reversotranscriptasa y oligonucleétidos) se les adiciona por cada

reaccion, 5-10 pl del material genético extraido.

OPERACIONES PRELIMINARES
e Confeccionar los protocolos de mezcla para el calculo de los volimenes
empleados en Master Mix correspondiente.

e Utilizar los medios de proteccion personal o EPP especificos con los que cuenta
la seccion como sobrebata, gorro, guantes nuevos no reutilizables sin talco solo
para uso en la seccion Master Mix.

e Limpiar las superficies de trabajo, el Work Station, las pipetas y gradillas con
solucion ADN/ARN away o en su defecto alcohol al 90%; siempre con gasa estéril
y no con algodén.

e Atemperar los reactivos con que dispone la Master Mix o las alicuotas a utilizar.
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e Aplicar luz ultravioleta al Work Station antes de comenzar el trabajo y al finalizar.

PROCEDIMIENTO

e Disponer las gradillas con el numero de viales de 0,2 ml o 0,1 ml
correspondientes al nimero de muestras a procesar, dentro del Work Station.

e Reconstituir los reactivos liofilizados con buffers de reconstitucion en caso de
utilizar dichos kits (STAT NAT SARS COV 2 MICRO de Sentinel).

e Reconstituir los controles también.

e Preparacion de la mezcla de la reaccion de PCR segun el protocolo del kit
diagnoéstico que se vaya a desarrollar para el nUmero de muestras a analizar y
para los controles de la reaccion. Para ello dispensar los reactivos o0 componentes
de la Master Mix en cada vial de reaccion de PCR de mayor a menor volumen;
siempre con pipetas graduadas limpias libres de DNA/RNAsas y utilizar puntas
con filtro también libres de DNA/RNAsas; segun la formula correspondiente que
aparece en el insert del kit, hasta completar volumen de (15-20) yl por muestra.

e Nunca manipular acido nucleico en esta seccion

e Nunca transportar los viales con la mezcla para la reaccion por fuera del
laboratorio; deben situarse en la placa de camara fria a través del transfer y
trasladarlos hacia la seccion de amplificacion de acidos nucleicos.

PROCESO DE AMPLIFICACION Y DETECCION

OPERACIONES PRELIMINARES

e Preparar la superficie de trabajo

e EPP: guantes nuevos

¢ Rotular los viales en correspondencia con los numeros y cédigo de las muestras y
controles

PROCEDIMIENTO
Equipo termociclador Rotor Gene Q:

* Afadir el acido nucleico extraido de cada muestra y los controles al
correspondiente vial con la mezcla de la reaccion

» Preparar el equipo de amplificacién: Rotor-Gene Q: Encender laptop--- luego
encender el Rotor Gene ---- por ultimo, encender el Software.

* Colocar el 36-Well Rotor de color rojo o el 72-Well Rotor de color azul (segun el
namero de muestras a analizar) en el Rotor gene

+ Configuracién del protocolo diagnéstico que se desarrollara o seleccion de la
plantilla del mismo si ya estad configurado (ver mas adelante Programacion del
termociclador)

» Caodificacion de las muestras en la corrida

* Interpretacion de los resultados
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* Retirar los viales de la reaccion
» Cerrar Software --- Apagar el Rotor Gene --- Apagar laptop

Equipo termociclador SLAN-YGP:

e Encender el Equipo y después la Laptop.
e Abrir el Software (SLAN Real time PCR System 8.2.2)
e Abrir el boton Experiment Wizard.
e Se activa boton Setup y se completa con los siguientes datos:
« Experiment name: Se completa con el dia y la hora si no se completa
por defecto.
« Experiment Type: Qualitative Absolute
» Seleccione los bloques a procesar. Bloque A- Bloque B
« Se activa el boton Plate:
» Para seleccionar la placa completa (2 bloques) se para el cursor en el
cuadro en blanco de la esquina superior izquierda.
« Sise van a seleccionar casillas independientes mantener presionado el
boton control y marcar el nUmero de columnas segun el nimero de
muestras.

