UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

FORTALECIMIENTO DE LA RED NACIONAL DE
LABORATORIOS QUE REALIZAN DETECCION DE
SARS-COV-2 POR PCR A TRAVES DEL
DESARROLLO DE HERRAMIENTAS
METROLOGICAS PARA EL ASEGURAMIENTO DE
LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS DE
MEDICION

Sergio Davila Gonzalez

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de ciencias, Departamento de quimica
Bogota D.C., Colombia
2022






FORTALECIMIENTO DE LA RED NACIONAL DE
LABORATORIOS QUE REALIZAN DETECCION DE
SARS-COV-2 POR PCR A TRAVES DEL DESARROLLO
DE HERRAMIENTAS METROLOGICAS PARA EL
ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LOS
RESULTADOS DE MEDICION

Sergio Davila Gonzalez

Tesis o trabajo de investigacion presentada(o) como requisito parcial para optar al titulo de:

Maestria en ciencias Bioquimica

Director (a):
Ph.D. Quimico Carlos Yesid Soto Ospina

Profesor Titular, Departamento de Quimica

Codirector (a):

MSc. Bioquimica John Emerson Leguizamén Guerrero

Linea de Investigacion:
Metrologia en bioanalisis

Grupo de Investigacion:

Grupo de Investigacion en Metrologia Quimica y Bioanalisis (GIMQB)

Bioquimica y Biologia Molecular de las Microbacterias (BBMM)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Departamento de quimica
Bogota D.C., Colombia
2022






Para mis Padres, mi Hermanita, a Majito € y

con mucho carifio para Pedrito.

El trabajo que nunca comienza es el que mas
tarda en terminarse.
J.R.R Tolkien






Declaracién de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al respeto de
los derechos de autor. Esta disertacién representa mi trabajo original, excepto donde he

reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he realizado su
respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y referencias

bibliograficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de autor

(por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de texto).

Por altimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida por

la universidad.

jﬂ@ﬁw

Sergio Luis Davila Gonzalez

Fecha 30/01/2022



Agradecimientos

Este documento lleva el amor que siento por la ciencia, el valor de la investigacion y la
importancia del trabajo en equipo. Aunque nada de esto seria posible sin el apoyo de
incondicional de mi familia por ser una guia y una fuente de amor, mi pareja Majito por ser
incondicional, una enorme fuente de motivacién e inspiracién y sobre todo amor. Mis amigos de
infancia por darme confianza en este proceso y hacer todo mas facil y Jhon E. por la enorme

confianza que ha tenido en mi.
Este documento va dedicado a ustedes.

En primer lugar, quiero agredecer a mis directores: Carlos Yesid Soto por abrirme las puertas a
la investigacion, confiar en mi y apoyarme en este camino. A John Emerson Leguizamon por ser

mi mentor, una fuente de admiracién, por su paciencia y por su amistad.

Un especial agradecimiento a la Universidad Nacional de Colombia por ser mi hogar por tantos
afos, brindarme la oportunidad de comenzar este proceso y las herramientas para finalizar esta

etapa.

Infinitas gracias al Instituto Nacional de Metrologia por el gran apoyo para el desarrollo de este
proyecto, a Diego Ahumada por abrirme las puertas al INM y darme la oportunidad de construir

pais desde la ciencia.

Gracias al Grupo de Metrologia en Bioanalisis, por todas la enzefianzas y apoyo en todo este
proceso, especialmente a Maria Mercedes Arias, Andres Felipe Leon y Claudia Tere. Por sus

consejos y la ayuda que me brindarén en cada momento.

Gracias al Instituto Nacional de Salud por ser parte de este proyecto, brindar insumos y apoyo
en todo el proceso de la actividad, a la organizacién de Naciones Unidas para el desarrollo
industrial ONUDI a través del programa global de calidad y normas (GQSP) por toda su
colaboracion para llevar a cabo las actividad del Ensayo de Aptitud de SARS CoV-2y al Grupo
Técnico Tematico de Bioanalisis de la Red Colombiana de Metrologia, por todo el apoyo para

la gestion del taller de transferencia.



A los Institutos de Metrologia: National Institute of Standards and Technology y al Joint Reseach

Center por donar los Materiales de Referencia empelados en este trabajo.

Finalmente, a todos los que participaron de cualquier forma en este trabajo.

Sergio

2023-01-24






Resumen Xl

Resumen

El virus SARS CoV-2 es el agente etiolégico patégeno causante de la enfermedad COVID-19, la
que tuvo un rapido surgimiento de nuevos casos alrededor del mundo ocasionando la declaracién
de pandemia por parte de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Hasta la fecha, se han
reportado alrededor de 664.9 millones de casos de COVID-19 alrededor del mundo y 6.7 millones
de muertes por esta enfermedad; En este sentido, la deteccién de nuevos casos es una de las
herramientas mas utilizadas para hacer seguimiento al avance de la pandemia. A pesar de la
existencia de varias estrategias para la deteccién del virus causante de la enfermedad, en la
actualidad por su alta sensibilidad y facil implementacion, el método de referencia es la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). En Colombia se
conformé la red nacional de laboratorios para la deteccién del virus SARS-CoV-2, coordinada
por el Instituto Nacional de Salud (INS), como un mecanismo para ampliar la capacidad de

deteccion de casos positivos a nivel nacional.

Con el objetivo de fortalecer ésta red nacional de laboratorios, el INS, en convenio con el
Instituto Nacional de Metrologia (INM), y con el apoyo de la cooperacién internacional,
desarrollaron un conjunto de herramientas para apoyar las actividades de aseguramiento de la
calidad de los resultados de medicién que llevan a cabo cada uno de los laboratorios de esta
red; en particular se desarrollaron dos materiales de referencia (MR) a nivel de ARN en solucién.
Estos fueron caracterizados por PCR en tiempo real y PCR digital, ambas con retrotranscripcién
(RT), los cuales demostraron ser lo suficientemente homogéneos y estables para ser empleados
como Item de Ensayo de Aptitud (IEA), asi como Control Positivo en un Ensayo de Aptitud
(EA) para la deteccién de SARS CoV-2 por técnicas basadas en PCR, y un taller de transferencia

técnica, respectivamente.



El desarrollo y ejecucion de estas actividad permitié identificar posibles debilidades metrolégicas
de los laboratorios en la deteccién de secuencias de SARS-CoV-2 por RT-PCR y mejorara la

calidad de las mediciones desde la perspectiva de la vigilancia de salud pablica.

Palabras clave: Virus SARS CoV-2, Ensayo de Aptitud, Material de Referencia, Validacion de
métodos, RT-ddPCR
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Abstract

STRENGTHENING OF THE NATIONAL NETWORK OF LABORATORIES THAT
PERFORM SARS-COV-2 DETECTION BY PCR THROUGH THE DEVELOPMENT OF
METROLOGICAL TOOLS TO ENSURE THE QUALITY OF MEASUREMENT RESULTS

The SARS CoV-2 virus is the pathogen that causes the disease COVID-19, the rapid emergence
of new cases around the world led to the declaration of a pandemic by the WHO. Around 664.9
million cases have been reported around the world and 6.7 million deaths, so the detection of
new cases is one of the most used tools to monitor the progress of the pandemic. Despite the
existence of several strategies for the detection of the virus that causes the disease, currently
the reference method is the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique due to its high
sensitivity and easy implementation. In Colombia, the national network of laboratories for the
detection of the SARS-CoV-2 virus was formed, coordinated by the National Institute of Health,
as a mechanism to expand the detection of positive cases nationwide.

With the objective of strengthening this national network of laboratories, the INS, in agreement
with the National Institute of Metrology INM, as well as with the support of international
cooperation, developed a set of tools to support the quality assurance activities of the
measurement results carried out by each of the laboratories of this network; in particular, two
reference materials (RM) were developed at the level of RNA in solution. These were
characterized by real-time PCR and digital PCR, both with reverse transcription (RT), which
proved to be sufficiently homogeneous and stable to be used as a Proficiency Test Item (IEA),
as well as a Positive Control in a Proficiency Assay. (EA) for virus detection by PCR-based
techniques, and a technical transfer workshop, respectively.

The development and execution of these activities made it possible to identify possible

metrological weaknesses of the laboratories in the detection of SARS-CoV-2 sequences by RT-



PCR and will improve the quality of the measurements from the perspective of public health

surveillance.

Keywords: SARS-CoV-2 virus, Proficiency test, Reference material, Method Validation, RT-

ddPCR
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Introduccién

El virus SARS-CoV-2, es el coronavirus descubierto mas recientemente con gran impacto, es el
causante de la enfermedad COVID-19, cuya presencia gener6 la declaraciéon de pandemia, el 11
de marzo de 2020, por parte de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)[1]. El brote de la
enfermedad comenzé en China a fines de diciembre de 2019, y su origen todavia no es
completamente claro, aunque una transmisién del tipo zoonético es la teoria con mayor apoyo

cientifico[2].

A la fecha se han dado 241.411.380 casos y 4.912.112 muertes confirmadas en todo el mundo.
En Colombia se han presentado 6,307,372 casos confirmados y 141,794 muertes asociadas a la
enfermedad[3], lo que corresponde a la posicién namero 21 dentro de los paises mayormente
afectados por la pandemia. Debido a esto es considerada una de las enfermedades de mayor

escala e impacto a nivel global de los Gltimos 50 afios.

Debido a las caracteristicas del SARS CoV-2 el cual resulto ser altamente transmisible por su
forma de propagacién aérea, la alta variabilidad genética de su proteina espiga (que juega un
papel clave en el reconocimiento del receptor de huésped) y el proceso de fusién de su membrana
celular, han producido a la identificacion de un namero considerable de variantes asociadas a
linajes conocidos del virus, las que evolucionan continuamente a medida que se producen cambios
en el cédigo genético causados por mutaciones genéticas o recombinacién viral durante la
replicacion del genoma [4]. Cuando se presentan una o mas mutaciones en el genoma del virus
y estas ocasionan una diferenciacién con otros virus de SARS-CoV-2 se generan las denominadas
variantes. A diferencia de los linajes que son un grupo genéticamente relacionado de variantes
del virus derivadas de un ancestro comin. Un recombinante es una variante creada por la

combinacién de material genético de dos variantes diferentes [5].
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El rapido aumento de casos de infeccion por SARS CoV-2 durante el brote de virus, indujo al
desarrollo de estrategias rapidas para su deteccién. Parte de esto se logré con base en la
secuencia de ARN genémico del SARS-CoV-2, que permitié el desarrollo de varios protocolos de
deteccion mediante la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-
qPCR) con transcripcién inversa [6]-[10]. Debido a la sensibilidad, rapidez y especificidad, esta

técnica se ha considerado el método de referencia o Gold estandar para la deteccién del virus.

Inicialmente diferentes entidades a nivel mundial desarrollaron métodos de deteccién del virus
por RT-PCR, los que fueron publicados y emitidos en distintos portales web y articulos
cientificos, siendo la mayoria de estas entidades asociadas a Centros de Control de Enfermedades
(CDC). Eventualmente con la divulgacién de dichos protocolos se llegé a la emision de
documentos por parte de la OMS recopilando algunos de estos protocolos para ser empleados
como Uso de Emergencia [11]. Es importante mencionar que cada uno de estos protocolos cuenta

con sus propias dianas de amplificacion y condiciones especificas para su utilizacion.

Con base en estos protocolos y con la Autorizacién de Uso de Emergencia por parte de la
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) [12] y el Listado de Uso de Emergencia de
la OMS, entre otros, se desarrollaron y aprobaron varias pruebas en forma de Kit para el
Diagnéstico in vitro (DiV) comercializadas para la deteccién de SARS-CoV-2, como un intento
de poder detectar e identificar casos positivos y negativos de COVID-19 de forma rapida. La
deteccién del virus SARS-CoV-2 se utilizé como respuesta primaria para el manejo y control de

la enfermedad.

En funcién del avance de la pandemia en cada pais se establecieron sus medidas de contingencia
para controlar el brote de COVID-19, una de las mas importantes fue el establecimiento de redes
nacionales de laboratorios para la deteccién del virus en la poblacién. Después de la aprobacion

de la organizacién sanitaria nacional, los laboratorios comenzaron a utilizar los protocolos



emitidos desde el comienzo de la pandemia y el uso de kit's de DiV disponibles. Aunque cada
kit tiene sus propios controles positivos y negativos, no todos los protocolos tienen las mismas
caracteristicas de rendimiento. En este sentido, el uso de Materiales de Referencia (MR) como
controles de calidad para la verificacién y validacion de métodos y la participaciéon en Ensayos
de Aptitud (EA) que evaltan el rendimiento de métodos de deteccién utilizados por los
laboratorios donde se ejecutan ensayos diagnésticos, juegan un papel clave para brindar

resultados confiables [13], [14] .

En el marco de la evolucién de la pandemia y como respuesta a las necesidades del pais, se
plante6 como principal objetivo de la presente Tesis de Maestria, fortalecer la red nacional de
laboratorios de salud piblica encargados de la deteccion del SARS-CoV-2 en Colombia mediante
la produccién de Materiales de Referencia a nivel de RNA que permitan desarrollar actividades
de fortalecimiento mediante un Ensayo de Aptitud cualitativa (EA) para evaluar el desempefio
de los laboratorios autorizados en la deteccion del virus mediante RT-qPCR. Actividad
acompafiada de un taller de transferencia que permita reforzar y evaluar distintos parametros de

medicién en los métodos de deteccion empleados por los laboratorios de ensayo.

Este documento esta organizado de tal manera que permita establecer la ruta de ejecucion para
las actividades planteadas, desde la validacién de métodos analiticos para la cuantificacién de
SARS CoV-2, a la produccién de pilotos, Materiales de referencia y el uso de estos en las
actividades de evaluacién y transferencia; finalmente el anélisis de resultados experimentales

obtenidos para estas actividades.
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Justificacién

A causa del brote y la rapida expansién del virus SARS CoV-2 a finales del 2019, se generé la
necesidad de desarrollar herramientas que permitieran hacer un seguimiento a los casos de
contagios por COVID-19. Esto fue posible mediante la rapida obtencién de la secuencia del
genoma del virus [15], asi como su disponibilidad y facilidad de acceso lo cual permiti6 el
desarrollo de métodos de deteccién del virus basados en técnicas de acidos nucleicos ampliamente
conocidas, como la PCR, la cual facilité la implementacién de los métodos desarrollados.

Inicialmente diferentes entidades a nivel mundial desarrollaron métodos de deteccién del virus
por RT-PCR los cuales fueron publicados y emitidos en distintos portales web y articulos
cientificos, siendo la mayoria de estas entidades asociadas a Centros de Control de Enfermedades
(CDC) dentro de los cuales destacan los métodos desarrollados por Charite en Alemania, CDC-
China, CDC-EE. UU., Centro de control de Enfermedades Infecciosas de Japén y el INS de
Tailandia. Eventualmente con la divulgacién de dichos protocolos se llegé a la emision de

documentos por parte de la OMS donde se sugeria el uso de dichos protocolos [11].

Con base en estos protocolos se emitié la autorizacién de uso de emergencia por parte de la
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) de EE. UU.[12] , asi como la emisi6n
Listado de Uso de Emergencia de la OMS de los métodos por PCR Desarrollados. Esto derivo
entre otros, en el desarrollo y aprobacién de varias pruebas en forma de Kit para el Diagnéstico
in Vitro (DiV) en forma comercial para la deteccién de SARS-CoV-2, como un intento de poder
detectar e identificar casos positivos y negativos de COVID-19 de forma rapida. Inicialmente
estos ensayos comerciales estaban dirigidos a la deteccién mediante PCR, aunque con el tiempo

se comercializaron ensayos enfocados al uso de anticuerpos y antigenos.

A la fecha existen méas de 470 ensayos comerciales DiV's a nivel de antigenos y mas de 600 por
PCR para la deteccién del virus SARS CoV-2 [16]. Frente a cada uno de estos Kit's comerciales

existe una variedad de plataformas de PCR que permiten trabajar con uno o varios de los Kit



comerciales disponibles, en particular, plataformas de PCR abiertas y cerradas en el caso de
acidos nucleicos. Una caracteristica importante en el caso de estos ensayos comerciales es que
cada uno proporciona sus propios controles positivos y negativos como herramienta de control
de calidad; sin embargo, los controles de un Kit comercial en particular no cuentan con una
trazabilidad metrolégica determinada lo cual dificulta que sea son extrapolables a otros ensayos
comerciales en la mayoria de los casos [17]. Por otro lado, la informacién disponible de estos
controles se limita a especificar la secuencia de nucleétidos de los primer suministrados y en el
caso del control positivo una respuesta instrumental para equipos de PCR en tiempo real lo que

dificilmente tiene una equivalencia con otros ensayos comerciales.

Un factor adicional a tener en cuenta es |a sensibilidad que puede tener la técnica de PCR para
la deteccion de SARS CoV-2, la cual juega un factor determinante en el diagnéstico de la
enfermedad; En efecto para pruebas de rutina de SARS CoV-2, se han reportado tasas de falsos
negativos en pruebas RT-PCR del 27% en muestras nasales y 40% en muestras de faringe [18].
Ademas, diferentes estudios antes de la aparicién de los sintomas dan estimaciones de falsos
negativos entre el 20% y 38%, dependiendo el dia del procesamiento de la muestra y del avance
particular de la enfermedad [19]. Estos errores, a veces son mas dificiles de detectar en el
laboratorio, por lo que es muy importante disponer de un Sistema de Calidad que permita realizar

seguimiento a la calidad de los resultados que reportan los laboratorios.

En Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS) coordina la Red Nacional de Laboratorios de
Salud Publica, encargada de la deteccién del virus SARS-CoV-2. Ante el aumento en el nimero
de casos del virus lo que genera urgencia en la deteccion del virus se crea una Red Ampliada de
Laboratorios para su deteccién, compuesta por entidades de distinta naturaleza. En la actualidad
esta red cuenta con mas de 200 laboratorios a nivel nacional para el procesamiento de muestras

sospechosas de SARS CoV-2 [20].

Ante la criticidad de la medicién y detecciéon del virus, en el presente trabajo se pretende
desarrollar herramientas para el aseguramiento de la calidad en los resultados de medicién por
PCR, como lo son el desarrollo de métodos de medicién, la generacion de Materiales de
Referencia a nivel de RNA y el uso de estos para ser empleados en actividades de transferencia

como Ensayos de Aptitud y ejercicios interlaboratorio, con el objetivo del fortalecimiento de la
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Red Nacional de Laboratorios que realizan actividades de deteccion de SARS CoV-2, y asi

garantizar la confianza en los resultados de medicién emitidos.



1. Marco Teérico y estado del arte

1.1 Coronavirus

Los coronavirus (CoV), fueron estudiados inicialmente por Tyrell y Bynoe en 1966 dandoles su
nombre debido a sus viriones esféricos (125 nm de diametro), que tiene una estructura exterior
con proyecciones superficiales similares a una corona solar. Una caracteristica principal de los
coronavirus es su gran variedad, siendo el orden Nidovirale el grupo de virus mas grande, el
cual que incluye las familias Coronaviridae, Arteriviridae, Mesoniviridae y Roniviridae [21], [22].
La familia Coronavirinae se subdivide en cuatro géneros: alfa, beta, gamma, y delta coronavirus,
clasificados inicialmente basado en la serologia, sin embargo, en la actualidad el criterio dado es

los agrupamientos filogenéticos[21].