« Para desmarcarse colocar el cursor en la posicion Al.
+ En esta ventana se pueden editar las muestras: Control positivo, control
negativo y numerar cada una de las muestras.
» Hacia laizquierda estan las columnas y hacia la derecha esta la ventana
de edicidon de muestras.
e La edicion de las muestras también se puede realizar en la ventana que activa el
boton Sample.
e Seinicia la corrida en el botén Run.
e Ante de presionar el botén Star, ir a la barra plegable que se encuentra en la
esquina inferior derecha y seleccionar la opcion Row, lo que activa los colores
para cada muestra.

* Luego se presiona el botdn Star.
Para crear un protocolo nuevo:

» Activar Proyect / crear/ poner nombre del reactivo o determinacién a utilizar.
» Seleccionar los canales

* Nombrar el gen o target a detectar en cada canal Ej. Gen E 0 Gen RdRp

* IraProgramy programar el ciclaje. Guardar.

Programacion del termociclador o ciclaje, lectura de canales e informe de
resultados del ensayo RIDA®GENE SARS-CoV-2.



CPHEA, CcoODIGO: PNO-LBM 01- 01

(XY Procedimiento N.° 3 EDICION:15% JULI02020
of PAGINA 13 DE 13

DIAGNOSTICO DE SARS-COV-2 (UTILIZANDO KITS COMERCIALES DE RIDA GENE Y

SENTINEL)
Pasos Tiempo | Temperatura Ciclos
Hold 58°C 10 min 1"
Hold 95°C 1 min 1™
Desnaturalizaciéon 95°C 15 seg 45
Hibridacion™ 60°C 30 seg 45

* Transcripcién inversa

“activacion de la ADN polimerasa

"*adquisicion de canales: Green (FAM) ---- Gen E
Yellow (JOE) ---- C. Interno

Lectura de canal.

Gen E: Canal Green (excitacion 470 nm, deteccién 510 nm): dado que la
sonda es marcada con el fluorescente FAM permite detectar SARS-CoV-2.
Gen del Control interno: Canal Yellow (excitacion 540 nm, deteccion 580 nm):
dado que la sonda es marcada con el fluorescente JOE permite detectar ADN
humano (control interno).

Informe de resultados.

Muestra positiva: Valor de Ct<35 y curva de amplificacién con morfologia
sigmoidal caracteristica, se reportard como SARS-CoV-2 (Gen E).

Muestras negativas: Valor de Ct>35 o no amplificacion detectada (Gen E) y
un Ct del Control interno menor o igual a 35 y con curva de amplificacion
sigmoidal caracteristica.

Aquellas muestras que tengan valor del Control interno mayor a 35 0 no
detectable se debera volver a realizar el proceso de extraccion y RT-PCR; si la
muestra aun asi no presenta curva de amplificacibn en ningin canal, esta
debera ser rechazada como muestra insuficiente y poner en observaciones:
muestra no cuenta con la cantidad de células necesarias en la reaccion de
RT-PCR para la detecciéon de SARS-CoV-2, se recomienda una nueva toma
de muestra.

El analista registra los datos en el protocolo de corrida, anotando en el canal
de lectura correspondiente los valores de Ct de los controles internos y de las
muestras que resultaron confirmadas.

Este registro es revisado por el profesional responsable de la seccion. Se
entrega al analista para el ingreso en el sistema informéatico.
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Programacion del termociclador o ciclaje, lectura de canales e informe de
resultados del ensayo STAT NAT SARS-COV-2 MICRO de Sentinel.

Pasos Tiempo | Temperatura | Ciclos
Hold 50°C 10 min 1
Hold 95°C 2 min 1"
Desnaturalizacion 95°C 15 seg

Hibridacion 58°C 30 seg 10
Desnaturalizacion 95°C 15 seg 35
Hibridacion™ 58°C 30 seg

* Transcripcion inversa

"activacion de la ADN polimerasa
"*adquisicion de canales: Green (FAM) ---- N
Yellow (HEX/VIC) ----Gen RdRp

Orange (Texas) ----Gen E

Red (Cy5) ----C. Interno

Lectura de canal.

Gen N: Canal Green (excitacién 470 nm, deteccion 510 nm): dado que la sonda
es marcada con el fluorescente FAM permite detectar SARS-CoV-2.

Gen RdRp: Canal Yellow (excitacion 533 nm, deteccion 580 nm): dado que la
sonda es marcada con el fluorescente HEX/VIC permite detectar el gen RdRp que
codifica para la RdRp.

Gen E: Canal Orange (excitacion 585 nm, deteccion 610 nm): dado que la sonda
es marcada con el fluorescente TEXAS permite detectar el gen E que codifica
para la proteina E de la envoltura viral.

Gen del Control interno: Canal Red (excitacion 610 nm, deteccién 670 nm): dado
gue la sonda es marcada con el fluorescente Cy5 permite detectar ADN humano
(control interno)

Informe de resultados.

* Muestra positiva: Valor de Ct<33 y curva de amplificacién con morfologia
sigmoidal caracteristica, se reportard como SARS-CoV-2 (Gen N, RdRp o E).

* Muestras negativas: Valor de Ct>33 o no amplificacion detectada (Gen N,
RAdRp o E) y un Ct del Control interno menor o igual a 30 y con curva de
amplificacion sigmoidal caracteristica.

* Aguellas muestras que tengan valor del Control interno mayor a 30 0 no
detectable se debera volver a realizar el proceso de extraccion y RT-PCR; si la
muestra aun asi no presenta curva de amplificacion en ningun canal, esta

» debera ser rechazada como muestra insuficiente y poner en observaciones:
muestra no cuenta con la cantidad de células necesarias en la reaccién de
RT-PCR para la deteccion de SARS-CoV-2, se recomienda una nueva toma
de muestra.
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+ El analista registra los datos en el protocolo de corrida, anotando en el canal
de lectura correspondiente los valores de Ct de los controles internos y de las
muestras que resultaron confirmadas.

» Este registro es revisado por el profesional responsable de la seccion. Se
entrega al analista para el ingreso en el sistema informatico.

REGISTRO DE DATOS

El proceso de extraccion de las muestras de exudado nasofaringeo se inscribe en
registros Work Sheet manuscritos y electrénicos.

Se dispone de los protocolos de corridas donde se plasman los resultados.

La entrada de las muestras de exudado nasofaringeo y la emision de sus resultados
se inscribe en registros electrénicos o bases de datos.

REFERENCIAS

Laboratory Biosafety Guidance Related to the Novel Coronavirus (2019-
nCoV)- Interim Guidance. 2020. Available online:
https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-quidance-

related-tocoronavirus-disease-2019-(covid-19)(accessed on 8 June 2020)

Protocolos de los kits de Master Mix proporcionados por las diferentes
casas comerciales (Sentinell, RIDA, etc).

QIAcube® HT User Manual. June 2013

QIAamp® 96 Virus QIAcube® HT Handbook. February 2015

Rotor-Gene® Q User Manual. Version 2. February 2012

Work Sheet para extraccion. QIAcube Modelo LBM 01.

Equipo:
Fecha:
Reactivo:
Lote:
Nro Corrida:

Caddigo de la muestra Caodigo de la muestra
1 7
2 8
3 9
4 10
5 11
6 12

Work Sheet para extraccion. QIAcube HT/Auto-Pure 96. Modelo LBM 02.



https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-tocoronavirus-disease-2019-(covid-19)(accessed
https://www.who.int/publications/i/item/laboratory-biosafety-guidance-related-tocoronavirus-disease-2019-(covid-19)(accessed

CPHEL,

Procedimiento N.° 3

CcoODIGO: PNO-LBM 01- 01

EDICION:15** JuLi02020

PAGINA 16 DE 16

DIAGNOSTICO DE SARS-COV-2 (UTILIZANDO KITS COMERCIALES DE RIDA GENE Y

SENTINEL)
Equipo: Fecha:
Reactivo: Lote:
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

Calculo de solucién buffer AVL (Buffer lisis) y Carrier para extraccion por QlAcube.