Los miembros de la familia de Nidovirus se diferencian entre si por el niimero de proteinas
estructurales, asi como su tipo y tamafio. Estas diferencias alteran la estructura de las

nucleocapsides y los viriones, aunque no de manera significativa [23].

Respecto al genoma, los coronavirus son virus basados en ARN, que poseen un genoma no
segmentado de 730 kb. Su genoma contiene una estructura de Poli(A) en el extremo 3, lo que
les permite actuar como un ARNm para la traduccién de las poliproteinas tipo replicasa [24]. El
gen de la replicasa que codifica las proteinas no estructurales (nsps), con alrededor de 20 kb, a
diferencia de las proteinas estructurales y accesorias que componen sélo cerca de 10 kb del
genoma viral [25], El extremo 5' del genoma contiene una secuencia lider y una regién no
traducida (UTR) que contiene maltiples estructuras de bucle de tallo requeridas para replicacion
y transcripcion del ARN. Ademas, al principio de cada gen estructural o accesorio hay presencia
de Secuencias de Regulacién Transcripcionales (TRS) que se requieren para la expresion de cada
uno de estos. El 3" UTR también contiene estructuras de ARN necesarias para la replicacion y

sintesis de ARN viral [26].

Los virus pertenecientes al orden Nidovirales son de ARN de cadena sencilla con sentido positivo
(+ssRNA) no segmentados y envueltos generalmente por una proteina Nucleocapside. Algunos

de estos presentan los genomas de ARN de mayor tamaiio identificados, de hasta 33,5 kilobases
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(kb). Otras caracteristicas comunes del orden Nidovirales incluye: (1) la presencia de un complejo
de genes replicasa seguidos de genes estructurales y accesorios, altamente conservado; (2)
expresion de muchos genes no estructurales; (3) actividades enzimaticas Gnicas o inusuales
codificadas dentro de la poliproteina replicasa-transcriptasa; y (4) expresion de genes corriente
abajo mediante la sintesis de mRNA subgenémicos anidados en 3' [21], de ahi en nombre del

orden Nidovirales asociado a los ARNm anidados en 3'.

1.1.1 Coronavirus de importancia reciente: SARS y MERS

En los dltimos 20 afios se ha observado la propagacién de tres coronavirus con implicaciones
severas en la salud humana. El primero fue reportado en noviembre de 2002, es conocido como
el sindrome respiratorio agudo severo (SARS), cuyo origen se dio en Foshan, China [27]. Para
febrero de 2003 se conocian alrededor de 300 casos confirmados de SARS, principalmente
asociados a personal médico y hospitalario [28]. Los viajes realizados desde Hong Kong a

distintas partes del mundo originaron una propagacién de bajo impacto de este virus [29].

En marzo de 2003, la OMS establecié una red de laboratorios para determinar el agente causal
del SARS. La identificacién del coronavirus con nombre (SARS-CoV) fue realizada en abril de
ese mismo afio [30]. Para julio de 2003 se habian confirmado 8.096 casos, con un total de 774
muertes en 27 paises [31]. Sin embargo; luego del control, los contagios disminuyeron a cero, lo
que, asociado a correctas medidas de control de infecciones, en lugar de las intervenciones

médicas, produjeron la terminacién de esa pandemia por SARS CoV,[31].

Alrededor de 10 afios después, en junio de 2012, se present6 el primer caso de un nuevo
coronavirus con afectaciones a la salud ain mas severas que las causadas por el SARS CoV.
Este nuevo coronavirus asociado a neumonia aguda e insuficiencia renal [32]recibié el nombre
de Sindrome Respiratorio del Medio Oriente, mejor conocido por sus siglas en inglés (MERS-

CoV).

Al igual que lo ocurrido con SARS CoV, los viajes internacionales de personas infectadas

ocasionaron la propagacion del MERS-CoV; sin embargo, la expansion, asi como el niamero de



casos presentados fue menor en comparacién con el primer brote de SARS. Los sintomas del
MERS son mas severos, dando como resultado un mayor namero de fallecidos por el total de
infectados. Los cambios asociados a la transmisibilidad o sintomatologia de la enfermedad estan
asociados a pequefios cambios en la estructura de virus [32], [33]. La Tabla 1 se resume la

informacién clave relacionada con los brotes de SARS y MERS.

MERS CoV SARS CoV
Fecha del Brote Abril 2012 Noviembre 2002
Epicentro del Brote Jiddah, Arabia Saudita Guangdong, China
Animal de origen/intermediario Murcielagos/Camello Murcielago/ Paguma larvata
Niamero de casos 2494 8096
Namero de fallecidos 858 744
Tasa de Transmision <1 3
Tasa de Mortalidad 37% 10%
Paises afectados 27 26

Tabla 1: Propiedades del MERS CoV, SARS CoV-1 [34]-[36]

1.2 SARS CoV-2

El altimo coronavirus descubierto recibié el nombre de Sindrome Respiratorio Agudo Grave,
mejor conocido por sus siglas en inglés (SARS CoV-2) pertenece al linaje B. este coronavirus es
causante del brote en 2019 y de la enfermedad COVID-19 cuya alta patogenicidad e infeccién
ha causado su dispersién alrededor del mundo [37]. La OMS declar6 el estado de pandemia en
marzo del 2020 luego de que la cifra de contagios por Covid-19 ascendiera a cerca de 370
millones casos [38]. EI SARS CoV-2 ha mostrado ser el mas virulento de la familia Coronaviridae,
asociado a comorbilidades con enfermedades preexistentes y en adultos mayores, produciendo

alta tasa de mortalidad [39].

SARS-CoV-2 y SARS-CoV tienen una similitud del 79.5%, y del (96%) con genomas de
coronavirus encontrados en murciélagos, respectivamente, lo que sugiere basado en analisis
filogenéticos una posible transferencia zoonética entre especies y la presencia de un tercer
huésped asociado[39]. La Tabla 2 muestra la similitud que tiene la secuencia de SARS CoV-2

con otros B-coronavirus.
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Coronavirus Cepa Similitud en secuencia Genémica Referencia
Coronavirus Bat-RaTG13 96.2% [40]
Coronavirus Bat-SL-CoVZ(C45 88% [40]
Coronavirus Bat-SL-CoVZXC21 88% [40]
SARS CoV-1 (2002) 79% [41]
MERS CoV (2012) 51.8% [42]

Tabla 2: Comparacién de similitud genémica de algunos CoV's

Cabe mencionar que la subfamilia Orthocoronavirinae se clasifica en cuatro principales géneros
segin las diferencias en la estructura gendmica y las relaciones filogenéticas: a-coronavirus, B-
coronavirus., y-coronavirus y &-coronavirus. En La Figura 1 se muestra un esquema de la
clasificacién taxonémica del SARS CoV-2. Los mamiferos estan infectados exclusivamente con
a-coronavirus y B-coronavirus [24], los primeros siendo causantes de enfermedades respiratorias
leves principalmente y los B-coronavirus asociadas a enfermedades respiratorias e intestinales

graves. Por otro lado, los y y & coronavirus son conocidos por infectar exclusivamente a las aves.
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Figura 1: Clasificacion taxonémica de SARS CoV-2
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La infeccién por SARS-CoV-2 induce una respuesta inmunitaria extrema lo cual aumenta el nivel
de citocinas y quimiocinas en los bronquios, lo que conduce a la acumulacién de monocitos,
leucocitos e interleucinas. Una elevada expresion de estos mediadores induce reacciones
inflamatorias masivas que disminuyen la eficacia de los pulmones lo cual causa tos, fiebre y
sintomas similares a los de la neumonia [43]. Los sintomas gastrointestinales, asi como las
infecciones silenciosas conocidas como asintomaticas, son particularmente comunes entre nifios

pequefios y adultos jévenes [44] .

Entre lo que se conoce del mecanismo de infeccién del SARS-COV 2, la proteina S (Spike) del
virus puede unirse a los receptores ACE2 expresados a nivel del epitelio del sistema respiratorio
(células epiteliales traqueales y bronquiales, células epiteliales alveolares, neumocitos tipo 2),
sistema cardiovascular (endotelio de las arterias coronarias, miocitos, adipocitos epicardicos,
endoteliales vasculares, y células lisas), tracto gastrointestinal (queratinocitos de eséfago, células
epiteliales gastrointestinales, células epiteliales intestinales, duodeno, intestino delgado, recto),
sistema urogenital (tabulos proximales de rifién, células uroteliales de vejiga, superficie luminal
de células epiteliales tubulares, testiculos, vesicula seminal) , asi como en el higado y la vesicula
biliar y en el sistema nervioso, principalmente en el tejido neuronal y el capilar cerebral del
endotelio lo que conduce al dafio de los nervios y al deterioro de los capilares cerebrales en

Pacientes infectados con COVID-19 [44].

La informacién estructural del virus y la sintomatologia, incluyendo su estructura molecular,
ciclo de vida y sus interacciones con la célula huésped del SARS CoV-2 ha llevado al desarrollo

de varias vacunas, junto con potenciales drogas antivirales.

1.2.1 Estructura del SARS CoV-2

El genoma del SARS-CoV-2 se secuencié y cargd a la base de datos del NCBI con el namero de
acceso (NC045512.2) [45], a partir de lo que se predijo la composicién estructural del SARS
CoV-2. La Figura 2, muestra la distribucion general de los elementos génicos que componen el
virus, este estd compuesto por una proteina nucleocapside (N) que es un complejo helicoidal con
la hemaglutinin-estearasa que envuelve el genoma, este estd compuesto por una hebra +ssRNA

de 29.9 kb [46], [47]
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Por otra parte, 28 ORF's estan relacionados con la codificacion de funciones relacionadas con
la replicacién, formacion del virién, y evasién de sistema inmune del huésped

Posicién en el Genoma (bp)
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Figura 2: Representacion esquematica de la organizacién del genoma de SARS CoV-2.

El genoma codifica en sentido 5'-3" proteinas estructurales conocidas como E, M, Ny S (Figura
3). La proteina M, la que esta incrustada en la membrana del virus cumple la funcién de impulsar
el ensamblaje de nuevos viriones dentro de las células huésped [47]. También se la estudiado su
efecto sobre la inducciéon a la apoptosis debido a mecanismos de oligomerizacién en el
compartimiento intermedio del reticulo endoplasmatico de Golgi [48]. Actualmente se creé que
la proteina M tiene un papel fundamental de andamiaje para las otras proteinas estructurales y

promueve la formacién de virién [49].

La proteina de Envoltura E muestra propiedades de oligomerizacién y puede interactuar consigo
misma, a través de su dominio transmembrana con el fin de formar una especie de canal i6nico
[50]. La proteina E también puede establecer interacciones con la nucleocapside proteina N,

relacionado con la liberacién de este o la sefializacién de la célula huésped [49].

La proteina N esta relacionada con el complejo replicasa-transcriptasa por sus siglas en inglés
“RTC", la cual tiene un rol crucial en la integracion del material genético del virus a las particulas

esféricas del coronavirus luego de la infeccion del huésped.



La ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), también conocida como ARN replicasa, es
una enzima que estd codificada en el genoma de la mayoria de los virus que contienen ARN y

tiene un papel importante en catalizar el proceso de replicacion del ARN a partir de la plantilla

de ARN [51].
Proteina Espiga (S)

Nucleocapside (N)

Membrana (M)

ARN Viral

Envoltura (E)

Figura 3: Representacién de la estructura de SARS CoV-2, con las principales proteinas estructurales

La glicoproteina espiga o “Spike” como es conocida mas ampliamente, es el principal antigeno
existente en la superficie del virus. La proteina S es el objetivo del mecanismo de neutralizacion
de anticuerpos durante infeccién haciéndolo determinante en el proceso de infeccién del huésped.
Asi mismo presenta la mayor tasa de mutacién en el genoma del virus, principal responsable de
la generacién de nuevas variantes de interés, por lo que se considera un objetivo fundamental
para el disefio de farmacos y métodos de diagnéstico contra SARS-CoV-2 Finalmente, el genoma
también codifica dieciséis (16) proteinas no relacionadas con la estructura con funciones de

replicacion y modulacién en la sefializacion en la célula hospedera [52]—[54].

1.2.2 Variantes del SARS CoV-2

Una Variante es considerada de interés cuando el SARS CoV-2 tiene o se sospecha en cierta
manera de tener mutaciones que causan cambios significativos en la transmisibilidad, velocidad

de replicacion o aumentos severos en la sintomatologia, evasiéon de la respuesta inmune, asi
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como una distribucién en varios paises . Con el fin de facilitar la interpretacién y permitir facilitar
el seguimiento de las variantes a la poblacién en general la OMS [55]. A partir de mayo del 2021
sugiri6 utilizar el alfabeto griego para denominar estas variantes de interés, estas denominaciones
por letras no cambian la notacién cientifica de las variantes. Las variantes del SARS-CoV-2 en
notacién cientifica se clasifican segiin sus mutaciones de linaje y componentes. Como resultado,
los virus pertenecientes al mismo linaje pero que contienen diferentes subconjuntos de
mutaciones pueden clasificarse como diferentes variantes[5]. Las principales variantes de
conocimiento actual en el desarrollo de la pandemia son la variante Alfa (a), Beta (B), Gamma
(v), Delta (6) y Omicron(o) [45]. En la Figura 4 se observa un dendograma donde se ilustra las
variantes principales de interés, en este se observa la dominancia de la variante Delta y Omicron,

desplazando en su mayoria a las demas variantes.
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Figura 4: Dendograma evolutivo de SARS CoV-2. Se muestran en color las variantes de interés a

través del tiempo, las grises tienen una baja distribucién o se encuentran extintas.

El seguimiento dado al surgimiento de estas variantes ha sido posible debido a las técnicas de
secuenciacion masiva y ensamblaje, que han permitido obtener mas de 14 millones de secuencias

de genoma parcial o total de SARS-CoV-2, la mayoria de libre acceso en el portal GISAID [56].



A partir de estas se ha logrado obtener informacién relevante acerca de la evolucién y su
excepcional adaptacién para infectar humanos, propagandose rapidamente con poca evidencia
de seleccion natural entre los virus circulantes. En los Gltimos meses de 2020 se conocieron los
primeros reportes de variantes emergentes de SARS-CoV-2 asociadas con mayor transmisibilidad,

gravedad de la enfermedad y escape de la inmunidad humoral [57].

La aparicion de nuevas variantes puede estar relacionada con la capacidad que presentan los
CoV's de acumular mutaciones las cuales general mayor diversidad génica mediante procesos de
recombinacién al momento de darse la infeccién de un huésped con distintas variantes [58]. Esto
a pesar de contener una enzima con capacidad exonucleasa que reduce su tasa de error de
replicacién in vivo a indices menores que la Influenza [59]. Incluso es probable que este
mecanismo de recombinacién entre diferentes variantes del virus sean los causantes del brote de

SARS-CoV-2 [60].

Las variantes de SARS-CoV-2 que circulan actualmente comparten varias mutaciones entre ellas,
la mayoria presentes en el gen (S), que le permiten al virus propagarse con facilidad entre la
poblacién e incurrir en procesos de reinfeccién, manifestando su amplia capacidad de replicacion

[52].

1.3 Métodos de alineamiento multiple

Los métodos de alineamiento multiple MSA por sus siglas en inglés, son esenciales y ampliamente
utilizados para analisis en biologia molecular, biologia computacional y bioinformatica. Los MSA
desarrollados por Feng y Doolittle, permiten analizar homologias y lineas filogenéticas [61], se
basan en la heuristica, que permite generar la mayoria de las alineaciones de secuencia maltiple
[62], este método fue definido como alineacién progresiva y funciona realizando alineamiento
mediante algoritmos de programacién dindmica como Needleman-Wunsch, o Smith-Waterman.
Luego las secuencias son agrupadas para evaluar la relacién que se vincula con un puntaje, que
a su vez es convertido en una distancia mediante métodos como Neighbor-Joining (NJ), y
finalmente usada para construir arboles guia donde se agregan secuencias segin la similitud,
donde las distancias cortas significan similitud y las largas divergencia. El alineamiento progresivo

es el fundamento de estrategias que has surgido con el tiempo como ClustalW, Clustal Omega,
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MAFFT, Kalign, MUSCLE, DIALIGN y T-Coffee, entre otros. Actualmente se cuenta con
métodos que utilizan una metodologia iterativa para mejorar la precision del resultado, realizado

mediante el célculo constante del primer alineamiento de forma iterativa [63].
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Figura 5: Esquema del funcionamiento de un alineamiento tipo Clustal. [63]

1.4 Métodos de analisis

Actualmente se dispone de un conjunto de métodos para el andlisis del virus, basados, en
distintos fundamentos técnicos, asi como en el tipo de macromolécula de interés: proteinas,
acidos nucleicos, con fluorescencia o biosensores, cada uno con sus respectivas ventajas
asociadas, siendo los dos primeros los principales métodos asociados a la detecciéon de SARS

CoV-2 debido a su confiabilidad, rapidez y economia de los procesos experimentales.

1.4.1 Métodos basados en proteinas

Entre los métodos basados en proteinas se incluyen los de deteccién inmunolégica, y los
recientemente desarrollados basados en proteémica. Los primeros se fundamentan en la
interaccién antigeno/anticuerpo; usualmente el anticuerpo es marcado con un compuesto
fluorescente o con una enzima, de modo que cuando se presenta la interacciéon, puede ser

facilmente identificada y medida. Entre los sistemas desarrollados, destacan:



a) Tiras de flujo lateral (LFD)

Basadas en el uso de membranas que contienen esferas recubiertas con anticuerpos dirigidas a
determinados objetivos, la técnica es facil de utilizar y de interpretar, no requiere lavados o
manipulaciéon y puede completarse en menos de una hora después del proceso de

enriquecimiento [64].

b) Pruebas ELISA

Comprende el uso de un método inmunoenzimatico, donde usualmente un anticuerpo unido a
un soporte sélido se emplea para capturar. Posteriormente un segundo anticuerpo conjugado
con una enzima se usa para la deteccién, usualmente por espectrofotometria. El éxito del
ensayo depende de la especificidad del anticuerpo . En la actualidad se cuentan con Kits ELISA
de detecciéon de anticuerpos basados en suero contra el SARS-CoV-2, disponibles
comercialmente, los que detectan la nucleocapside (N) y la espiga (S) como proteinas

estructurales del SARS-CoV-2 respectivamente [65], [66], [67].

c) Inmunoensayos Quimioluminicentes (CLIA)

Los Chemiluminescent Immunoassays (CLIA) se basan en la produccién de una sefial de luz
mediante reacciones quimica. especificamente un sustrato reacciona con la peroxidasa Avidin-
Horseradish resultando en la generacion de una sefial luminica, lo cual permite estimar la
cantidad de IgG e IgM por la cantidad de luz emitida. Esta técnica es atractiva debido a su
potencial optimizacién del flujo de trabajo, ofrece una alta especificidad, bajo nivel de
interferencias, alta estabilidad de conjugados y reactivos, tiempo de incubacién reducido. Sin
embargo, la aplicacién de CLIA se ve obstaculizada debido a paneles de prueba limitados, altos
costos y respuesta no lineal a la concentracion de analito debido a reacciones quimicas

complejas [68].

1.4.2 Meétodos basados en acidos nucleicos

Los métodos basados en la amplificacion de acidos nucleicos detectan secuencias especificas de

ADN o ARN celular. Las metodologias que amplifican acidos nucleicos son rapidas, y presentan
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ventajas en la cuantificacién frente a los métodos basados en proteinas, asi como una

especificidad mayor debido al uso de primer y sondas especificas, lo que aumenta la sensibilidad
del proceso de deteccién [69], [70].

a) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final y tiempo real

La PCR se basa en la amplificaciéon especifica del fragmento o secuencia de interés, en
condiciones in vitro, a través de una reaccion de polimerizacién por parte de una ADN
polimerasa, la cual utiliza primers o cebadores que se anillan a una secuencia molde y sirven de

cebadores para iniciar la polimerizacién mediante incorporacion de nucleétidos complementarios,
y de esta manera extender la secuencia.
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Figura 6. Programa de amplificacién de PCR, se muestran las principales etapas que ocurren durante

la reaccién, cambios en la temperatura permiten la desnaturalizaciéon del ADN y la generacién de nuevas
copias del molde base de ADN.



Para esta técnica es fundamental el uso de un equipo (termociclador) que permite realizar varios
ciclos de denaturacién, anillamiento y extensién para la amplificacién exponencial de la secuencia

de interés, la Figura 6, muestra un programa de amplificacién tipico para una reaccién de PCR.

La primera plataforma se denomina de punto final, donde la deteccién se determina una vez la
reaccién de amplificacion ha concluido, empleando agentes intercalantes quienes presentan
fluorescencia al intercalarse entre los puentes de hidrégeno de la doble hebra de ADN. Bromuro
de Etidio es uno de estos agentes intercalantes, aunque su uso se ha disminuido

considerablemente por su capacidad de realizar alteraciones en el ADN [71]. Como alternativa

al uso de Bromuro de Etidio se utilizan moléculas de la familia de las cianinas conocidas
comercialmente como SYBR, las que no son propiamente sustancias intercalantes. Su interaccién
se da en el surco menor de la doble cadena del DNA generando la desventaja de inespecificidad
al no discriminar entre las secuencias de interés y cualquier otra secuencia amplificada durante
el desarrollo de la PCR[72], como por ejemplo la formacién de dimeros de primer, artefactos,
contaminantes u otras secuencias amplificadas por uniones inespecificas. Seguido de estos debe
realizarse un anélisis mediante un migracién por electroforesis de agarosa, donde es posible
evidenciar el tamafio de los fragmentos amplificados. La prueba proporciona resultados

cualitativos referentes a presencia/ausencia de secuencias amplificadas [69].

La segunda plataforma, denominada PCR en tiempo real (qPCR), se basa en el uso de agentes
fluoréforos basados en cianinas (SYBR) o sondas fluorescentes que interactian de forma
especifica con la secuencia de ADN mediante complementariedad entre la sonda y la secuencia
de interés. Estos agentes producen un aumento en la fluorescencia a medida que aumenta la
concentracién de amplimero ciclo a ciclo; En la Figura 7. se observa un diagrama que muestra
un grafico de amplificacién tipico de una PCR en tiempo real, se muestran los principales
parametros a tener en cuenta en un ensayo por gPCR, dentro de estos el valor de Ct, el cual es
el namero de ciclo donde la sefial de fluorescencia es diferenciable de la sefial base del
instrumento, este punto de corte es conocido como umbral [69]. El uso de diferentes sondas
fluorescentes permite detectar mas de una secuencia de amplificacion en una reaccién de

amplificacién denominada PCR multiplex [70].
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Figura 7. Curva de Amplificacién para un ensayo de PCR en tiempo real, se muestran las principales

regiones que componen la curva.

Una de las mayores desventajas de la PCR en tiempo real, especialmente en deteccién de
patégenos, consiste en que para obtener una cuantificacién absoluta, se requiere de una curva
de calibracién preparada con un estandar de concentracién definida para la cuantificacién de la
muestra. Esta curva es construida mediante el uso de distintos niveles de concentracién del
estandar en funcién del ciclo umbral (Ct por sus siglas en inglés) obtenido para dicho nivel de
concentracion. Muchos de estos patrones son elaborados por los propios laboratorios como
patrones de trabajo, por lo cual no se pueden considerar como materiales de referencia

certificados [73].

b)  PCR Digital

Es una de las variaciones mas recientes de la técnica de PCR, se denomina PCR digital (dPCR),
cuyo fundamento se basa en dividir la muestra en maltiples particiones (del orden de 1000 —
10 millones) segtn la plataforma utilizada, existen principalmente dos acercamiento a la técnica,

el primero llamado ddPCR por sus siglas Droplet Digital PCR llamado asi por la metodologia



empleada de generacion de gotas mediante una emulsion la cual ocasiona una
compartimentalizaciéon donde ocurre la reaccion de amplificacién, y la segunda con nombre

cdPCR por sus siglas Chip Digital PCR donde la muestras es particionada en una superficie

solida con miiltiples cavidades donde ocurre la reaccion.
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Figura 8. Esquema metodolégico de una preparacién de un ensayo por ddPCR, se divide en las
principales etapas del procedimiento.

El proceso hace que en cada una de las particiones generadas se encuentre al menos una o
ninguna molécula de ADN o ARN. La mezcla de PCR generada es sometida al proceso

convencional de amplificacién, empleando el mismo tipo de fluoréforos usados en la qPCR; al
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final es posible contar el nimero de particiones positivas (particiones donde hay presencia de
ADN vy que por tanto generaron amplificacién, y negativas, donde no hay material genético
amplificado [74].

De manera general flujo de trabajo para un montaje de PCR digital en modo gotas se basa en

cuatro etapas como se muestra en la Figura 8, la primera etapa consta de la Preparacién de

la mezcla de reaccidn, esta etapa consiste en generar una mezcla de los reactivos necesarios para
que ocurra la reaccion de amplificacién en esta etapa no existe una variacion significativa con la

preparacién de otra mezcla de reaccién de PCR convencional. La segunda etapa es el nicleo

del funcionamiento de la técnica, se denomina la Generacién de gotas, en este proceso se generan
las particiones mediante una emulsién de la mezcla de reaccién con un aceite especial para la
generacion de las gotas. La emulsién es generada mediante un cartucho y un Holder; La Figura
9. esquematiza un cartucho de generacion de gotas, en este se adiciona la mezcla y el aceite en
pozos designados para este fin, dichos pozos estan conectados por micro canales los cuales
mediante un equipo denominado generador de gotas el cual aplica unas diferencias de presién y
vacio permite la generacién de la emulsién en un tercer pozo, el cartucho es sellado por una
lamina de goma denominada Gasket la cual beneficia la generacién de vacio y evita la salida de

la muestra.

<= Holder

Cartucho

Figura 9. Diagrama de un cartucho de generacién de gotas para la técnica ddPCR, el cartucho

cuenta con 8 canales para cada tipo de reactivo, Aceite, Muestra y donde se genera la emulsién
resultante. En cada Cartucho pueden ser preparadas 8 muestras simultaneamente.



Una vez finalizada la preparacién de las muestras, estas son transferidas a una placa de PCR y

es sellada a calor con una lamina de aluminio (Foil). La Tercera etapa consiste en la
amplificacién de las muestras mediante un termociclador y la Cuarta etapa consiste en la

transferencia de la placa a un equipo denominado lector de gotas, este instrumento perfora cada
pozo de la placa donde se transfiri6 la emulsién, mediante un capilar y un aceite de lectura que
transporta la muestra hasta un canal de deteccién donde Gnicamente pasa una gota a la vez,
cada gota generada es sometida a una determinada longitud de onda emitida por un sistema
optico dentro del lector. Si dentro de esta gota ocurrié una reacciéon de PCR esta tendrd una
fluorescencia determinada, contrario a las gotas donde no ocurrié reaccién, donde la
fluorescencia basal es mucho menor. Asi es posible diferenciar en cuales ocurrié una amplificacién
positiva y en cuales no.

Esta naturaleza binaria es la que le confiere en nombre a la técnica y permite establecer una
poblacién de gotas donde ocurrié reaccion denominada poblacion positiva, y una poblacién de

gotas donde no ocurrié reaccién, llamada poblacién negativa.

Al aplicar la distribucién de Poisson al conjunto de ambas poblaciones, es posible determinar la
concentracion inicial de la muestra en términos de copias de la secuencia de interés por unidad
de volumen. En La Ecuacién 1. Se muestra el procedimiento matematico para la obtencion del

valor de concentracion.

Ecuacién 1. [M] = A A=—-In(1- %) [75]

Donde M es la concentracién de la muestra analizada mediante PCR usualmente dada en
namero de copias/uL, P el nimero de particiones positivas es decir donde ocurrié reaccién de
PCR y se obtuvo una sefial de fluorescencia superior a la basal, R el namero total de particiones
analizadas, V el volumen de particién, cuyo valor es determinado por el fabricante aunque es

comiin la medicion experimental del volumen, d corresponde a la dilucién del ADN en la mezcla

de reaccién de PCR, y lambda (/1) corresponde al namero de copias por particién. [75]
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A diferencia de la PCR en tiempo real, no requiere de un estandar para establecer el valor de
concentracion de la muestra de interés. Ademas, debido al mismo proceso de dilucién y particién
de la muestra, la técnica es menos sensible a la presencia de inhibidores, y la cuantificacién no
depende de la eficiencia de la reaccién ofreciendo asi, una plataforma para la medicién de acidos
nucleicos con una precision, sensibilidad y reproducibilidad superior a qPCR [76], [77]. En la

Figura 10. Se presenta un esquema del flujo de trabajo en una amplificacién mediante dPCR.

( Preparacion Particion/Distribucion ~ Reaccion PCR Lectura de pa iciones

O®OS0 = e

La muestra es distribuida Positivo = Reaccién Separacién de poblaciones
gDNA, cDNA, RNA en multiples particiones Negativo = No reaccié Positivas/negativas Y,

Sindiana de PCR Diana de PCR Diana de PCR Diana de PCR
Presente Concentracion Baja Concentracion Media Concentracion Alta

Figura 10. Esquema grafico de la preparacién habitual de un ensayo por dPCR,

A) La muestra es dividida en maltiples compartimentos, ya sea en forma de gotas (ddPCR) o cavidades
(cdPCR). Luego de ser amplificada, la lectura de cada particién es posible mediante la marcacién de
sondas con fluorescencia, lo cual permite discriminar las particiones donde hubo amplificacién de la

muestra diana. B) Representacion del aumento de la concentracién en una particién convencional por
gotas (ddPCR)

La técnica es altamente poderosa en la deteccion de secuencias de ADN en muy baja
concentracioén, llegando a una sensibilidad y especificidad superior a la PCR tiempo real, con
Limites de Deteccién (LoD) equivalentes a 0.00187ng o 0.15 copias/uL [78]. Entre sus

aplicaciones estan el estudio de variacién en el nimero de copias, deteccién de secuencias raras,



andlisis de expresién de genes y cuantificacién absoluta de acidos nucleicos; esta altima atil en
los procesos de asignacién de valor implicados en la produccién de materiales de referencia [79],
para ser empleados en procesos de deteccidén y cuantificacién de secuencias de ADN por PCR

en tiempo real.

En virtud de sus caracteristicas, y del hecho que no requiere de un estandar de ADN, la PCR
digital ha sido descrita como un método potencialmente primario o de referencia para la
cuantificacién de acidos nucleicos en términos del nimero de copias presentes [79], [80] [81].
Lo métodos primarios son aquellas metodologias cuyas unidades del resultado final o resultados
intermedios del ensayo son trazables al Sistema Internacional de Unidades. La mayoria de la
instrumentacion analitica empleada en los laboratorios de ensayos es comparativa (no absoluto)
requieren de la realizacién de curvas de calibracién usando estandares o MR que no tiene una
precision definida luego de las habituales diluciones. Los métodos primarios estan en una
categoria superior de calidad en comparacién con los resultados que se obtienen mediante los

métodos de menor jerarquia [82].

1.5 Aseguramiento de la calidad

En aras de asegurar la confianza en los resultados de medicién que se producen, los laboratorios
deben establecer y desarrollar un conjunto de actividades de aseguramiento de la calidad de los
resultados de medicion, que les permita garantizar la validez de los resultados obtenidos. Entre
estas, aparte del control de equipos, instalaciones y personal, se encuentran aquellos asociados
a garantizar la trazabilidad y por tanto la comparabilidad de los resultados de medicion con
otros, esto mediante el uso de materiales de referencia, uso de métodos validados, participacién
en ensayos de aptitud entre otros. A continuacién, se considera el fundamento de algunos de los

elementos que permiten efectuar el aseguramiento de la calidad.

1.5.1 Materiales de Referencia

Uno de los elementos de gran importancia para el aseguramiento de la calidad de los resultados
es el uso de Materiales de Referencia (MR), los cuales son definidos segiin el Vocabulario

Internacional en Metrologia (VIM) [83] como un Material lo suficientemente homogéneo y
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estable con respecto a propiedades especificadas establecido como apto para su uso previsto en
una medicién o en un examen de propiedades cualitativas. Los MR son herramientas potentes
en los laboratorios al ser utilizados para compensar los errores sistematicos y de manera general
para asegurar la calidad en sus mediciones [84]. Segun la referencia empleada para la asignacién
del valor, los materiales de referencia pueden ser: a) primarios cuando el método de medicién
ha sido primario; b) secundarios cuando su valor ha sido asignado respecto a un material de
referencia primario; y c) de trabajo cuando estos han sido preparados por el usuario y son
empleados como control interno para los procesos de medicién. La importancia de los MR radica
en su uso en la validacion de métodos, estimacién de la incertidumbre, verificacién del uso

correcto de un método de medicién, entre otros.

Una de las ventajas mas importantes de emplear materiales de referencia certificados es que
permiten asegurar la trazabilidad de los resultados de medicién al SI. De esta forma se garantiza
la comparabilidad de las mediciones, hecho que facilita el intercambio de informacién, y que
permiten brindar herramientas en la toma de decisiones tomadas con base en resultados no

solamente a nivel local, nacional e internacionalmente [85].

La produccién de los MR esta sujeta a la norma 1SO-17034: 2016, la que brinda directrices sobre
todo el proceso, asegurando los aspectos de calidad y buenas practicas, asi como una guia para

las distintas propiedades a determinar en el material[86].

Generalmente la produccién de estos materiales es precedida de la produccién de un material a
escala piloto, con el objeto de obtener resultados exploratorios sobre el comportamiento del
analito en cuestién bajo las condiciones de una produccién. Ademas, brindan la oportunidad de
evidenciar factores de mejora para ser incluidos en la produccién normalizada o final del MR.
Sobre este material piloto se realizan estudios de homogeneidad y estabilidad, bajo diferentes
condiciones, los cuales brindan informacién de las caracteristicas del material [85]. Finalmente,
si el material cumple con los valores propuestos se contintia con una producciéon normalizada,
en la cual pueden cambiar el tamafio del lote, pero no la identidad del material en cuestion

(Analito, material de envase, temperatura de almacenamiento, etc.). El material obtenido puede



ser destinado para su comercializacién, uso interno como control, o ser usado como item de

ensayo en pruebas de aptitud o ensayos colaborativos.

La produccion de un material de referencia normalmente contempla varias etapas que funcionan
como un esquema de procesos, las principales etapas de la produccién son: 1) la seleccién del
material de partida el cual es el principal componente del material, 2) el procesamiento, 3) el
envasado del material, este debe cumplir los requerimientos que sean establecidos para el
material, y 4) finalmente los estudios de homogeneidad, estabilidad, la caracterizacién vy la
asignacién de valor. Estos Gltimos cuatro son desarrollados posterior a la produccion del
materiales, podrian denominarse como estudios que se efectiian sobre el material y nos habla de
las caracteristicas de este. A continuacién, se menciona en que consiste cada uno de estos

parametros evaluados sobre el material.

1.5.1.1 Homogeneidad

El estudio de homogeneidad pretende establecer el grado de heterogeneidad presente entre las
diferentes unidades que conforman el lote del material, de acuerdo con su presentacién del MR.
La metodologia empleada en el dispensado del material, asi como el volumen total dispensado

pueden alterar el valor de la propiedad en las distintas unidades producidas.

El nimero de unidades necesarias para el estudio de homogeneidad varia segln el tamafio del
lote, que debe ser representativo de la dispersion del material entre y dentro de las unidades. La
diferencia hallada en la propiedad entre las unidades y dentro de las unidades permite realizar la
determinacion de un valor de incertidumbre asociado a la homogeneidad del material y debe
estar establecido en la documentacién final del material [85], asi como en la combinacién final

de la incertidumbre del valor de propiedad de un material.

La estimacion del grado de homogeneidad del material se construye a partir de La Ecuacién 2,
donde upb es la incertidumbre asociada con la variabilidad entre unidades que corresponde a sbb
(la desviaciéon estandar del componente entre unidades de un estudio de homogeneidad),
MSpetween €s €l cuadrado medio entre grupos, MSwithin es el cuadrado medio dentro del grupo

o la varianza de repetibilidad y n es el namero de réplicas.
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MSpetween—MSwithin
n

Ecuacién 2. Upom = Upp = Spp =\/

En caso de que el valor de MSyithin sea mayor que MSpetween, €l spb se calcula de acuerdo con La

Ecuacion 3, Donde YMSwithin son los grados de libertad de la MSyithin.

MSyithi 2
Ecuacion 3. Spp = /WTM”” * 4’1/—
MSyithin

1.5.1.2  Estabilidad

El valor de la propiedad en un Material de Referencia puede verse alterado en funcién del tiempo,
esto debido a procesos de degradacion y alteracién de este por condiciones tanto internas del
material como externas, segin el contenido de cada material. El objeto del estudio de estabilidad
es establecer precisamente si el material presenta algiin grado de inestabilidad y si este puede

llegar a ser significativo, de acuerdo con el uso previsto del material.

La estabilidad del material permite conocer el comportamiento del analito en la matriz, el envase
que contiene el material y las temperaturas de almacenamiento y transporte seleccionadas. Estos
efectos son evaluados en funcién del tiempo; Generalmente, se suele analizar cambios de
temperatura, donde se establece una temperatura como valor de referencia y se estudian otros
valores de temperatura ya sean menores o mayores a este valor de referencia y el efecto que

ocasionan sobre el valor de la propiedad del material.

Los estudios de estabilidad se clasifican en estudios a corto plazo, asociado a condiciones de
transporte y de largo plazo relacionado al almacenamiento del material; Normalmente, se realiza
la evaluacién de la estabilidad mediante métodos de regresién que permita estimar las relaciones

entre variables de respuesta instrumentales y el tiempo.

El disefio experimental de los estudios de estabilidad puede realizarse de forma clasica donde la

propiedad es medida periédicamente o de forma isécrono donde todos los materiales son medidos



en una (nica ocasion, este Gltimo presenta ventajas respecto al tiempo de ejecucién y procesado

[85], [86].

En los estudios de estabilidad clasicos las mediciones del materiales son realizadas intentando

mantener condiciones idénticas de medicidn, para distintos periodos de tiempo en los que se
realizan las mediciones. La desventaja de esta metodologia es que no se tiene en cuenta la
variacioén instrumental que se pueda presentar en los sistemas de medicién en funcién del tiempo
y por consiguiente aumentar la incertidumbre asociada a la medicion debido a la dispersién que
se genera entre periodos de medicién, esta variacién no estaria relacionada con cambios en el

valor de la propiedad Gnicamente.