Nro. de | Buffer AVL | Carrier ARN
muestras (ml) y AVE (uL)
1 0,56 5,6

2 1,12 11,2

3 1,68 16,8

4 2,24 22,4

5 2,80 28,0

6 3,36 33,6

7 3,92 39,2

8 4,48 44,8

9 5,04 50,4

10 5,60 56,0

11 6,16 61,6

12 6,72 67,2
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Registro de protocolo de preparacion de mezcla para el calculo de los volimenes
empleados en Master Mix (RIDA GENE SARS CoV 2)

SARS CoV 2 RIDA GENE SARS CoV 2
Fecha: Corrida Nro:
Volumen
Master-Mix por
Componentes reaccion | # Muestras | Unidades
X
Reaction Mix 19,3 19,3*X pl
Tag- Polymerase 0,7 0,7*X ul
Internal Control 1 X pl
TOTAL 21 21*X ul
| CALCULO |
Muestras
C. Positivo 1
NTC 1
CInterno 1
M Extra 1
TOTAL X
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Registro de protocolo de preparacion de mezcla para el calculo de los volumenes
empleados en Master Mix (STAT-NAT SARS-COV-2 MICRO)

SARS CoV 2 STAT-NAT SARS-COV-2 MICRO
Fecha: Corrida Nro:
Master Mix #
Componentes Volumen Muestras Unidades
por
reaccion
X
Stat-Nat Master mix* 15 15*X ul
TOTAL 15 15*X ul
CALCULO
Muestras
C. Positivo 1
NTC 1
M Extra 1
TOTAL X

Protocolo de corrida para 72 muestras por Rotor Gene Q.

Nro Corrida:

Fecha:

No | Cédigo |Green |Yellow | Orange | Red No Cadigo Green |Yellow |Orange| Red
1 36
2 37
3 38
4 39
5 40
6 41
7 42
8 43
9 44
10 45
11 46
12 47
13 48
14 50
15 51
16 52
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17 53
18 54
19 55
20 56
21 57
22 58
23 59
24 60
25 61
26 62
27 63
28 64
29 65
30 66
31 67
32 69
33 70
34 C. Positivo
35 C. Negativo

Protocolo de corrida para 96 muestras por Rotor Gene Q y SLAN-YGP.

Nro Corrida:

Fecha:

No | Cédigo |Green |Yellow | Orange | Red No Cédigo Green |Yellow |Orange| Red
1 49
2 50
3 51
4 52
5 53
6 54
7 55
8 56
9 57
10 58
11 59
12 60
13 61
14 62
15 63
16 64
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17 65
18 66
19 67
20 68
21 69
22 70
23 71
24 72
25 73
26 74
27 75
28 76
29 77
30 78
31 79
32 80
33 81
34 82
35 83
36 84
37 85
38 86
39 87
40 88
41 89
42 90
43 91
44 92
45 93
46 94
47 C. Positivo
48 C. Negativo
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Registro electronico de entrada y salida (base de datos de Excel) de muestras de
exudado nasofaringeo para el diagnéstico de SARS CoV 2.