La alternativa a los estudios clasicos es emplear disefios del tipo isécrono, en los cuales el

almacenamiento se da bajo condiciones de referencia, donde se espera que las propiedades de
interés del material se mantengan estables. En este disefio las unidades son almacenadas a una
temperatura de estudio seleccionada, al cumplirse los periodos de tiempo seleccionados el
material es transferido a una temperatura de referencia hasta finalizar el estudio de estabilidad,
una vez completado, se realiza la medicion de la totalidad de las unidades, beneficiando las

condiciones de repetibilidad [85].

La estimacién de la incertidumbre por estabilidad se calcula a partir de La Ecuacién 4, donde

s(b) corresponde al error estandar de la pendiente y t corresponde al tiempo total del estudio

estabilidad.

Ecuacién 4. Ups = s(b) xt

1.5.1.3 Caracterizacion y Asignacion de valor

La caracterizacion del material de referencia es el proceso de medicién de las propiedades a
certificar. La caracterizacion de un MR suele ser un proceso riguroso, la ISO-17034:2016 sugiere
distintas alternativas para realizarlo, la primera es hacer uso de solo un proceso de medicién en
un anico laboratorio, donde se debe incluir la comparacién directa de un MRC. La segunda es
utilizar un minimo de dos métodos con propiedades establecidas y trazables de

exactitud /veracidad, permitiendo alternativas como utilizar mas de un método y mas de un
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laboratorio asociado a la asignacién del valor. Como tercera opcién, el mensurando es definido

mediante un Gnico método empleado en una red de laboratorios .

La asignacion de valor es la etapa que permite obtener el valor de la propiedad con una
incertidumbre asociada, a partir de la informacién y resultados obtenidos en los estudios de
homogeneidad, estabilidad, caracterizacién, asi como los inherentes al mensurando de auerdo
con el modelo matematico que describe la forma de calcularlo. la Guia para la expresion de la
incertidumbre en la medicion (GUM) [85], [87], establece un conjunto de lineamientos para
calcular la incertidumbre en un proceso de medicén, que en el caso de un MR puede ser estimada

(umrc) de acuerdo con la Ecuacién 5.

., _ 2 2 2
Ecuacion 5. Uyre = UZar + Ul + Uy,
Donde los términos ucr Y Urom hacen referencia a las incertidumbres asociadas a la

caracterizacion y a la homogeneidad del lote, y los términos ustap corresponden a los aportes por

estabilidad.

1.5.2 Validacion de Métodos

La validacion de métodos es definida como la confirmacion, a través de la aportacién de evidencia

objetiva, de que se han cumplido los requisitos para un uso o aplicacién especifico previsto [83]

La importancia en la obtencién de resultados exactos, reproducibles y comparables exigen contar
con un enfoque metodolégico adecuado. Lo anterior implica, que es necesario realizar la
validacion de los métodos de medicién y establecer trazabilidad metrolégica de los resultados
que emiten los laboratorios. El proceso de validacion permite conocer las limitaciones y la
identificacion de las variables de mayor relevancia que influyen en el desempefio del método [88],
[89] . Los parametros de desempefio a evaluar dependen del tipo de método, nivel de validacién
y del uso previsto, a su vez se logran obtener resultados que sean comparables con otros
laboratorios a través de referencias establecidas, que para el caso de la mayoria mediciones

quimicas se realiza mediante materiales de referencia.



La validaciéon de métodos puede ser desarrollada en distintos niveles seglin las necesidades
propias del fin provisto del método: (a) Nivel uno de validacién o nivel de emergencia, la
que se desarrolla por un Gnico laboratorio cuando se necesita usar un método analitico de manera
inmediata, y busca dar un grado minimo de confiabilidad a los resultados que se produzcan con
el empleo del método. Este nivel contempla sélo los parametros de validacién relevantes, los
cuales son escogidos por quien va a realizar el proceso. (b) Nivel dos de validacién o intra-
laboratorio, que se desarrolla por un Gnico laboratorio y contempla todos los parametros de
calidad del método, tales como limites de deteccién (LOD), limite de cuantificacion (LOQ),
repetibilidad, precisién intermedia, entre otros, dependiendo de las caracteristicas del método y
de lo que solicite la normatividad, regulacién o guia. (c) Nivel tres o nivel inter-laboratorio
desarrollado por mas de un laboratorio, lo que significa, minimo un laboratorio adicional al
laboratorio que ya realiz6 la validacion al nivel dos. Este nivel de validaciéon requiere una
comparacion con un método de referencia existente. Los laboratorios participantes deben cumplir
con los requisitos establecidos por la Asociacién de Comunidades Analiticas (AOAC), de sus
siglas en inglés) para estudios colaborativos. Finalmente (d) Nivel cuatro o nivel de estudio
colaborativo, el cual se desarrolla con minimo ocho laboratorios que deben como minimo haber
superado con anterioridad el nivel de validacién dos. Este nivel de validacién es equivalente a un
estudio colaborativo completo de la AOAC. Al cumplirse los parametros de validacién y contar
con la informacién pertinente a nivel de caracteristicas del método se procede a proponer el

método oficial o de referencia.

1.5.3 Ensayos de Aptitud

Segtin la norma 1SO 17043:2010 [90], las comparaciones inter-laboratorios o ensayos de aptitud
se utilizan principalmente para evaluar el desempefio de los laboratorios en los procesos de
medicién o ensayos con el objetivo de identificar problemas y toma oportuna de decisiones dentro

de planes de mejora dentro de los procedimientos, ya sea a nivel instrumental o de formacion.

La evaluacion constante en el desempefio de los laboratorios es esencial para las autoridades
reguladoras, los organismos de acreditacion de laboratorios y otras organizaciones que especifican

requisitos para los laboratorios, asi como para los usuarios. La Norma Internacional ISO/IEC
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17011 exige que los organismos de acreditacion tengan en cuenta la participacion y el desempefio
en los ensayos de aptitud de los laboratorios. Existe una necesidad creciente de ensayos de
aptitud para otras actividades de evaluacién de la conformidad, tales como la inspeccién o la
certificacion de productos. La mayoria de los requisitos en esta Norma Internacional se aplican
en campos de actividad en evolucién, especialmente en lo concerniente a la gestién, planificacion
y disefio, personal, aseguramiento de la calidad, confidencialidad y otros aspectos, segin

corresponda [90].

En Colombia la Organismo Nacional de Acreditacién de Colombia (ONAC) define los criterios
para la participacion de los laboratorios en ensayos de aptitud. Estos tienen como fin utilizar los
resultados de desempefio obtenidos por los laboratorios para evaluar la competencia técnica en
la aplicacién de métodos de ensayo o calibracién especificos, cuando existen y resultan
apropiados. Las entidades que estan autorizadas para realizar estos ensayos son el Instituto
Nacional de Metrologia de Colombia-INM, como laboratorio primario, otros institutos nacionales
de metrologia firmantes del Acuerdo de Reconocimiento Mutuo en el dmbito del Comité
Internacional de Pesas y Medidas — CIPM- de la Oficina Internacional de Pesas y Medidas —
BIPM, ademas de los organismos proveedores legalmente constituidos y que demuestren su
competencia técnica mediante un certificado de acreditacién vigente con la norma ISO/IEC

17043.

1.5.4 Trazabilidad Metroldgica

El uso y aplicacién de las herramientas definidas en las anteriores secciones concede la capacidad
de generar trazabilidad metrolégica en sus mediciones, esta permite garantizar la comparabilidad
de los resultados de medicién en diferente tiempo o lugar. Segin el vocabulario internacional de
metrologia la trazabilidad se define como “la propiedad de un resultado de medida por la cual el
resultado puede relacionarse con una referencia mediante una cadena ininterrumpida y

documentada de calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la incertidumbre de medida”.



Para una adecuada trazabilidad se necesita una jerarquia de calibracién establecida y es aplicable

a procedimientos y unidades de medida que involucren una magnitud o estandar [83].

s ' Estandar
INM's :Inter?glciona\

Materiales de
Referencia

Laboratoriog Métodos Primarios
de Metrologia (d)

Materiales de Referencia

Primarios

Laboratorios de Referencia®  Materiales ¥ mélados de Rerencia
Fabricantes de MR ecungartos

Laboratorios de
Ensayo

Figura 11. Representacion grafica la cadena de trazabilidad metrolégica.

La Figura 11. llustra un esquema de jerarquia metrolégica, el nivel de mayor jerarquia es el SI
(Definido en la figura como a), por debajo de los Institutos Nacionales de Metrologia, estos
conservan Estandares Internacionales (b), los cuales son directamente trazables al S| debido a
que tienen una relacion definida con una unidad de medida o cantidad fisica. El siguiente nivel
en la jerarquia son los laboratorios de Metrologia, que cuentan con MR quimicamente puros (c),
la mayoria de estos de composicion elemental, estos laboratorios a su vez cuentan con Métodos
Primarios (d) de medicién, la importancia de estos radica en la capacidad de emitir resultados
sin contar con una referencia, siendo de gran importancia para la produccién de MR primarios
(e), denominados de esta manera al ser producidos por Métodos Primarios. Continuando con el
siguiente nivel en la jerarquia se encuentran los laboratorios de referencia, con capacidad de
producciéon de MR secundarios (), denominados asi por ser producidos a partir de Métodos
Secundarios, los laboratorios productores se encuentran acreditados en la norma I1SO 17034:2016

relacionada con la competencia de los productores de materiales de referencia. Finalmente se
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encuentran los laboratorios de ensayo, los cuales emplean métodos de trabajo de rutina y dan
uso a los MR producidos en las distintos niveles de la jerarquia metrolégica segin sus

necesidades.

Es importante mencionar la relacién inversa que se tiene al hablar de la incertidumbre y
disponibilidad asociada a los métodos de medicién a medida que se sube en la jerarquia, donde
si bien los MR y métodos primarios cuentan con menor incertidumbre, precision mayor, también

tienen una disponibilidad limitada, y costo superior.

La norma ISO 17511:2020 indica como inicio de la trazabilidad el nivel mas alto segiin se cuente
con método de medicién de orden superior, materiales de referencia (MR) o protocolos
armonizados que faciliten estos procesos de medida. En este orden de ideas se plantean las

siguientes alternativas:

e La existencia de un método primario de medicién y materiales de referencia certificados
en los cuales los resultados son trazables directamente al Sistema Internacional de
Unidades (SI).

e Los métodos de medicién estan definidos por una entidad o consenso de estas, en este
caso la asignacion de valor de los MR es realizada mediante el método acordado

e Solo se cuenta con un método acordado sin MR asociados a este.

e Se cuenta con un método de referencia mediante consenso internacional, aunque sin MR
disponibles avalados mediante consenso internacional.

e No se cuenta con un método de referencia, aunque si MR con metodologias consenso
para la asignacién de valor de este.

e No se cuenta con procedimiento o MR establecidos, por lo cual los resultados de

medicién son respaldados por controles internos dentro del protocolo de cada laboratorio.

Establecer la trazabilidad metrolégica a una unidad Sl para mediciones fisicas como masa o
longitud es generalmente mas sencillo porque las magnitudes de interés estan bien definidas y

por lo general se puede medir directamente mediante métodos especificos. Por el contrario, la



cuantificaciéon de muestras de origen biol6gico es intrinsecamente mas complejos a la hora de
realizar una caracterizaciéon en términos de estructura molecular y peso, toda vez que por lo
general comparten una matriz, aparte muchos de los procedimientos requieren el conteo de
copias de un gen, proteinas o células donde estos no son susceptibles a medicién directa por

procedimientos de rutina [91].

1.6 Estado del arte

1.6.1 Deteccion de SARS CoV-2

El comportamiento de la infeccién por SARS-CoV-2 genera retos en la detecciéon del virus.
Debido a su largo periodo de incubacién durante la infeccién, es posible detectar material
genético mediante técnicas moleculares dependiendo de su sensibilidad. Por el contrario, las
técnicas basadas en la respuesta inmune son dependientes de la etapa de la infeccién, generando
la necesidad de contar con variedad de técnicas durante el diagnéstico [92]. Por lo tanto, por el
largo periodo de incubacién y latencia del virus se recomienda la utilizacion de mas de una
estrategia en la deteccién. En la Figura 12, se presenta una relacién entre el avance de la
enfermedad y la pertinencia de cada una de las pruebas, toda vez que el diagnéstico rapido y
efectivo es indispensable para no incurrir en una respuesta tardia en la contencién de la
enfermedad. Ademas, la alta tasa de pacientes asintomaticos contagiados con dificulta el
diagnéstico mediante la sintomatologia del paciente, lo que hace indispensable la generacién de

ensayos que puedan ser ajustados a la necesidad de cada paciente [93].

Una vez conocida la secuencia del genoma de SARS-CoV-2 , la retro-trascripcion mediante PCR
(RT-PCR) se estableci6 rapidamente como la técnica de referencia utilizada para el diagnéstico
de la enfermedad, la que puede ser ejecutada en cualquier fase del contagio. Sin embargo,
también existen otras técnicas de diagnéstico, como la cuantificacién del SARS CoV-2 mediante
la- Amplificaciéon Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) [94], Deteccién de Repeticiones
Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas (CRISPR) [95], deteccién
mediada por biosensores, ademas de técnicas basadas en inmunoensayos como: dispositivos de
flujo lateral (LFDs), Inmunoensayos con Quimioluminiscencia (CLIA) [96] y Ensayos por

Inmunoadsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) [93].
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Figura 12. Variacién estimada en funcién del tiempo en la deteccién de pruebas de SARS CoV-2
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En Colombia las pruebas basadas en acidos nucleicos e inmunoensayos son utilizadas segtn los
lineamientos para detectar SARS-CoV-2, siendo la deteccion de acido nucleico del virus la
principal prueba diagnéstica [97]. De acuerdo con la validacién de su desempefio, las pruebas
basadas en inmunoensayos se recomiendan sélo para diagnéstico durante los primeros 11 dias

de infeccién.

1.6.2 RT-PCR

La deteccion mediante RT-PCR es altamente reproducible, sensible y selectiva, por esta razén
es el método recomendado para la deteccion de SARS CoV-2; sin embargo, la técnica requiere
de una instrumentacion sofisticada, personal entrenado, y generalmente el proceso dura de 4 a
6 horas [98] si se tiene en cuenta los procesos de extraccion de ARN de las muestras. Esto junto

con la necesidad de aumentar la tasa de muestras evaluadas por unidad de tiempo, especialmente



en laboratorios de salud piblica, condujo al desarrollo de alternativas a nivel instrumental que
permiten tener una mayor automatizacién del proceso durante la extraccion, purificacion y

amplificacion de la muestra, lo que se conoce como plataformas cerradas de analisis [99].

Existen varios protocolos reportados, el primero reportado por el Instituto de Virologia de
Charite, los estandarizados en Tailandia, Japén, China, Corea, y el disefiado por los CDSs de
EE. UU. Los protocolos se enfocan en amplificar principalmente regiones de los genes E, RdRp
y N, los que han demostrado ser sensibles y especificos para la deteccién de SARS CoV-2 [9].
Sin embargo, otros protocolos se enfocan en amplificar principalmente regiones que codifican
los genes S, ORF3, ORF8 y M [17]. La Tabla 3. resume las dianas de deteccién empleados por

cada uno de estos protocolos

Instituto Genes Diana

China CDC, China ORFlaby N
Institute Pasteur, Paris, Francia Dos (2) dianas en la region RdRp
US CDC, USA Tres (3) dianas en el gen N
National Institute of Infectious Diseases, Japan Multiples dianas en el regién de la proteina S
Charité, Alemania RdRp, E, N
HKU, Hong Kong SAR ORF1b-nspl4, N
National Institute of Health, Tailandia N

Tabla 3. Protocolos iniciales emitidos por la OMS al inicio de la pandemia de COVID-19, Cada uno
de estos esta asociado a una entidad nacional de investigacion.

La seleccion de regiones diana para la amplificacién es cominmente realizada mediante el uso
de herramientas bioinformaticas que han sido de utilidad no solo en la a identificacion de dianas
de amplificacién, también en el disefio de las secuencias para primer y sondas para la deteccién

de SARS CoV- 2 por qPCR.

La plataforma (BLAST) de libre acceso es una de las estas herramientas de la web mas utilizada
para este propésito [100], junto a las desarrolladas por casas comerciales como ThermoFisher,

Qiagen. GenScript, entro otras [101]-[103].

Por otra parte, los ensayos multiplex, ofrecen la ventaja de poder amplificar y detectar varias
dianas en una misma reaccién. Esto se logra mediante el uso de sondas especificas ( Tagman

probes, Thermo Fisher Scientific) marcadas con distintos fluoréforos con Amax de absorcién
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distintos, lo que permite discriminar la sefial asociada a cada uno de estos. En la actualidad ya
se conocen algunos ensayos comerciales basados en RT-PCR para SARS-CoV-2 con la capacidad
de amplificar variantes especificas aprovechando la selectividad que se obtiene al utilizar sondas
marcadas [104]. Se ha demostrado como los ensayos de este tipo permiten aumentar la
sensibilidad de la deteccidn; ademas, la disminuciéon de costos por reaccién, tiempo y la capacidad
de realizar seguimiento a las variantes hace de los ensayos multiplex una herramienta importante

en la deteccién del SARS CoV-2 [105].

1.6.3 Meétodos de deteccion comerciales

La disponibilidad de la secuencia del genoma de SARS CoV-2 tuvo un papel determinante en el
desarrollo de las metodologias basadas en acidos nucleicos para la deteccién de virus, lo que
sumado a su rapida propagacién del virus, desencadené la declaracion del estado de pandemia
por la OMS, e indujo el desarrollo de los protocolos de medicién por PCR mencionados

anteriormente.

La criticidad por obtener datos acerca de la propagacién de la enfermedad permitié por parte
de la FDA y de la unién europea, la autorizacién de uso de emergencia de estos protocolos
facilitando el desarrollo y uso de un gran namero de ensayos comerciales. El objetivo de los Kit
comerciales de deteccion de SARS CoV-2 es facilitar la implementacién rapida y sencilla en los
laboratorios; sin embargo, la informacién acerca de las caracteristicas del método, asi como la
verificacién de los controles en los mismos continia siendo problematico, dado que su
trazabilidad esta ligada exclusivamente al proveedor y no se encuentran ligados a una jerarquia

metrolégica claramente establecida [106].

Segan la norma ISO 17511:2020, que establece los requisitos para garantizar la trazabilidad
metroldgica de los valores asignados a calibradores y materiales de control veraces, se discute
que la comparabilidad en los resultados obtenidos por los laboratorios estaria dada en la medida
en que todos usen el mismo ensayo comercial, no obstante, dado la emergencia sanitaria y el

afan por aumentar el volumen de procesamiento de muestras se emplean diferentes kits



comerciales para la deteccién de SARS CoV-2, generando una falta de armonizacién en los
procedimientos de medicién y por lo tanto disparidad en los resultados obtenidos por dichos

métodos.