Nombre Carnet Area
Cddigo y Edad | Sexo de Direccién| de | Municipio| Provincia
Apellidos identidad salud
. Pais de F.l F. toma Tipo de . Fecha de
Condicién . . de Procedencia| Resultado | Ct
procedencia | sintomas muestra muestra resultado

HISTORIAL DEL PROCEDIMIENTO

Se debe utilizar la ultima version de

reciente de revision.

este PNO, el cual coincidird con la fecha mas

Nombres y apellidos Cargo Firma | Fecha Cuio
Maria de Lourdes ,
E(I)a:porado Sanchez Alvarez J" LBM del CPHEM
por: Dr. Edenis Garcia Alvarez | Médico especialista
Revisado | Lic. Hilda D. Roque de Resp. Normalizacion
por: Escobar Martin MSc. P 1/03/2022
S\grr.obado Dr. Neil Reyes Miranda Director




Anexo 5 Diagrama de recorrido en la recepciéon de las muestras clinicas para el
diagnéstico de SARS-CoV-2

El diagrama de recorrido, llamado también de hilo o de espagueti, es una forma
grafica y sencilla de expresar las modificaciones resultantes de una reorganizacion
de la secuencia que debe recorrer una muestra en un laboratorio.

Para ello es necesario un esquema o croquis del area del laboratorio con la
disposicion del equipamiento en cada seccion.

Si el resultado es un recorrido mas racional y libre de riesgos potenciales de
contaminacion, rotura, confusion o pérdida de la misma, se traza la secuencia en la
situacion anterior y se compara con la propuesta o situacion actual, se recomienda
que la comparacién se efectie como aval al resultado de una reorganizacion en un
espacio fisico dado.

Diagrama de hilo y espaguetis:
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Anexo 6. Modelo de envio de muestras clinicas para el control de calidad del diagnostico de SARS-CoV-2

Nro

Cddig
0

Sintom
as

Resultado
Gen E

Ct

Resultado
confirmatorio RARp

Ct

Kit de
PCR

Fecha de toma
de muestra

Resultado
IPK

Ct




Anexo 7.Modelo de recogida de datos sobre casos confirmados en el LBM-
VC.

Caddigo. Fecha confirmado: / /

Datos Generales

Edad. Sexo.

Presencia de sintomas.

Si_ No__

Cuéles.

Fiebre_ Tos___ Rinorrea__ Odinofagia__ Malestar general  Cefalea

Disnea Anorexia Nauseas Vomitos Pérdida del gusto y el olfato
Diarreas

Comorbilidades.

Si_ No_

Cuales.

Asma bronquial___ Hipertension arterial _ Diabetes mellitus__ Cardiopatia____
Insuficiencia cardiaca__ Obesidad _ Enfermedad pulmonar obstructiva
cronica____ Alcoholismo__ Tabaquismo__ Neoplasia___ Insuficiencia renal
cronica__

Clasificacion clinica.

Leve  Moderado  Grave __  Critico
Fallecidos.

Si__ No

Municipio.




Plataforma de extraccion.
QIAcube de 12

QIAcube HT

Auto Pure 96 A

Plataforma de amplificacion.
Rotor Gene Q

SLAN YGP



Anexo 8. Modelo de recogida de datos sobre muestras secuenciadas en LNR-
IVR-IPK.

Caddigo. Fecha: / /
Clasificacion clinica.

Leve  Moderado  Grave___ Critico_
Fallecidos.

Si__ No

Valor de Ciclo umbral.

Variante genética.
e Variante D614G__
e Variante britanica, Alpha, B.1.1.7_
e Variante sudafricana, Beta, B.1.351
e Variante india Delta, B.1.627__
e Variante botsuanaOmicron B.1.1.529 y subvariantes
(BA.2, BA.5, BQ.1, XBB.1,XBB.1.15, XBB.1.16, JN1)
e Otras variantes
Mutaciones con efectos bioldégicos potenciales.
D614G__ N501Y__ P681H  E484K__ L452R__ T478K__
K417N__ N440K__ .



Anexo 9. Secuencias gendmicas de SARS-CoV-2 de Villa Clara disponibles
GISAID.