Actualmente se encuentran disponibles mas de 650 ensayos comerciales para la deteccién de
SARS CoV-2 por técnicas de PCR [16]. La mayoria de estos métodos emplea los protocolos
emitidos al inicio de la pandemia, algunos con modificaciones realizadas de forma interna con el
fin de cumplir con especificaciones que permitan acelerar o ampliar la capacidad de detectar
maltiples genes en una misma reaccién de PCR via el uso de metodologias tipo Multiplex. [107].
En la Figura 13. se muestra el nimero de ensayos comerciales fabricados por pais, donde

predominan China, EE. UU. y Corea del Sur.

171 (27.40%)

28 (4.49%)| W china

W EEUU

M Corea del Sur
Alemania
Espana

Turquia
Reino Unido
Italia
M Francia
M India
M Otros
30 (4.81%
32 (5.13%
121 (19.39% 70 (11.22%)]Y41 (6.57%))

Figura 13. Distribucién de los ensayos comerciales segtin su pais de fabricacion.

1.6.4 Variabilidad genética y su relacién con la deteccion

El virus SARS CoV-2 es caracteristico por su alto potencial de recombinacién lo que produce
alta variabilidad genética, llevando a la aparicién constante de linajes y variantes. Por otra parte,
dada la naturaleza de la técnica de PCR la cual se basa precisamente en identificar regiones

especificas del genoma del virus, sumado a la variabilidad genética supone una afectacién en la
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eficiencia de las reacciones de amplificacién, lo que restringe enteramente la reaccién de

amplificacién si la complementariedad entre primer y molde no es la adecuada.

Se han realizado analisis genémicos a pequefia y gran escala para mostrar la evolucion del SARS-
CoV-2 y sus cambios a través del tiempo, algunos de estos realizados sobre mas de 10 mil

genomas de SARS CoV-2 para la identificacion de SNP’s [108]-[110].

Un ejemplo del efecto que tiene la apariciéon de variaciones en las secuencias del virus es el
cambio que puede ocurrir en la sensibilidad de los métodos por PCR para la deteccion del virus;
como ocurre con la delecién del nucleétido presente en la posicién 69-70 de la secuencia que
codifica a la proteina S presente en variantes como la B.1.1.529 (Omicron), declarada por la
OMS como una variante de riesgo [111]. Este cambio implica una inhibicién en la amplificacién
de algunos ensayos de uso comin en PCR para este gen. Este fenémeno se conoce como falla
del objetivo del gen S (SGTF), esta variacién ha sido utilizada como caracteristica de esta
variante y lo cual ha permitido su uso como diana de amplificacién en nuevos métodos de

deteccion del virus [112].

Por lo tanto, el surgimiento de nuevos linajes y variantes de virus ha generado que varios autores
revalten la pertinencia de los protocolos disefiados en la fase inicial de la pandemia. En este
sentido, Karmali et al en 2020, identificarén y recomiendan el gen ORF8 como un objetivo

potencial de Deteccién de SARS-CoV-2 por RT-qPCR, debido a su baja variabilidad [113].

Por otra parte, el uso de herramientas bioinformaticas como los métodos de alineamiento
miultiple son una herramienta de gran importancia para para realizar un aseguramiento de la
vigencia de los ensayos para la deteccion de SARS CoV-2 establecidos. Estas herramientas
permiten hacer una comparacién entre las secuencias obtenidas actualmente del virus, con las
dianas de amplificacion empleadas cominmente, lo que permite garantizar la eficiencia y

confiabilidad de los métodos de analisis [114].



1.6.5 Ensayos de Aptitud de SARS CoV-2

Con el avance de la pandemia se han realizado ensayos de aptitud alrededor del mundo, la

mayoria de estos con el objetivo de asegurar la validez de los resultados de deteccién dados

por los laboratorios y asi generar oportunidades de mejora. Los EA para la deteccién de

SARS CoV-2 puede estar basados en métodos de PCR, serolégicos o Gnicamente del tiempo

antigeno.

La mayoria de los EA tienen una naturaleza del tipo cualitativo, basados Gnicamente en la

capacidad de deteccién de las secuencias que componen el virus por parte de los

laboratorios. Esto se debe a la criticidad que implica la deteccién de un caso positivo por

contagio de SARS CoV-2, donde la cuantificacién de la carga viral no estd enteramente

relacionada con la patogenicidad y transmisibilidad del virus, y no en todos los casos tiene

el mismo impacto; por lo cual los casos son tomados con igual severidad [115].

.En la Tabla 4, se presenta un resumen de ensayos de aptitud realizados para evaluar la presencia

de SARS CoV-2 por PCR. Algunos de los esquemas presentados fueron realizados por entidades

nacionales, sin embargo los EA que se encuentran disponibles para inscripcion en la actualidad

tienen un costo de registro y envié altos, superando los $600 délares americanos en algunos

casos, sin gastos de envié adjuntos, lo que limita la participacion de laboratorios de ensayo en

estos esquemas de evaluacién de la calidad de los resultados.

. S . .. Resultados
Pais Organizador Participacion Tipo de muestra Esquema Participantes L. Ref.
positivos
American . o
EE. UU. Proficiency Gratuito RNA V“.r?l en Cualitativo 346 97'L.M) o [116]
. solucién acierto
Institute
Alemania  INSTAND Gratuito Sobrenadante Semi- 305 Variable  [117]
celular cuantitativo
ST e Cualitativo y
Di 29
Corea 15€as€ Gratuito SCLICIERENIC Semi- 118 %, . s [118]
Control and celular L acierto
. cuantitativo
Prevention
Japanese
Committee .
RNA | 4.1% d
Japén for Clinical Gratuito viral en Cualitativo 563 Ohl%de g
solucién acierto
Laboratory
Standards
Laboratory of
Reino the RNA viral en . Disponible
Unido Government Pz < solucién el regularmente No reporta 20

Chemist
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College of

Paga: N RNA viral Di ibl
EE. UU.  American aga: o viral en Cualitativo ISPONBIE " No reporta [121]
. reporta solucién regularmente
Pathologist
Alemania Merck Pago: $620 RNA VI.r?I en Cualitativo IS No reporta [122]
solucién regularmente
Royal Coll Sobrenadant Semi-
Australia Y3 ~0€8€ Gratuito obrenadante em-. 101 95% [123]
Pathologists celular cuantitativo

Tabla 4. Ensayos de Aptitud que se han desarrollado para la evaluacién de la deteccién de SARS
CoV-2 por RT-PCR

Los EA son de interés para todos los grupos de valor que presentan funciones asociadas al control
de la enfermedad. Por un lado, a los laboratorios participantes, les permite verificar si los ensayos
implementados estan operando adecuadamente, y permite su comparacién con otros laboratorios
del sector. Para los organismos de inspeccién, vigilancia y control, como el INS, les brinda una
herramienta para evaluar cémo estan operando la red de laboratorios que ejecutan las actividades
de deteccioén, asi mismo evalia el panorama de los métodos e instrumentacién empleada por los
participantes. Finalmente, a los reguladores y a la ciudadania en general les brinda un parte de

confianza en los laboratorios que estan adelantado este tipo de pruebas.

1.6.6 Materiales de Referencia de SARS CoV-2

El uso de MR en las mediciones realizadas para la deteccién de SARS CoV-2 desempeiia
un papel de gran importancia debido a que hacen parte del aseguramiento de la calidad
de los resultados de un laboratorio. No obstante, el desarrollo y produccién de estos suele
ser un proceso que abarca largos periodos de tiempo, mas teniendo en cuenta su naturaleza
de origen biolégico que puede alterar de manera significativa la estabilidad de los

materiales.

El rapido avance de la pandemia conllevo al aceleramiento de estos procesos dada la
necesidad del uso de controles adecuados y con una trazabilidad clara, lo sumado al
nimero de laboratorios que desempefian labores de medicion, hicierén evidente la
necesidad de un mayor nimero de ofertas para los MR de SARS CoV-2. La OMS ha
destacado la importancia de la disponibilidad de MR, ya sean a nivel de ARN de SARS-



CoV-2 o serolégicos a nivel de proteinas,

respectivamente [124].

para métodos de PCR o antigenos

En La Tabla 5 se presentan algunos de los MR que han sido desarrollados a para su uso

en métodos de deteccion por PCR para la deteccion de SARS CoV-2. Su costo y

disponibilidad han sido una limitante para su adquisicién e implementacién en los

laboratorios de ensayo.

Nombre Fecha Fabricante Presentacion Costo Concentracion  Referencia
International | Nta.\ttlinafl RNA
Standard for 2001 rl135icl>|<l: iecacl)r : £160.00 7.40-Logl0 [125]
SARS-CoV-2 RNA & Liofilizado IU/ampolleta
Standards and
20/146
Control
National RNA - 500ul
Working Reagent Institute for 6.73-Loz10
for SARS-CoV-2 2021 Biological Agua grado  £120.00 'IU‘/:f [126]
RNA - 20/138 Standards and molecular
Control
CRM:2019 Novel | N.att'°t”a| ; RNA en L 06105
Corona Virus 200  eSNeC i US$286.26 o [127]
GBW(E)091099 etrology, solucién copias/p
China
SARS-CoV-2 Naltlonal RNA en No
Research Grade 2020 Institute of 5.4x106 [128]
Test Material Standards and solucién disponible copias/pL
(RGTM-10169) Technology
(ssRNA) fragments . RNA en -
of SARS-CoV-2 2020 J°'"(t: RiseaCh i €20.00 0x10 ) [129]
EURM-019 entre solucién copias/p
RNA
ssRNA EURM- Joint Reseach €220.00 ;
014 2022 Centre liofilizado 107 copias [130]
AccuPlex SARS- RNA en 5000
CoV-2 Reference 2022 SeraCare ., - . [131]
) solucién copias/mL
Material
SARS-CoV-2 Kc:rea.Resea;ch SNA
kaged RNA nstitute o en 5
pactaged ™ 2021 Standards 5 - 2.0 10 [132]
reference material. 4 Sci solucién copias/mL
RM 111-10-507 2ne qence
ssRNA fragments RNA en
of SARS-CoV-2 — 2022 Merck y US$40.62 : [133]
solucién
1EA
National
No
SARS-CoV-2 2001 Measurement RNA en 116.000 [134]
Standard- NA050 Institute of solucién disponible Copias/mL
Australia

Tabla 5. Materiales de Referencia de SARS CoV-2 nivel de RNA
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Ademas de ser empleados para la calibracion y la cerificacion de amplificacién de acidos
nucleicos, el contar con MR especificos de SARS CoV-2 con concentracién definida permite
establecer una relacién de la carga viral con la respuesta instrumental dada en la deteccién,
definiendo de mejor manera los valores que son tomados como puntos de corte en los ensayos
de diagnéstico por PCR. Asimismo, puesto que, los resultados obtenidos por los métodos de RT-
gPCR usualmente estan dados en valores de Ct y estos presentan una gran variabilidad al
cambiar caracteristicas de tiempo, lugar o un instrumento de medicién. Los materiales de
referencia basados en RNA pueden ser una herramienta de gran utilidad para caracterizar de

mejor manera los métodos de medicién, contribuyendo a la armonizacién de los ensayos por

PCR.

1.6.7 Red de Laboratorios para la deteccion de SARS CoV-2 en Colombia

Al igual que otros paises, la forma mas eficiente para detectar la enfermedad ha sido a
través del establecimiento de una red de laboratorios con alcance nacional que permita
realizar los ensayos rapidamente con el objeto de consolidar la informacién en torno a
la propagacién de la enfermedad, realizar vigilancia virolégica de la COVID-19 mediante
la caracterizacion virolégica del SARS-CoV-2, incluido el monitoreo genémico. Por lo
tanto, en Colombia se establecié al Instituto Nacional de Salud (INS) como Laboratorio
Nacional de Referencia y coordinador de la red ampliada de Laboratorios de diagnéstico
SARS-CoV-2 en el marco de la respuesta a la emergencia sanitaria, desempefiando

funciones de direccién, coordinacion y supervision de las actividades de laboratorio para

el diagnéstico de SARS CoV-2.

Inicialmente la red estuvo conformada no solo por LSP, privados, sino por universidades
que se unieron para apoyar las actividades de deteccion a nivel nacional. Con la
ampliacién de la red, Actualmente cuenta con 227 laboratorios designados con una
capacidad de procesamiento maxima de 96.000 muestras diarias, que se distribuye entre

laboratorios de Salud Pablica (25.77%), las Entidades Administradoras de Planes de



Beneficios (Laboratorios de Ensayo Privados) con el 70.43% y el INS con el 3,8% [20].
El INS también emite informes sobre los métodos de uso actual para la deteccién de

SARS CoV-2 mediante técnicas moleculares, inmunoensayos, y pruebas rapidas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Fortalecer la red nacional de laboratorios que realizan deteccién de SARS-CoV-2 por PCR a
través del desarrollo de herramientas metrolégicas para el aseguramiento de la calidad de los

resultados de medicién

2.2 Objetivos especificos

e Validar un conjunto de métodos por PCR tiempo real y PCR digital para ser empleados

en la caracterizacién de un material de referencia

e Producir un material de referencia a nivel de acidos nucleicos para ser empleado como

item de ensayo en un ejercicio interlaboratorio para la detecciéon de SARS CoV 2

e Realizar actividades de transferencia técnica a los laboratorio interesados, a través del
disefio de un ejercicio interlaboratorio para la deteccion de SARS-CoV-2 con los

materiales desarrollados



3. Materiales y métodos

La ejecucién del proyecto se desarroll6 en cinco etapas metodoldgicas, que dan respuesta a los
3 objetivos especificos planteados en el desarrollo de este trabajo. La primera etapa consté de
la evaluacién, optimizacién y validacion de los métodos en RT-qPCR y RT-ddPCR para la
deteccion de SARS CoV-2. La segunda en la produccién y caracterizacién de dos pilotos de MR,
en momentos diferentes. Los resultados obtenidos en esta etapa fueron la base para la ejecucién
de la tercera etapa en la cual se realiz6 la produccién normalizada de los MR. En la cuarta,
como parte de las actividades de transferencia del objetivo 3, se desarrollé6 un EA empleando
como [tem de Ensayo de Aptitud (IEA) uno de los MR producido en la etapa anterior con el
objeto de apoyar la evaluacién del desempefio de los laboratorios de ensayo encargados de la
deteccién de SARS CoV-2 en Colombia. En la quinta etapa, se desarrollé un taller de
transferencia técnica con laboratorios de ensayo pertenecientes a la red de salud pablica,

empleando el segundo MR producido en la etapa 3.

Todos los Materiales de Referencia producidos para la ejecucién del EA y demas actividades
estan enmarcados dentro de los lineamientos establecidos por la norma I1SO 17034:2016 y la

guia 1SO 35:2017.

En la Figura 14. se muestra un esquema general de la metodologia planteada para la ejecucién

del proyecto. En las posteriores secciones se exponen y desarrollan cada una de estas etapas en

profundidad.

Las actividades de produccién de los Materiales de Referencia, asi como el Ensayo de Aptitud
realizadas con el Instituto Nacional de Salud, contaron con la cooperacion internacional del
Instituto de Estandares y Tecnologia (NIST) de Estados Unidos, de la Unién Europea y de la

Organizacion de las Naciones Unidas para el Desarrollo Industrial (ONUDI).
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:] & Especiﬁcjo @ Taller de Transferencia

Figura 14. Esquema general ejecucién de actividades del proyecto.

3.1 Desarrollo de Métodos por PCR

3.1.1 Materiales e instrumentos
Materiales de Referencia

Se emplearon dos MR de RNA de SARS CoV-2 para la ejecucién de las actividades planteadas

en el proyecto, las caracteristicas de estos materiales son descritas a continuacién.

e Material de referencia RGTM10169 donado por el Instituto de Estandares y
Tecnologia de Estados Unidos (NIST por sus siglas en inglés): Compuesto por dos
viales de RNA sintético del genoma de SARS-CoV-2 (Figura 15y Tabla 6.), con una
concentracién nominal de 5 x106 copias/uL en una matriz de 5 ng/uL de ARN Jurkat
humano (Invitrogen AM7858). Los fragmentos fueron mezclados y diluidos en buffer
citrato 1 mM pH 6,4 (Invitrogen, AM 7001) hasta una concentracién de 1x10° copias/ulL

la cual fue empleada como solucién de trabajo (SARS ST). En la Figura 15. se presenta

la cobertura de los fragmentos de RGTM10169 en el genoma de SARS CoV-2.
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Figura 15: Distribucion de fragmentos 1-2 de RNA que constituyen en material RGTM-10169,
cobertura de dianas de amplificacién para la deteccién de SARS CoV-2.

Fragmento = Tamaiio (bases) Region* Observaciones
1 3985 25949 - 29698 Cubre (ORF3a, 7a, F8) genes Ey N
2 3790 12409 - 15952 Cubre 90% del ORF RdRp

*GenBank MN985325.1
Tabla 6. Descripcion fragmentos material RGTM10169

e Material de referencia EURM-019: Donado por Unién Europea y Producido por el

laboratorio de investigacién adjunto (JRC-IRMM) corresponde a un vial con 100pL, de
una solucién con un fragmento de ss-RNA sintético de 880 bases (Figura 16) del genoma
de SARS CoV-2 -CoV-2 transcrito in vitro y almacenado en buffer Citrato pH 6.4, con
una concentraciéon promedio de 7x107+0.5 copias/uL. En la Figura 16. se muestra la
distribucién de las dianas de amplificacién dentro del fragmento del material EURM-

019. La Tabla 7. presenta los protocolos de amplificacion recomendados por OMS

aplicables a los materiales empleados.
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Figura 16: Distribucion de dianas de amplificacién del material EURM-019 de SARS CoV-2
Instituto Gen Diana RGTM-10169 EURM-019
ORF1ab V4 X
China CDC Nl.c Y X
Institute Pasteur, Paris Rl v 4
Francia RdRp-b v X
N1-CDC v V4
US CDC, EE. UU. N2-CDC v v
N3-CDC v J
N v v
INEI, Japdn
S X X
RdRp v v
Charité, Alemania E v v
N v v
ORF1b-nspl4 X X
HKU, Hong Kong SARS
] ] N v X
INS, Tailandia N v v
JRC - Europa S X v

Tabla 7. Protocolos de amplificacién aplicables a los MR de SARS CoV-2



ARN genémico

Se empleo un extracto de RNA obtenido a partir de un cultivo celular de SARS CoV-2
suministrado por el INS para verificacién de la viabilidad de primers y sondas de los métodos
mencionados anteriormente para qPCR y ddPCR previo a los ensayos de validacién de

métodos.
Mezclas de reaccion PCR

Las reacciones de PCR fueron preparadas a partir de Kit's para PCR de la casa comercial
BioRad. Cada mezcla presenta los componentes necesarios para la ejecuciéon de un ensayo
por PCR en un anico vial, variando su composicién de primers y sondas de la diana de

deteccidn a estudiar, segln la técnica empleada. En la Tabla 8 se resume las mezclas de PCR

empleadas y el uso dado en la ejecucion de ensayos.

Reactivo Catalogo Funcidn Técnica Uso
Script Reverse : e .
Transcription BioRad, Cat Sintesis de cDNA Verificacién

) 1708841 RT-gPCR en de métodos

Supermix dos pasos

iTaq Universal Probes BioRad, Cat Reaccién de qPCR . Verificacién
Supermix 1725131 por sondas de métodos
L. Validacién de
iTaq Universal Probes BioRad, Cat S;r:;ej:;jaeC;[sNﬁry RI;?;CZ:;;JH ensayos y
One-Step Kit 1725141 o . o caracterizacién
PCR con sondas OneStep )
de MR's.
RT-ddPCR en
ddPCR SuperMix for BioRad, Cat Amplificacién de edoslsjjzsél Verificacién
Probes 186310 cDNA por ddPCR mP de métodos
cDNA como
plantilla
Validacién de
One-Step RT-ddPCR intesi DNA
LTSIl . BioRad, Cat Slntes!s.de C y RT-ddPCR ensayos y
Advanced Kit for Amplificacién con .
1864021 OneStep caracterizacién
Probes Sondas de MR's

Tabla 8. Mezclas de reaccién empleadas para el desarrollo de actividades experimentales.

Para la técnica de ddPCR es necesario emplear reactivos para la generacién de la emulsién o

gotas que permitan la compartimentalizacion de la muestra. En nuestro caso se utiliz6 el aceite
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generador de gotas Oil for Probes Cat:1863005, Cartuchos droplet generator DG8 Cartrige &
gaskest Cat:1864007, y aceite para lectura de gotas dPCR Droplet Reader Oil Cat:1863004.

Por otra parte, se empleo el buffer citrato pH 6.4 (Invitrogen, AM 7001) para la dilucién de los
MR producidos y como solucién de almacenamiento. Adicional a esto se emple6 ARN humano
de la linea human T-Cell Leukemia total RNA como agente fortificante de las muestras, con el

fin de simular la matriz de una muestra humana. (Invitrogen, AM7858).

Dianas de deteccion

Se emplearon un total de siete dianas de deteccién para validaciéon de métodos por PCR y
caracterizacion de los MR producidos, siendo estos los métodos con mayor distribucién de uso
por los laboratorios. Los primers y sondas seleccionadas fueron sintetizados y purificados
mediante HPLC por Biosearch Technologies, Petaluma, CA, United States. Se realizé la
preparacién de soluciones de almacenamiento en buffer TE 1X para primers y sondas en una
concentracién de 100uM, a partir las soluciones de almacenamiento se realizaron diluciones de
trabajo en 20uM para Primer y 10uM para sondas. En la Tabla 9. se muestra la secuencia de

oligonucleétidos y el gen asociado a los métodos seleccionados.
Equipos e instrumentos

La preparacion de muestras, dilucion de materiales y mezclas de reaccién por PCR fue realizada

de forma gravimétrica empleado la balanza Sartorius MSA 225.

La generacion y lectura de gotas para la técnica de ddPCR se empleé el sistema de PCR digital
en gotas QX200 BioRad Cat:186-4003. La amplificacién de fragmentos mediante RT-qPCR y
RT-ddPCR se realizé en un termociclador CFX96 touch deep well C1000/S1000™ (Bio-Rad),
las reacciones de amplificacién fueron realizadas en placas de PCR y selladas mediante el PX1
PCR Plate Sealer Cat:1814000. El procedimiento para la ejecucién de ensayos por ddPCR es

descrita en la seccién 1.4.2: Métodos basados en acidos nucleicos.



Como parte de la validacién de métodos por RT-qPCR se realizé un estudio de equivalencia
inter-plataforma, por lo que se empleé el termociclador FAST 7500 PCR System, Applied
Biosystems Cat:4351107.

*BHQ1- Black hole quenchers, FAM- Fluoresceina, HEX-Hexacloro fluoresceina

Diana- . e ey Tamaiio  Amplicon
Nombre/Cédigo Secuencia (5’-3") P Ref.
Gen (nt) (nt)
E_Sarbeco_F ACA GGT ACG TTA ATA GTT AAT AGC GT 2%
E_Sarbeco_R ATA TTG CAG CAG TAC GCA CAC A 2%
E - - 113 [9]
FAM-ACA CTA GCC ATC CTT ACT GCG CTT CG-
E Sarbeco P1 26
- - BHQ
E-INM-F CTTGCTTTCGTGGTATTCTTG 21
E E-INM-R ACGTTAACAATATTGCAGCA 20 86 _
E-INM-P FAM-CCTTACTGCGCTTCGATTGTGTGCGT-BHQ 2
S-F F 5'-GACATACCCATTGGTGCAGG-3’ 20
. S-R 5-TGACTAGCTACACTACGTGCC-3' 21
Spike 83 [11]
o p 5'-FAM-AGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCG-
TAMRA-3’ 25
N-China-F GGG GAA CTT CTC CTG CTAGAAT 22
N N-China-R CAG ACA TTT TGC TCT CAA GCT G 22 09 [9]
N-China-P FAM-TTG CTG CTG CTT GAC AGA TT-BHQ 20
2019-nCoV_ N2-F TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA 20
N 2019-nCoV_N2-R GCG CGA CAT TCC GAA GAA 18 67 11]
2019-nCoV _N2-P FAM-ACA ATT TGC CCC CAG CGC TTC AG-BHQ 23
RdRp_ SARSr-F GTGAAATGGTCATGTGTGGCGG 22
RdRp RdRp_ SARSr-R CAAATGTTAAAAACACTATTAGCATA 26 100 11]
RdRp_ SARSr-P2 HEX-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC-BHQ 25
RP-F AGA TTT GGA CCT GCG AGC G 19
RNasaP RP-R GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT 20 65 [11]
RP-P HEX- TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG-BHQ 23

Tabla 9. Dianas de amplificacién seleccionados para la validacién y caracterizacién de MR.
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3.1.2 Verificacion de métodos de deteccion de SARS CoV-2 por PCR

A partir de los protocolos emitidos por centros de investigacion, avalados por la OMS e

implementados por el INS, se seleccionaron los principales métodos de amplificaciéon usados para

la deteccién de SARS CoV-2 por PCR en Colombia. Se procedié inicialmente a verificar los
métodos descritos en La Tabla 9, cuyo objeto era establecer por un lado que los primers y sondas
seleccionados presentaran amplificaciéon positiva en las regiones de interés y tamarfios de
amplimeros esperados, y por otro lado establecer las condiciones de partida para iniciar el proceso
de optimizacién por PCR digital. Cada uno de estos métodos fue optimizado y validado en las

técnicas de qPCR y ddPCR.

Por otro lado, dadas las continuas mutaciones del virus y considerando su importancia en la
efectividad de los métodos de deteccion por PCR, se verificé si dichas mutaciones pudiesen llegar
a afectar las secuencias de hibridacién de primer y sondas para cada uno de los métodos
seleccionados (Tabla 9) mediante un Alineamiento Multiple con la metodologia ClustalQ. Se
seleccionaron ocho (8) variantes de interés actual y se comprobé la complementariedad que
presentan los oligonucleétidos de los métodos seleccionados frente a las secuencias de las
variantes escogidas, La Tabla 10, resume la informacién acerca de las variantes y La Figura 17

resume el procedimiento para la verificacién de hibridacién de los primers y sondas seleccionadas.

Figura 17. Esquema para la verificacién de variacién de regiones de las dianas de
amplificacién seleccionadas.

RNA a cDNA:

_ Evaluacion de
Primer /Sondas de B Variacionde

protocolos Secuencia




Tabla 10. Variantes de interés actual seleccionadas para la verificacién in-silico de protocolos por
PCR mediante alineamiento maltiple.

Cepa-SARS CoV-2 Clasificacion OMS  GeneBank acceso

SARS CoV-2 isolate Wuhan-Hu-1 Reference Genome (NC_045512.2)
hCoV-19/SouthAfrica/NICD-N21442/2021 B.1.1.529 (Omicron) OL672836.1
hCoV-19/Colombia/MAG-UCCSMR-VG419/2021 Mu-H) MZ849085.1
hCoV-19/Peru/LIM-UPCH-0942/2021 21G - Lambda OL522357.1
hCoV-19/SouthAfrica/CERI-KRISP-K026946 /2021 20H — Beta 2 0D942210.1
hCoV-19/Slovakia/UVZ_PL36 F7 17921/2021 21A - Delta 0V022505.1
hCoV-19/USA/CA-CDC-FG-174691/2021 21l — Delta MZ741406.1
hCoV-19/Japan/PG-94107 /2021 20l Alpha, V1 MW626456.1
hCoV-19/Guyana/GPR0359361/2021 20J Gamma, V3 MW887946.1
hCoV-19/Aruba/AW-RIVM-66022/2021 21A - Delta MZ637375.1

A continuacioén, se describe el proceso de verificacion por PCR de los protocolos de deteccion de

SARS CoV-2 seleccionados, los kit de PCR mencionados son descritos en La Tabla 10.

3.1.2.1 Verificacion de métodos por qPCR

Verificacion de protocolos por RT-qPCR en dos pasos

Inicialmente se partié con la preparacién de una mezcla de reaccién para la Sintesis de cDNA
mediante mediante el kit Script Reverse Transcription Supermix descrito en la seccién 3.1.1
Mezclas de reaccion PCR, la mezcla contenia 40 pL de RNA SARS CoV-2 suministrado por el
INS, 16 pL de iScript Mix, 4ulL de iScript Reverse Transcriptase, y agua libre de nucleasas hasta
un volumen final de 80uL. El perfil de amplificaciéon de la reaccién consistié en hibridacién por
5 minutos a 252C, seguido de una etapa de transcripcién inversa por 20 minutos a 46°C,

finalmente una etapa de desactivacién de la enzima por 1 minuto a 95°C.

La segunda etapa del procedimiento es la amplificacién por PCR de los fragmentos deseados a
partir del cDNA generado, utilizando el kit iTaq Universal Probes Supermix, con las condiciones
recomendadas por el fabricante: 1uL de cDNA de SARS CoV-2, primer directo y reverso con

concentracién final de 600 nM, sondas con concentracién final de 200 nM y agua libre de
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nucleasas en el buffer de reaccién suministrado por el kit hasta un volumen final de 11uL. La
reaccién se inicié con la activacién de la polimerasa a 952C por 30 segundos, seguida de una
segunda etapa de 45 ciclos a 952C por 10s seguido del anillamiento y extensién a 58°C durante
30s, una tercera etapa de inactivacién de la enzima a 982C por 30s, Finalizando con una etapa

de enfriamiento de 4°C.
Verificacion de protocolos por RT-qPCR en un paso

Se realiz6 la verificacién de la amplificacion empleado un método con retro-transcripcion y
amplificacién por PCR en un Gnico paso mediante el kit iTag Universal Probes One-Step Kit.
Las mezclas de reaccién contenian 2ul de RNA de SARS CoV-2, una concentracién final de
800nM de primer reverso, 600nM para el primer directo, una concentracién de 300nM de sonda,
una concentracién de 1X para el Buffer iTag Universal, y 1X para la Enzima Transcriptasa
inversa iScript. Se utilizé agua estéril y libre de nucleasas para a un volumen de reaccién final
de 11uL. El ciclaje utilizado fue: una primera etapa de Transcripcién inversa a 502C por 10
minutos, una segunda etapa de activacién de la polimerasa a 952C por 60s, una tercera etapa
de amplificacién de 40 ciclos a 95°C por 10s y 562C por 30s, finalizando, con una etapa de

terminacién por

3.1.2.2 Verificaciéon de métodos por ddPCR

Verificacion de protocolos por RT-ddPCR en dos pasos

Se sigui6 la misma ruta de verificacion empleada para RT-qPCR, iniciando con la obtencién de
cDNA empleando el mismo método en 3.1.2.1, seguido de la amplificaciéon del cDNA mediante
ddPCR empleando el kit ddPCR SuperMix for Probes. La mezcla de reaccién contenia los
siguientes componentes: 4ulL de cDNA de SARS CoV-2, una concentracién de primer de 600nM,
y una concentracién de Sonda de 300nM. Se empleo el buffer de reaccién presente en el kit a
una concentracion final de 1X y agua libre de RNasas y DNasas hasta un volumen final de 22uL.

El protocolo de amplificacién empleado consto de una primera etapa de activacién de la enzima



a 952C por 10 minutos, seguido de una etapa amplificacién por 40 ciclos con denaturacién a
942C por 30s, hibridacién a 60°C por 1min, finalizando con una inactivacién de la enzima a

98C2 por 10 min. Se empleo una rampa de calentamiento de 22C/s.

Verificacion de protocolos por RT-ddPCR en un paso.

Se continué con la verificacién de los métodos empleando una reaccién para la generacién de
cDNA y amplificacién en un anico paso para RT-ddPCR, mediante el uso de del kit One-Step
RT-ddPCR Advanced Kit for Probes. La mezcla de reacciéon empleada para la amplificacién
RT-ddPCR de un Gnico paso constaba de 4uL de RNA de SARS CoV-2, una concentracion de
primer reverso de 900nM, el primer directo de 800nM, y 300nM para la sonda. El buffer Supermix
RT-ddPCR oneStep presente en el kit a una concentracién final de 1X, la enzima Transcriptasa
Inversa a una concentracién de 20U/ulL, y 15mM de DTT. La mezcla se llevé a un volumen

final de 22 pL con agua libre de RNasas y DNasas.

El perfil de aplicacién empleado en el termociclador inicia con la etapa de Retro-transcripcion a
502C por 60 minutos, seguido de una segunda etapa de activacién de la enzima a 952C por 10
minutos. La tercera etapa de amplificacién correspondié en 45 ciclos a 952C por 15s, seguido de
30s a 562C como temperatura de anillamiento. Finalizando con la etapa de inactivacién de la

enzima a 982C por 10 minutos, la rampa de calentamiento empleado fue de 0.5C2/s.

Para todos los ensayos de ddPCR la generacién de gotas se realiz6 empleando un cartucho, al
cual se adicionaron 21 uL de la mezcla de reaccién con 70 pL de aceite y se transfirieron 41 pL
de la suspension de gotas a la placa de ddPCR. Esta fue sellada al calor con una lamina perforable
y dispuesta en el termociclador para amplificacién de los fragmentos. Las Figuras 8, 9 y 10

describen el procedimiento para la realizacién de un ensayo de ddPCR.
Evaluacion productos amplificacion

La visualizacién de los productos y tamafio de los amplicones generados para cada uno de los
genes seleccionados se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa Molecular Biology
Agarose Cat: #1613101 de baja electro endosmosis al 2% m/m, utilizando el marcador de carga

EZ Load 100 bp PCR Molecular Ruler Cat:1708353, la amplificacion se llevé cabo a 80V por 1
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hora en la camara Sub-Cell GT Horizontal Electrophoresis System Cat:1704401, la fuente
PowerPac Basic Power Supply Cat:1645050 y la visualizacion de productos mediante el
transiluminador Dark Reader DR-89X.

La presencia de dimeros de primer y otros productos no deseados de PCR se evalué mediante el
estudio de curvas de fusién de los productos amplificados. La reaccién de qPCR se realizé con
la mezcla de reaccién descrita en Verificacién de protocolos por RT-PCR usando SYBR Green
como fluoréforo en lugar de sondas, empleado el mismo perfil de amplificacién, Gnicamente

adicionando una rampa de calentamiento de 58°C a 95°C (0,1°C/ s) al finalizar la amplificacién.

3.1.3 Optimizacién de métodos por PCR digital

A diferencia de la RT-qPCR, donde los datos son procesados a una curva de amplificacién y un
valor de Cq, asociado en gran medida a la eficiencia que presente la reaccién y el efecto de
productos no deseados, inhibidores y contaminantes de la muestra, los métodos por ddPCR
obtienen resultados de fluorescencia medida al final de la reaccién, lo que practicamente elimina
estos posibles inconvenientes. Sin embargo, depende de una separacién optima entre las
poblaciones de particiones positivas y negativas, lo que conlleva intrinsecamente a la

optimizacién experimental de los métodos.

Para la optimizacién de los métodos se partié de las condiciones empleadas en la verificacion de
métodos por RT-ddPCR en un (nico paso. Se empleo la solucién de trabajo de ARN de SARS
CoV-2 suministrada por el INS, las mezclas de reaccién empleadas para la optimizaciéon métodos
se prepararon gravimétricamente en una Balanza Sartorius MSA 225 con una resolucién de 0,01
mg. Se utiliz6 como control negativo una reaccién con todos los componentes de la mezcla de
PCR, excepto ARN denominado NTC, el cual se cambié por buffer Citrato 1ImM pH 6.4. En La

Tabla 11 se muestran los pardmetros que se evaluaron en la optimizacién de los métodos.



Tabla 11. Parametros evaluados en la optimizacién de métodos por RT-ddPCR

Parametro Valores evaluados Criterio
Temperatura de anillamiento 58 C, 56 °C y 54°C. Resolucién lT’u:Zrcentaje de
Rampa de Calentamiento 29C/s, 0.59C/s Porcentaje de lluvia

La adquisiciéon de datos se realizé utilizando el programa QuantaSoft (BioRad), definiendo el
umbral de fluorescencia como un valor entre la fluorescencia de las particiones positivas y
negativas, que distingue claramente las poblaciones. El analisis de resultados se realiz6 mediante
el Software R [135] y el software QuantaSoft Analysis PRO para los ensayos tipo multiplex. Se
usé6 un volumen de particion de 0,7726nL 4+ 0,0223nL determinado previamente
experimentalmente en el INM, para calcular la concentracién de las muestras segiin la Ecuacién

1.

Los parametros seleccionados como criterios de aceptacion fueron: 1) el porcentaje de lluvia en
lo graficos de Amplitud, 2) la resolucién obtenida entre las poblaciones positivas y negativas y
3) el porcentaje de compartimentalizacién. Estos parametros fueron evaluados con el Software

R, utilizando la funcién desarrollada por Lievens et al [136].

3.1.4 Validacién de métodos por PCR

La validacion de los métodos por RT-gPCR y RT-ddPCR se realizé teniendo como objetivo su
aplicacion en la caracterizacién de los materiales a desarrollar, lo que incluye los estudios de
homogeneidad, estabilidad y asignacion de valor. Dado a la variedad de protocolos y kit's
empleados en la deteccién de SARS CoV-2, se validaron los ensayos que cubrieran las principales

regiones del genoma del virus.

Para desarrollar ese objetivo se realizé una validacién intra-laboratorio de los métodos, estimando
la concentracién en nimero de copias/uL de cada uno de los genes en modo simplex para la
amplificacién por PCR digital, y el valor de Ct asociado a un nivel de concentracién determinado
mediante RT-qPCR. Se validaron los ensayos a los cuales se les realizé el procedimiento de

verificacion (Tabla 12). Ademas se estimé la incertidumbre estandar combinada para el método
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de ensayo por RT-ddPCR de cada uno de los genes evaluados, usando los datos de desempefio

del método.

Los parametros de validacién evaluados para ambas metodologias se muestran en la Tabla 12:

Tabla 12: Parametros evaluados en la Validacién de métodos por RT-ddPCR

Parametro

Intervalo
Lineal

Precision:
Repetibilidad

Precision:
Intermedia
Variacion en
dias
Limite de
Cuantificacion

Limite de
Deteccion

RT-ddPCR RT-gPCR
Namero de  Intervalo Namero Intervalo
niveles []  copias/pL  de niveles  copias/uL

Tniveles oy 4gpg O Miveles 6o G1x108
Triplicado triplicado
Superior, Superior,
. medio e . medio e
3 niveles . . 3 niveles . .
_ inferior del o inferior del
Triplicado . triplicado: .
intervalo intervalo
lineal lineal
Superior, Superior,
. medio e ) medio e
3 niveles . 3 niveles .
) inferior del ) inferior del
Triplicado ) triplicado .
intervalo intervalo
lineal lineal

Criterio de aceptacion

-Coeficiente de variacién
-Regresion Simple
-Prueba de falta de ajuste

-Analisis de varianzas:
Dispersién inferior al 30%
como CV.