EPI_ISL_19507725, EPI_ISL_19266839, EPI_ISL_18989904, EPI_ISL_18759956,
EPI_ISL_18759952,
EPL_ISL_18759951,EP|_ISL_18759950,EPI_ISL_18759949,EP|_ISL_18759941,
EPI_ISL_18759940, EPI_ISL_18759938,EPL_ISL_18759937, EPI_ISL_18759926,
EPI_ISL_18759899,EPI_ISL_18759898, EPI_ISL_18759897,EPI_ISL_18759896, EPI
ISL 18759889, EPI ISL 18759888, EPI ISL 18759887,EP|_ISL_18759885, EPI ISL
18759884, EP|_ISL_16705716,EPI_ISL_16705715,EPI_ISL_16705714,
EPI_ISL_16705680, EPI_ISL_14926007, EPI_ISL_14926006, EPI_ISL_14926005,
EPI_ISL_14925957, EPI_ISL_14925956, EPI_ISL_14925955 EP|_ISL_14925954,
EPI_ISL_14925870, EPI_ISL_13145681, EPI_ISL_13145655, EPI_ISL_13145654,
EPI ISL_13145653, EPI_ISL_13145652,EP|_ISL_13145630,EPI_ISL_13145612,
EPI_ISL_13145611, EPI_ISL_13145610, EP|_ISL_13145609, EP|_ISL_13145608,
EPI_ISL_13145607, EPI_ISL_13145606, EP|_ISL_13145605,EPI_ISL_13145604,
EPI_ISL_13145603, EPI_ISL_13145229, EP|_ISL_13145217, EP|_ISL_13145124,
EPI_ISL_13145123, EPI_ISL_13145122, EPI_ISL_13145121,EP|_ISL_13145120,
EPI_ISL_13145119, EPI_ISL_9034551, EP|_ISL_7883668, EPI_ISL_4396816,
EPI_ISL_4396797, EPI_ISL_4396796, EP|_ISL_4396785,
EPI_ISL_4396794,EPI_ISL_4396793, EPI_ISL_4296211, EPI_ISL_4296210,
EPI_ISL_4296209, EPI_ISL_4296208, EPI_ISL_4296207, EPI_ISL_4296206,
EPI_ISL_4250386, EPI_ISL_4259385,EP|_ISL_4259384, EPI_ISL_4259383,
EPI_ISL_4259382, EPI_ISL_4259381, EPI_ISL_4259380, EPI_ISL_4259379,
EPI_ISL_1965249, EPI_ISL_1965245,EP|_ISL_1965244,EP|_ISL_1965243,
EPI_ISL_1965242, EPI_ISL_1965241, EPI ISL_1893469, EPI|_ISL_1893366,
EPI_ISL_402124.

EPI_ISL_19507725, EPI_ISL_19266839, EP|_ISL_18989904, EP|_ISL_18759956,
EPI_ISL_18759952,
EPL_ISL_18759951,EPI_ISL_18759950,EP|_ISL_18759949,EPI_ISL_18759941,
EPI_ISL_18759940, EPI_ISL_18759938,EPL_ISL 18759937, EPI_ISL 18759926,
EPI_ISL_18759899,EP|_ISL_18759898, EP|_ISL_18759897,EPI_ISL_18759896, EPI
ISL 18759889, EPI ISL 18759888, EPI ISL 18759887,EP|_ISL_18759885, EPI ISL
18759884, EPI_ISL_16705716,EPI_ISL_16705715,EPI_ISL_16705714,
EPI_ISL_16705680, EPI_ISL_14926007, EPI_ISL_14926006, EP|_ISL_14926005,
EPI_ISL_14925957, EPI_ISL_14925956, EP|_ISL_14925955,EPI_ISL_14925954,
EPI_ISL_14925870, EPI_ISL_13145681, EP|_ISL_13145655, EP|_ISL_13145654,
EPI ISL_13145653, EPI_ISL_13145652,EPI_ISL_13145630,EPI_ISL_13145612,
EPI_ISL_13145611, EPI_ISL_ 13145610, EPI_ISL_13145609, EPI_ISL 13145608,