-Analisis de varianzas:
Dispersion inferior al 30%
como CV.

Nivel mas bajo de concentracién del intervalo lineal que cumpla con los criterios de

6 niveles

Triplicado 2.520.28

precisién
5 niveles
. 02y7.1
6 replicas y

Amplificacién en todas las
réplicas, conjunto al
menos nueve particiones
positivas en replicas.
(ddPCR) [137]

Menor concentracién
donde amplifiquen la
totalidad de las réplicas.
gPCR




3.2 Produccién de pilotos y Materiales de Referencia de SARS-CoV-
2

Como se mencion6 previamente, la produccién de un MR contempla como fase previa, un estudio
o produccién piloto, con el objeto de establecer y optimizar las condiciones para el desarrollo

adecuado del propésito establecido.

En este orden de ideas, en el presente trabajo se desarrollaron dos materiales de referencia, cada
uno con su estudio piloto, para ser empleados como item de ensayo y control positivo en un

ensayo de aptitud y en un taller de transferencia técnica respectivamente.

Teniendo en cuenta que las etapas de produccién son comunes a los dos materiales y sus pilotos,
a continuacién, se presenta la descripcion detallada de la produccién del piloto del material a
ser empleado como item de ensayo. Las particularidades como la variacién en la cantidad de
unidades producidas, temperaturas evaluados en los estudios de estabilidad y demas factores de
las tres producciones restantes se resumen en Las Tablas 14 y 16; No obstante, cada material

tendra una descripcion general del material.

3.2.1 Produccion piloto item Ensayo MR SARS-CoV-2

Teniendo en cuenta que el material se requeria como item para un ensayo de aptitud, donde
una vez preparado tendria que ser transportado hasta los laboratorios, donde serian almacenados
por una o dos semanas, para luego ser medidos mediante RT-PCR, el estudio piloto se disefié
para establecer las condiciones de preparacion, embalaje, transporte, almacenamiento, asi como
de medicién, de manera que fuese adecuado para este propdsito por un término de al menos un

mes, siendo este el tiempo presupuestado para la ejecucion del EA.

Acorde con lo anterior, la produccién del piloto se centr6 en la evaluacién de la homogeneidad
y la estabilidad del item de ensayo por un periodo de 4 semanas a diferentes temperaturas, asi

como definir actividades no contempladas previamente para el plan de produccion.

La produccién del piloto consistié en una dilucién gravimétrica de la solucién de trabajo (SARS

ST) preparada a partir del MR RGTM-10169 de NIST, en 3 niveles de concentracién nominal
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(1000 copias/uL, 100 copias/uL y 10 copias/uL), con el objeto de tener suficientes unidades

para evaluar la homogeneidad y estabilidad a corto plazo.

3.2.1.1 Preparacion gravimétrica de los niveles seleccionados

8.0 mL de buffer citrato de sodio 1 mM pH 6.5 (Thermofisher AM 7001), se suplementarén con
RNA total humano (Invitrogen, AM7858), a una concentracién final de 0.5 ng/uL de manera
que simule las muestras reales donde el RNA viral es extraido junto con RNA humano.
Posteriormente se realizé la mezcla de los dos fragmentos que contienen el MR RGTM 10169,
la que se diluyé gravimétricamente con el buffer suplementado con RNA total humano hasta
obtener soluciones del valor nominal establecido. La Tabla 13. presenta la codificacién asignada

a cada uno de los niveles preparados.

Tabla 13. Resumen produccién piloto Item Ensayo MR SARS-CoV-2

Nivel  Concentracion nominal (copias/pL) Cédigo  Unidades preparadas

1 1000 MR-N1 22
2 100 MR-N2 22
3 10 MR-N3 24

3.2.1.2 Envasado y etiquetado

El envasado de los diferentes niveles se hizo en viales de 500 uL de polipropileno con tapa rosca,
libres de DNAsas y RNasa, en cada vial se dispensaron 80 pL de la solucién de RNA de SARS
CoV-2. Todos los viales empleados para el material se etiquetaron previamente, utilizando
etiquetas preimpresas, plastificadas y resistentes a refrigeracion, con dimensiones 2 cm de ancho

x lem de alto.

3.2.1.3 Almacenamiento

El almacenamiento del material se realiz6 a las temperaturas establecidas en el disefio del estudio

de estabilidad: 4°C, -202C y -702C durante 30 dias en cajas plasticas de almacenamiento.



3.2.1.4 Homogeneidad

Para el estudio de homogeneidad se emplearon 3 viales por nivel, segin el 10% de la cantidad
total del lote acorde con la guia 1ISO-35, seleccionados mediante un esquema de aleatorizacion
sistematico, y medidos por RT-dPCR y RT-qPCR, por triplicado empleando el ensayo E Charité.
La evaluacion del grado de heterogeneidad del material se evalué a través de un anélisis de
varianza de un factor (Vial), realizando previamente la prueba de Hartley para verificar la

homogeneidad de varianzas. El grado de homogeneidad se establecerd a partir de un ANOVA.

3.2.1.5 Estabilidad a corto plazo

Para la evaluacion de la estabilidad se empled un estudio is6crono, evaluando el material en los
tres niveles de concentraciéon a 42C y 20°2C, tomando como referencia -702C. Se midieron 4
puntos en el tiempo en semanas; t=1, t=2, t=3 y t=4, por cada punto tiempo/temperatura se
midieron dos unidades por triplicado. La evaluacién se realizé por RT-ddPCR para los niveles 1
y 2, y por RT-qPCR para los 3 niveles (Figura 18). La evaluacién de estabilidad se hizo mediante
una regresién lineal simple evaluando la existencia de una correlacién entre la variable tiempo y
respuesta instrumental y la estimacion de incertidumbre asociada a la estabilidad del material

mediante la Ecuacién 4.

Figura 18. Disefio experimental tipo isécrono del estudio de estabilidad a corto plazo para uno de
los niveles de concentracion producidos del piloto de IEA SARS CoV-2.
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3.2.1.6 Caracterizacion

Se empleo un método en un solo laboratorio para hallar el valor de la propiedad, empleado el
método de RT-ddPCR validado, la incertidumbre del material estd compuesta por el modelo

matematico empleado en la estimacién y la precision de los valores concentracion obtenida.

3.2.1.7 Asignacién de valor

Dado que el material producido es un piloto, se emplearon los datos obtenidos en el estudio de
homogeneidad para hallar el valor de la propiedad mediante RT-ddPCR, empleando el gran
promedio de las mediciones realizadas, por lo que no se consideré necesario realizar una
asignacion de valor adicional para calcular de manera independiente el valor de concentracién
de los niveles preparados. Por otra parte la incertidumbre se estimé por combinacién de las

incertidumbres asociadas al modelo de medicién.

Los experimentos realizados por RT-ddPCR y RT-qPCR, se realizaron empleando el ensayo E

Charité previamente validado en ambas técnicas.

3.2.2 Produccién normalizada del item de ensayo de Aptitud: Material de
Referencia deSARS CoV-2

La Tabla 14. resume las condiciones para la preparacién del material a ser empleado como item
de ensayo, junto a su piloto. Se retoma la informacién mencionada en el numeral anterior como

ejemplo detallado de la preparacion.



Tabla 14. Resumen produccién MR-IEA SARS-CoV-2

) Piloto Item ltem
W Ensayo Aptitud Ensayo Aptitud
Material de RGTM - 10169 RGTM - 10169
Partida NIST NIST
3 Niveles de 3 Niveles de 2 Blancos:
Concentracién Concentracién Concentracién SARS o B”F;er (I\:Altralfloﬁd: sodio
. mM pH 6.
(copias/pL) 1000, 100 y 10 1000, 100 y 10 2: Buffer +RNA humano
copias/uL copias/pL 0.5 ng/uL
Unida‘iles Qi;::.ﬁi:fs 200 uni&.:lades Cada panezl‘?:gnli’i?arr::lgsmateriales
Producidas por nivel Uno por nivel de concentracion
Contenido: . Contenido:
Vial: 80pL ARN de 1ak 80pL ARN de Cada panel almacenado
Erwasado 500pL de SARS CoV-2 SETAL d SARS Cov-2 0 e"|b°|§a_5 ’
Et'qUEtado Polipropileno Etiquetado: Polipropileno Etiquetado: ylar ajuminizadas
2cmxlem 2emxlem

Al ient 4°C, -20°C, Durante 42C: Paneles para distribucion y caracterizacion

macenamiento -709C 30 dias -709C: Estudios de estabilidad

Acorde al .
n 3 unidades por 0 15 unidades por Raiz cuadrada

Homogeneidad nivel: -_— lopf)ojzl::;;al nivel: T # de unidades producido

18 unidades/nivel

Estabilidad a Corto Plazo
t=1,2,3,4 Semanas

10 unidades/nivel
Estabilidad a Corto Plazo Disefio Isocrono T,..—70°C

t=1,2,3,4 Semanas RT-gPCR  Test= 42C

Estabilidad Disefio Isécrono 8 unidades/nivel
RT-qPCR Estabilidad a Largo Plazo Disefio Clasico T..=702C
Trer=T702C  Test=202C Vi 42C t=12,16,24,44 Semanas RT-QPCR Test= 42C
C .. Método de Métedo de
aracterizacion un Gnico laboratorio. un Gnico laboratorio.
. . Valores de Ct para
i 5 unidad I
Incertidumbre unidades/nive Ensayos restantes
i » Se emplean a partir de: RT-ddPCR RT-qPCR
Asignacion valores de _Modelo Medicisn Ensayo E Charite Ensayo E Charite
) yo ari
de Valor homogeneidad  _Homogeneidad
-Estabilidad Incertidumbre -Modelo Medicién

-Homogeneidad
-Estabilidad

a partir de:

La preparacion del IEA-SARS COV-2 se realiza a partir del MR RGTM 10169; especificamente,
se preparé una solucién stock de trabajo, con una concentraciéon aproximada de 5 x 10°
copias/uL cuantificada por RT-ddPCR. Para diluir esta solucién stock de trabajo, se fortificaron
80 mL de buffer citrato de sodio 1 mM pH 6.4 (Thermofisher AM 7001) con ARN total humano
(Células T leucemia — Jurkat Thermofisher AM7858) a una concentracién final de 0.5 ng/pL.
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Posteriormente se diluyé gravimétricamente la solucién stock de trabajo del material RGTM
10169 con el buffer fortificado hasta obtener tres soluciones de 20 mL de tres niveles de
concentracién diferentes, con valor nominal de 1000, 100 y 10 copias/uL. Por separado, se
prepararon dos blancos, uno con buffer citrato fortificado con ARN total humano, y otro
Gnicamente con buffer citrato. Cada nivel de concentracién preparado y previa al dispensado de
la solucién a cada vial, las diluciones se agitaron en un agitador orbital durante 10 minutos para

asegurar su homogenizacion.

Figura 19. Esquema del disefio experimental del estudio de estabilidad a corto plazo para uno de los
niveles de concentracién producidos MR-IEA SARS CoV-2.
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En la Figura 19 se muestra el disefio experimental empleado para el estudio de homogeneidad
del material. La incertidumbre asociada a la heterogeneidad del material se establecié en un

valor igual o inferior al 2%, en funcién de los resultados obtenidos en el piloto.



La caracterizacién del material se realizé mediante un método de Gnico laboratorio empleado el
ensayo E Charite por RT-ddPCR, por otro lado, se us6 qPCR para hallar el valor informativo
del material, mediante la obtencién de los valores de Ct asociados a cada material, nivel de

concentracion y ensayo empleado.

3.2.3 Produccién piloto del Control Positivo de SARS CoV-2

La produccién de un piloto del Material de Referencia a ser utilizado como control positivo, se
realiz6 para brindar informacién acerca de la evaluacién de la homogeneidad y la estabilidad del
Material por un periodo de 6 meses a diferentes temperaturas. Ademas evaluar el uso de un
buffer alternativo al empleado en la produccién del Piloto de IEA-MR SARS CoV-2, para
establecer la aptitud para el fin previsto, y definir actividades no contempladas previamente con

el objetivo de optimizar la futura produccién normalizada del material.

Teniendo en cuenta que el buffer citrato de sodio, es empleado para el almacenamiento de RNA
en solucién, en el presente estudio se evalué la estabilidad de un piloto en buffer citrato pH 6.3
preparado en el laboratorio y de un buffer comercial empleado en la produccién del IEA-MR
SARS CoV-2, (Thermofisher AM 7001). Se empleo el Material de Referencia EURM-019 del

JRC para la produccién de ambos pilotos.

El primer piloto producido inicio con la preparacién del buffer Citrato 1.1mM pH 6.3 a partir de
Sodio citrato di-hidrato, Merck Cat:234265, seguido de un tratamiento con Dietil-pirocarbonato
(FisherScientific, Cat: 10052140) durante 24 horas finalizando con un proceso de auto-clavado

durante 22 minutos a 105°C, esto con el fin de degradar las enzimas tipo RNAasa y DNAasa.

A partir del buffer citrato de sodio 1.1mM pH 6.3 preparado anteriormente y el MR EURM-19,

se realiz6 una dilucién de 4.1mL a una concentracién de 1x10° copias/pL.

El segundo piloto producido se realizé a partir de 15.0 mL de buffer citrato de sodio 1 mM pH
6.5 (Thermofisher AM 7001), el que se fortific6 con RNA total humano a una concentracién
final de 0.5 ng/pL. Se diluy6 gravimétricamente el material MR EURM-19 con el buffer

fortificado hasta obtener soluciones del valor nominal de 1000 copias/uL y 10 copias/uL.
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En La Figura 20 se muestra el disefio experimental para la evaluacién de estabilidad a largo
plazo para un anico nivel de concentracion. El disefio utilizado fue similar al utilizada para revisar

los demas niveles de concentracién evaluados en el estudio de estabilidad.

Figura 20. Esquema del disefio experimental del estudio de estabilidad a corto plazo para uno de los
niveles de concentracién producidos del piloto MR Control Positivo SARS CoV-2.
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3.2.4 Produccion normalizada del Material de Referencia: Control Positivo
SARS-CoV-2

La produccion de un control positivo para la medicién de SARS-CoV-2 se realiz6 con el objetivo
de ser empleado en un taller de transferencia tecnica para la verificacién de algunos de los
parametros de desempefio implementados por los laboratorios que realizan deteccién de SARS
CoV-2 por RT-gPCR como la precision que obtienen en sus mediciones o los Limites de
Deteccién asociados a sus métodos. Adicional a esto, los laboratorios no cuentan con un patrén

o estandar de concentracién conocida, por lo que puede ser empleado para este fin.

Debido a la variedad de métodos enfocados a distintas dianas de deteccion que emplean para la
deteccion los laboratorios: E, RdRp, N, M ORF8, S, se decidié usar los materiales de EURM-
019 JRC y RGTM10169 NIST con el fin de ampliar la cobertura de los métodos y brindar mas
alternativas a los laboratorios. La produccién del material control positivo de SARS-CoV-2 se

realizé acorde a los requisitos de la norma ISO 17034:2016 [86].

3.2.3.1 Dilucién gravimétrica de niveles Control Positivo

A partir de los materiales de partida se prepararon dos niveles de concentracién asi: con el MR
RGTM 10169 se prepararon los materiales NIPC-1 y NIPC-3, mientras que con el MR EURM-
019 se prepararon los materiales JIPC-1 y JIPC-3. Se diluyerén gravimétricamente los materiales
con el buffer citrato de sodio 1 mM pH 6.5 (Thermofisher AM 7001) hasta obtener dos
soluciones, en alta y baja concentracién. Las diluciones preparadas se agitaron en un orbital
durante 40 min para asegurar su homogeneizacién antes de ser dispensadas en los viales.

En la Tabla 15. se muestra el resumen de la produccién de los materiales y la cantidad de
unidades por nivel de concentracién.

Tabla 15. Resumen produccién Control Positivo MR SARS-CoV-2

Material Concentracion Unidades preparadas
NIPC-1 Alta 65
NIPC-3 Baja 65
JIPC-1 Alta 65

JIPC-3 Baja 65
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NTC Control negativo / Diluyente 65

Los viales se empacaron en paneles conformados por 5 viales compuestos por los cuatro niveles
preparados, NIPC-1, NIPC-3, JIPC-1 y JIPC-3 y buffer citrato ImM (NTC). La seleccién de los
viales asignados a cada panel se realizé de forma aleatoria. En este empaque los 5 viales que
componen cada panel se dispusieron en un soporte plastico para 6 tubos de 500 pl; este soporte
plastico se empacé en una bolsa plastica transparente sellada por calor. Finalmente, se empacé

en una bolsa aluminizada.

En la Figura 21. se muestra el disefio experimental para uno de los niveles y materiales (NIPC-
1, NIPC-3, JIPC-1 y JIPC-3) empleado para en estudio de estabilidad del material. El esquema

metodoldgico es el mismo para los demas niveles de concentracién producidos.

Figura 21. Esquema del disefio experimental del estudio de estabilidad a corto plazo para uno de los

niveles de concentracién producidos Control Positivo MR-SARS CoV-2. El esquema aplica para los
materiales NIPC y JIPC.
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La Tabla 16. resume las condiciones para la preparacién del control positivo, junto con sus
pilotos. Se presentan las condiciones de almacenamiento, envasado y caracterizacién de los
materiales producidos, el procedimiento detallado es similar al mencionado para el piloto del

IEA-SARS CoV-2



Tabla 16

. Resumen produccién de Pilotos y MR Control Positivo SARS-CoV-2

MR

Control Positivo SARS CoV-2

Material de
Partida

Concentracion
(copias/pL)

Unidades
Producidas

Envasado
Etiquetado

Almacenamiento

Homogeneidad

Estabilidad

Caracterizacion

Asignacién
de Valor

Piloto
Control Positivo
EURM-019
JRC
1 Niveles de 2 Niveles de
Concentracién Concentracién
1x10° 1000 y 10
Buffer In-house | Buffer Comercial
40 unidades
por nivel

Contenido:

Vial: 80pL ARN de
500pL de SARS CoV-2
Polipropileno Etiquetado:
2cmxlcm
4°2C, -20°C, Durante
-70°C 6 Meses
Acorde al

4 unidades por

ey 10% del total
nivel:

producido

12 unidades/nivel
Estabilidad a Largo Plazo
t=1, 2, 3, 4, 5, 6 Meses
Diserio Clasico
RT-qPCR
Tref=T702C Tes=209C y 49C

Meétodo de
un Gnico laboratorio.

Incertidumbre
Se emplean
valores de
homogeneidad

a partir de:
-Modelo Medicién
-Homogeneidad
-Estabilidad

RGTM
NIST

[IPC 10 100.000 JIPC-1: 10.000

10169

EURM-019
JRC

2 Niveles de concentracién por material de Partida:

Blanco:
Buffer citrato de

NIPC-3: 100 JIPC-3: 100 sodio ImM pH 6.4
. 65 Paneles
65 un|qades Cada panel contiene 5 materiales
por nivel Uno por nivel de concentraciéon
. Contenido:
Vial: 100pL ARN de Cada panel almacenado
500pL de SARS CoV-2 en bolsas Plastica
Polipropileno =iz Sellada al calor.