EPI_ISL_13145607, EPI_ISL_13145606, EP|_ISL_13145605,EPI_ISL_13145604,
EPI_ISL_13145603, EPI_ISL_13145229, EP|_ISL_13145217, EP|_ISL_13145124,
EPI_ISL_13145123, EPI_ISL_13145122, EP|_ISL_13145121,EPI_ISL_13145120,
EPI_ISL_13145119, EPI_ISL_9034551, EP|_ISL_7883668, EPI_ISL_4396816,
EPI_ISL_4396797, EPI_ISL_4396796, EPI_ISL_4396785,
EPI_ISL_4396794,EPI_ISL_4396793, EPI_ISL_4296211, EPI_ISL_4296210,
EPI_ISL_4296209, EPI_ISL_4296208, EPI_ISL_4296207, EPI_ISL_4296206,
EPI_ISL_4250386, EPI_ISL_4259385,EP|_ISL_4259384, EP|_ISL_4259383,
EPI_ISL_4259382, EPI_ISL_4259381, EPI_ISL_4259380, EPI_ISL_4259379,
EPI_ISL_1965249, EPI_ISL_1965245,EP|_ISL_1965244,EP|_ISL_1965243,
EPI_ISL_1965242, EPI_ISL_1965241, EPI ISL_1893469, EPI_ISL_1893366,
EPI_ISL_402124.

Anexo 10. Analisis de conglomerados bietapicos en dos fases

% de
combinado

% del total

Cluster

Total

1
2
3
Combinado

30
49
27
106
106

28,3%
46,2%
25,5%
100,0%

28,3%
46,2%
25,5%
100,0%
100,0%

D614G

Frecuencia

Porcentaje

Frecuencia

Porcentaje

Cluster

1
2
3

Combinado

3
0
0
3

100,0%
0,0%
0,0%

100,0%

27
49
27
103

26,2%
47,6%
26,2%
100,0%

N501Y

Frecuencia

Porcentaje

Frecuencia

Porcentaje

Cluster

1
2
3

Combinado

20

0
16
36

55,6%
0,0%
44,4%
100,0%

10
49
11
70

14,3%
70,0%
15,7%
100,0%




P681H

1
Frecuencia Porcentaje Frecuencia | Porcentaje
Claster 1 29 69,0% 1 1,6%
2 2 4,8% 47 73,4%
3 11 26,2% 16 25,0%
Combinado 42 100,0% 64 100,0%
E484K
1
Frecuencia Porcentaje Frecuencia | Porcentaje
Cluster 1 23 23,2% 7
2 49 49,5% 0 0,0%
3 27 27,3% 0 0,0%
Combinado 99 100,0% 7 100,0%
L452R
1
Frecuencia Porcentaje Frecuencia | Porcentaje
Claster 1 29 37,2% 1 3,6%
2 49 62,8% 0 0,0%
3 0 0,0% 27 _l
Combinado 78 100,0% 28 100,0%
T478K
1
Frecuencia Porcentaje Frecuencia | Porcentaje
Cluster 1 29 78,4% 1 1,4%
2 8 21,6% 41 59,4%
3 0 0,0% 27 39,1%
Combinado 37 100,0% 69 100,0%




K471N

0
Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje
Cluster 1 23 23.2% 7
2 49 49,5% 0 0,0%
3 27 27,3% 0 0,0%
Combinado 99 100,0% 7 100,0%
N440K
0
Frecuencia | Porcentaje | Frecuencia | Porcentaje
Claster 1 30 42,9% 0 0,0%
2 20 28,6% 29 80,6%
3 20 28,6% 7 19,4%
Combinado 70 100,0% 36 100,0%
Resumen del
modelo
Algoritmo Dos fases
Entradas 11
Agrupaciones 3
Calidad de clusteres
Pobres Buenos
T T T
-1,0 05 0,0 0,5 1,0

Medida de silueta de la cohesidn y separacion




Anexo 11. Aval del comité de ética de la instituciéon

G?Ki;" CENTRO PROVINCIAL DE HIGIENE
\-‘* " EPIDEMIOLOGIA Y MICROBIOLOGIA DE VILLA CLARA

Ministerio de Salud Publica

COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

PROTOCOLO DE INVESTIGACION DE CEI-CPHEMVC 01-22

Diagnéstico molecular del SARS-CoV-2 en el enfrentamiento a la pandemia en
Villa Clara. Marzo 2020-mayo 2023

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Dra. M.Sc. Maria de Lourdes Sanchez Alvarez

Después de realizada la valoracion y andlisis correspondiente al presente proyecto por los integrantes
del Comité de Etica de la institucion siguiendo las guias internacionales emitimos el siguiente

DICTAMEN
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Anexo 12 Tablas y figuras

Plataformas utilizadasen la extraccién de acidos nucleicos de los casos
confirmados por afios

Plataforma Afos Total

de 2020 2021 2022 2023

extraccion NO % NO % NO % NO % NO %

QIA cube 24 4,35 0 0,00 0 0,00 0 0,00 24 0,04

Auto Pure-32 40 7,25 0 0,00 0 0,00 0 0,00 40 0,07

QIA cube HT 294 5326 1222 236 236 304 23 2000 1775 2,95

Auto Pure-96 194 3514 50488 97,64 7528 96,96 92 80,00 58302 96,94

Total 552 100 51710 100 7764 100 115 100 60141 100

Fuente: Registro de casos confirmados.

Plataformasutilizadas en la amplificacién de los acidos nucleicos delos casos

confirmados2020-2023

Plataformas Afios Total

de 2020 2021 2022 2023
amplificacién No° Ne° % No© % N©° % N©° %
g?:gg\f”e Q 354 6413 47712 9227 7153 9213 36 31,30 55255 9188
SLAN-YGP 198 3587 3998 7,73 611 7,87 79 6870 4886 812
Total 552 100 51710 100 7764 100 115 100 60141 100

Fuente: Registro de casos confirmados.

Edad y sexo de casos confirmados de la COVID-19 en el LBM-CPHEM de Villa

Clara

Variables Categorias Numero (N=60141) %
<19 afios 11367 18,90

Edad 219 a 60 afos 36803 61,19
>60 afios 11971 19,90
Masculino 28299 47,05

Sexo )
Femenino 31842 52,95

*Porcentaje calculado con relacion a N



Sintomas descritos en casos confirmados de COVID-19 en el LBM-CPHEM de
Villa Clara

Sintomas Numero (N=60141) %

Fiebre 31643 52,61
Tos 28493 47,38
Rinorrea 20166 33,53
Pérdida del gusto 8680 14,43
Malestar general 8413 13,99
Odinofagia 7859 13,07
Anorexia 7794 12,96
Pérdida de olfato 7610 12,65
Disnea 6085 10,12
Cefalea 5493 9,13
Nauseas 4570 7,60
Vémitos 986 1,64
Diarreas 853 1,42

*Porcentaje calculado con relacion a N
Fuente: Registro de casos confirmados.

Comorbilidades en casos confirmados de la COVID-19 en el LBM-CPHEM de
Villa Clara

Comorbilidades Numero (N=60141) %

Hipertension arterial 1484 2,47
Diabetes Mellitus 1414 2,35
Asma Bronquial 299 0,50
Cardiopatia isquémica 170 0,28
EPOC 52 0,09
Obesidad 30 0,08
Neoplasia 31 0,05
Insuficiencia cardiaca 23 0,04
Gestacion 21 0,03
IRC 18 0,03
Tabaquismo 10 0,02
Alcoholismo 9 0,01

*Porcentaje calculado con relacién a N
Fuente: Registro de casos confirmados.