2.5¢cmx]1.5cm

42C: Paneles para distribucién y caracterizacién

8 unidades por
nivel:

10 unidades/nivel

Estabilidad a Largo Plazo
t=2,4,6,8 Semanas

Raiz cuadrada
# de unidades producido

Disefio Clasico T 49C
RT-qPCR =

Método de
un dnico laboratorio.

5 unidades/nivel
RT-ddPCR

Valores de Ct para
Ensayos restantes
RT-qPCR

Ensayo E Charite

Incertidumbre

a partir de:

-Modelo Medicion
-Homogeneidad

-Estabilidad

—
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3.3 Actividades de transferencia técnica

3.3.1 Ensayo de Aptitud

Como un ejercicio externo a los laboratorios de la red ampliada para la deteccion de SARS-CoV-
2, se desarrollo un Ensayo de Aptitud, como un ejercicio interlaboratorio, con el objeto de evaluar
el desempefio de los laboratorios para la deteccion del virus SARS-CoV-2 por RT-qPCR. El
ejercicio requiere que los laboratorios participantes midan la misma muestra o ltem de Ensayo
de Aptitud (IEA), por lo que la naturaleza y calidad de este debe ser adecuada, de manera que
los resultados obtenidos por los laboratorios dependan de su desempefio, y no, como una
consecuencia del IEA. En este sentido se empleo el Material [tem de Ensayo MR-SARS CoV-
2, desarrollado en la primera parte para la ejecucion del EA, de acuerdo con los requisitos de la

norma NTC ISO/IEC 17043:2010 y la NTC I1SO 13528:2017.

La organizacién general de este ensayo de aptitud se realizé en colaboracién con el Instituto

Nacional de Metrologia y el Instituto Nacional de Salud.

A pesar de la naturaleza del disefio del EA siendo este un ejercicio cualitativo, que solo evalua
la deteccion o no del IEA, se requeria asegurar la concentracién de las muestras enviadas a los
laboratorio para tener certeza en la evaluacién realizada a los laboratorios. Es importante
mencionar el alcance que se contemplé en la evaluacion del EA, dado que Gnicamente se evalud
las etapas de deteccién por PCR a partir de una solucion de ARN de SARS CoV-2, no se
contempla la etapa de toma de muestras por alguno de los métodos existentes, o la etapa
relacionada con la extracciéon de la muestra; Si no, Gnicamente la retrotranscipcién del ARN a
ADN y su posterior amplificacién por técnicas de PCR. Adicional a esto se realiz6 una evaluacién
preliminar del comportamiento del material producido en las denominadas plataformas cerradas,

que ejecutan un proceso de extraccién y amplificacion automatizada. El objetivo de esta



evaluacién es validar el desempefio del IEA en estas plataformas asegurando que los procesos de

extraccion realizados por el instrumento no afectan la integridad del MR.

En la Figura 22. se muestra un diagrama que ejemplifica un procedimiento de rutina para la
deteccion de virus mediante PCR, asi como de delimitan las actividades del procedimiento que

son cubiertas por el EA.

Muestreo

Anélisis de

Datos /

Extraccién Retro-
de RNA \ transcripcién

Plataforma Analisis de

\ cerrada de PCR Datos /

Figura 22. Esquema de cobertura del Ensayo de Aptitud para la deteccién de SARS CoV-2 mediante

RT-qPCR, los recuadros Rosa indican las etapas contempladas para esta actividad. *Las Plataformas
cerradas de PCR son aquellas que realizan el proceso de extraccion de RNA, Retro-transcripcion y
amplificacién en un dnico instrumento sin intervencién del experimentador.

3.3.2 Taller de Transferencia técnica

Posterior a la ejecucion del Ensayo de Aptitud se desarrollé un taller de transferencia técnica
para la verificacion de algunos de los parametros de desempefio implementados por los

laboratorios a partir del MR Control Positivo SARS CoV-2 descrito en la seccién 3.3.4.

El ejercicio se realiz6 en colaboracién con 38 laboratorios, en el que cada uno de ellos recibié
un panel de cinco (5) viales, 2 viales marcados como NIPC-1 y NIPC-3 con etiqueta de color

amarillo, dos viales marcados como JIPC-1 y JIPC-3 con etiqueta de color rojo, y un blanco
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marcado como NTC de color azul. En la Figura 23. Se muestra la presentacion del panel enviado

a los laboratorios para su analisis.

[T —— Ne— Mm—’ R — Erse—ry

|

=

Figura 23. Panel de la actividad de Transferencia, el panel cuenta con 5 materiales de SARS CoV-2
de distinta concentracién para la evaluacién de parametros de medicién por qPCR.
El objetivo del taller era que cada laboratorio participante preparara una curva de calibracién

que cubra un intervalo amplio de concentracién a partir de los materiales suministrados de la

siguiente manera:

Si se selecciona el material JIPC, a partir de este preparar una dilucién 1:20 y del material JIPC-
3 dos diluciones seriadas 1:10. Si se selecciona el material NIPC, a partir de este, preparar dos

diluciones seriadas 1:20, y del material NIPC-3 una dilucién 1:10.

Las diluciones del material se podian preparar volumétrica o gravimétricamente, dependiendo de
las condiciones del laboratorio. En la Figura 24. se muestra la construccién de la curva de
calibracién a partir del Material NIPC-1 y NIPC-3 donde los puntos rojos son las diluciones a

preparar por los laboratorios participantes.

Figura 24. Curva de Calibracién ilustrativa a partir del material NIPC




Los laboratorios participantes reportaron los resultados obtenidos, en el un formato digital de
captura de datos (Figura 25), el que permitié calcular la eficiencia de la reaccién, asi como la
precision por repetibilidad para cada uno de los niveles evaluados por gen o diana de deteccién
evaluada, asi como parametros metodolégicos como equipos, kits de amplificacién y volimenes
empleados en sus ensayos experimentales. Por otro parte el formato permite el reporte de
resultados de medicién adicionales que sean realizados en el tiempo, funcionando como carta de

control de los resultados obtenidos.

Figura 25. Formato de Captura de Datos compartido a los laboratorios para el reporte de los
resultados obtenidos en los procesos de medicién del taller de transferencia.
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4. Resultados y discusion

4.1 Verificacion de métodos

4.1.1 Verificacion in sillico de oligonucleétidos

Las secuencias fueron obtenidas en formato FASTA en el NCBI para cada una de las 10
secuencias utilizadas. Por otra parte, a partir del genoma de referencia (NC 045512.2) se
identificaron las regiones correspondientes a cada uno de los primers en cada uno de los genes
de interés: E, N, RdRp y S, con la ubicacién de estos se generaron formatos FASTA individuales

con las secuencias de estas regiones para cada uno de los genomas.

Para estimar la cercania entre las secuencias, se realiz6 la construccién de un arbol filogenético.
Inicialmente se realiz6 un Alineamiento Multiple de Secuencias mediante el Software JalView
[138], se utiliz6 ClustalQ como algoritmo de alineamiento, el MSA se realizé para la regién que
codifica al gen S en los 10 genomas seleccionados. Los arboles de filogenia generados se muestran

en la Figura 26.

Figura 26. Arbol filogenético generado mediante ClustalO para las secuencias del gel S envariantes
SARS CoV-2.

Omicron
Wuhan-Hu-1
Gamma
Lambda

Mu_H

Deltal

DeltaJ

DeltaA



En la filogenia se observa un agrupamiento de acuerdo con la identidad, donde se evdencia que
la variante Omicron presenta mayor variabilidad del genoma, o sea mayor distancia respecto a
las demas variantes. También se observa como las distintas sub-variantes Delta se agrupan en
un solo grupo, mostrando su similitud. EI genoma de referencia (Wuhan) se encuentra cercano
a las variantes que de menor diversidad. A pesar de esto, es necesario contar con una mayor
cantidad de secuencias para establecer un arbol filogenético mas robusto [139] para establecer
relaciones de mayor profundidad. Sin embargo, se puede concluir que las secuencias
seleccionadas para verificar los oligonucleétidos seleccionados son correctas, ya que se presenta
una separacién por clados de acuerdo con la esperada dada la evolucion de las variantes del

virus[140].

Despues, se realizé la verificacion de los primer y sondas asociados a cada uno de los protocolos
mediante la herramienta bioinformatica EMBOSS Stretcher [141] la que permite calcular una
alineacién global éptima entre secuencias usando una modificacién del algoritmo de
programacién dinamica. Se realizo el alineamiento entre los oligos y las secuencias asociadAs a
las regiones que codifican los genes en particular de cada ensayo, utilizando las secuencias
complementarias de los primers Reversos, simulando en este caso la obtencion de un cDNA. A
continuacién, se muestran los resultados de los alineamientos generados para cada uno de los
protocolos (Figura 27). Se evidencian 5 mutaciones con respecto al genoma de referencia, estas
se encuentran principalmente en la variante Omicron y Delta. Debido a la alta variabilidad
genética del SARS CoV-2 es un resultado esperado, las mutaciones que presenta son Mutacién
C —T en la region del Primer Fy A -G, T—C, T>A, A>T en la regién del primer R. Para
las demas variantes el ensayo muestra un alineamiento perfecto, demostrando su idoneidad como

ensayo de deteccion de PCR.
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Figura 27. Alineamiento Mltiple de las secuencias analizadas y las secuencias de primer y
sondas del protocolo E Charite.
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Figura 28. Alineamiento Multiple de las secuencias analizadas y las secuencias de primer y
sondas del protocolo N1 (China).
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La figura 28. evidencia un comportamiento similar al protocolo E charite, donde las mutaciones

se presentan en las variantes 6micron y Delta, Aunque en menor medida lo cual da como indicio



un anillamiento con mayor favorabilidad en una medicién por PCR, las mutaciones que presenta

son G —»C, C —T en la regién del Primer F y C -G, C —A para la region del primer R

Figura 29. Alineamiento Maltiple de las secuencias analizadas y las secuencias de primers y sondas
del protocolo N2-(CDC-USA).

Wuhan'1-1260
Omvcron/1-1281

Wuhan/1-1260
Omicron/1-1251
Mu-H/1-1260
Lambda/1-1260
Beta/1-1260
DeltaA/1-1260
Deltal/1-1260
AFaV1/1-1190
Gamma/1-1260
Delta/1-1260
Primer_N1_China_F1-22
Primer_N1_China_R/1-22
Prode_N1_China/1-20
Primer_N2_COC_#/1-20
Primer_N2_CDC_R/1-18

Primer_N2_COC_R_Comglemento/1-18

Prove_N2_COCN-23

BB >P P >>-

1170

LJ T
Primer F Sonda

En laa Figura 29 se muestra el alineamiento para el Protocolo desarrollado por el CDC de EEUU

que amplifica la region del gen N, este a diferencia de los anteriores protocolos presenta un

alineamiento total para todas las regiones de primer y sondas, lo que infiere una alta eficiencia

en el anillamiento de primer para las variantes estudiadas.

Finalmente, en la Figura 30 se muestra el alineamiento para el protocolo que amplifica en gen

RdRp, este presenta un bajo indice de mutaciones en la regién estudiada con mutaciones

puntuales de G —A en la region del primer F y C —G en la region del primer R y ambas se

encuentran distanciadas de los extremos y sumado a que las mutaciones son en un solo

nucleétido por primer es altamente probable en anillamiento de los primer durante la reaccién

de PCR.



10 FORTALECIMIENTO DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS QUE REALIZAN DETECCION DE
SARS-COV-2 POR PCR A TRAVES DEL DESARROLLO DE HERRAMIENTAS METROLOGICAS
PARA EL ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS DE MEDICION

Figura 30. Alineamiento Mltiple de las secuencias analizadas y las secuencias de primer y
sondas del protocolo RdRp (Francia)
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Al desarrollar las verificaciones de la complementariedad de los oligonucleétidos de primers y
sondas utilizados en los principales métodos de deteccién de SARS CoV-2 frente a la secuencia
gendémica de algunas de las variantes comunes se evidencia que en algunos casos se presentan
mutaciones en estas regiones del tipo SNP’s, lo que es relativamente comin dado la variabilidad
genética que presenta esta familia de virus [142]. La region que codifica a la proteina S presenta
un mayor namero de variaciones, frente la secuencia complementaria de primer directo o
fordward (tres cambios), lo que podria afectar el apareamiento de este iniciador al molde de

cDNA, o alterar la eficiencia de la reaccién de PCR.

Por otro lado, los ensayos restantes presentan mutaciones tipo SNP's en menor medida, con
una mutacién. Al ser una mutacién puntual, el anillamiento que ocurra en la reaccién de PCR

es muy probable y funcionaria como una especie de primer degenerado [143].
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4.1.2 Verificacion de métodos por PCR

Retrotranscripcion y amplificacion por gPCR en dos pasos

Al verificar los protocolos de qPCR recomendados por la OMS empleando una estrategia de

amplificacién y obtencién de cDNA en dos pasos a partir del extracto de RNA de SARS CoV-2

suministrado por el INS, se observa una amplificacién normal de comportamiento exponencial,

En la Figura 31 se muestran las curvas de amplificaciéon obtenidas, en azul se muestran los

ensayos usando sondas marcadas con FAM y en verde las marcadas con sodas HEX.

Figura 31. Curvas de Amplificacién de ensayos por qPCR empleado una metodologia de

retrotrancipcion en dos dados, para la deteccion de SARS CoV-2, Se emplea RNA de SARS CoV-2
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En relacion con la fluorescencia maxima obtenida en las curvas de amplificacion, la maxima es
de 1200 UFR para ambos canales empleados. Los resultados obtenidos permiten soportar el
correcto funcionamiento de los ensayos acorde a las condiciones reportadas en los protocolos de

cada método.
Visualizacién de productos de amplificacion por electroforesis

A partir de los productos de amplificacion se revisarén mediante electroforesis en gel de agarosa,
como se muestra en La Figura 32, el tamafio de los fragmentos es el esperado (Tabla 9),
evidenciando una amplificacién especifica para los productos deseados. Los carriles 1-7 de la
Figura 32, corresponden a los blancos de reaccién de cada ensayo respectivamente, no se
evidencian productos residuales o secundarios en los blancos que sean detectables mediante

electroforesis.

Figura 32. Gel de agarosa con productos de amplificacién de SARS CoV-2 por PCR.
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De igual manera de construyeron curvas de fusién o melting para cada uno de los ensayos para
evidenciar la especificidad del ensayo [144]. Las curvas de fusién se obtuvieron utilizando

SYBR(®) Green como fluoréforo, dada su naturaleza de agente intercalante, lo que hace posible



evidenciar fragmentos de ADN de doble cadena con mayor sensibilidad la obtenida mediante
electroforéticas [145]. La particularidad que presentan los ensayos de fusién es la capacidad de
obtener la temperatura especifica a la cual el 50% del ADN tiene sus hebras separadas de los
fragmentos debido al aumento de la temperatura y desestabilizacién de los puentes de hidrogeno,
cada fragmento seglin su tamafio y naturaleza de los nucleétidos presentara una temperatura
especifica. La Figura 33. muestra las curvas de fusion obtenidas, con temperaturas de fusién de
772C (E Charite), (E INM), (RdRp), 80.58C (N1-China), 79.5°C (N2-CDC), 822C (RNAsaP) y
77°C (Spike).

Figura 33. Gel de agarosa con productos de amplificacién de SARS CoV-2 por PCR.
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Retrotranscripcion y amplificacion en un paso OneStep por RT-gPCR

A partir de los resultados obtenidos en la amplificacién en dos pasos (obtencién de cDNA y
posterior amplificacién en experimentos individuales) se realizé el ensayé de verificacién del
montaje en un unico paso empleado el kit iTaq Universal Probes One-Step Kit- Este kit permite
la sintesis de cDNA y amplificacién en el mismo vial de reaccién, Minimizando el tiempo
implicado en cada ensayo. En la Figura 34. se muestran dos curvas de amplificacién con la diana
E Charite y RdRp, cubriendo un intervalo de 2.4x10° a 2.5 copias/uL distribuidos en siete niveles
de concentracién obtenidos en diluciones seriadas disminuyendo un orden de magnitud en cada

una.

Figura 34. Curvas de Amplificacién de ensayos por qPCR, para la deteccién de SARS CoV-2, Se
emplea RNA de SARS CoV-2
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Se observa una amplificacién optima para un ensayo de qPCR, mostrando un comportamiento
de amplificacion sigmoidal, con una disminucién de =3.35 ciclos al disminuir un orden de
magnitud en la concentracién de las muestras evaluadas. A partir de los valor de Ct obtenidos
se construyé una curva de calibraciéon como evaluacion preliminar del intervalo lineal, para asi

obtener informacién acerca de la eficiencia de la reaccién. En la Figura 35 se presentan las curvas




Cq

obtenidas, con valores de eficiencia de 91.9% para la diana E Charite y 101.6% para RdRp,
obtenidas mediante La Ecuacién 6, donde m es la pendiente de la regresion lineal obtenida en

las curvas de calibracién.

-1

Ecuacion 6. %E = (10(7”1) —1) x 100

Los valores de eficiencia se encuentran dentro de los parametros de un ensayo optimizado de
qPCR [146], siendo este un resultado cercano a otros ensayos reportados y de uso comin para
la deteccion de SARS CoV-2. Por lo tanto, se concluye que no es necesaria una optimizacién
del método por RT-qPCR, tomando estas condiciones como punto de partida para los ensayos

de amplificacién por ddPCR.

Figura 35. Curva de amplificacién para la evaluacién preliminar del intervalo lineal y la
eficiencia de la reaccion.
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Retrotranscripcion y amplificacion por ddPCR en dos pasos

A partir de las condiciones de amplificacion empleadas en RT-qPCR se realiz6 la verificacion de
métodos de deteccién de SARS CoV-2 por ddPCR en modo gotas. Inicialmente se partié con un
cDNA generado a partir de ARN de SARSCoV-2, que se utiliz6 como molde de amplificacién en

la preparacién de mezclas y generacion de gotas para cada reaccién. La verificacion se realizé
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inicialmente para los ensayos de E Charite, RdRp, N2, la temperatura de anillamiento usada

durante el programa de amplificacién fue de 58C2 para las tres dianas de deteccién.

La visualizacién de resultados por ddPCR se basa en una optima separacion de las poblaciones
o clusteres positivos y negativos, en un esquema visual denominado grafico de amplitud. En este
el eje X se representa el nimero de particiones leidas por el instrumento y el eje Y representa la
sefial de fluorescencia asociada a cada una de las particiones. También es comin la
representacion de resultados partir de un histograma de frecuencias en funcién de la fluorescencia
de las particiones, este altimo siendo de gran ayuda en la designacion de un umbral para la
separacion de las poblaciones positivas y negativas. La Figura 36. muestra los graficos de
amplitud y de frecuencia nombrados A y B respectivamente para la verificacién de los ensayos
E Charite, RdRp, N2. Las poblaciones Azules representan las amplificaciones positivas en la
reaccién, las rojas representan las poblaciones de particiones con amplificacién negativa, y
finalmente los puntos amarillos o lluvia, que representan particiones con reacciones incompletas
que al finalizar el programa en el termociclador aun no contienen la misma cantidad de productos
de PCR que se esperan. Se pondria considerar una eficiencia menor en la amplificacién, ya sea
por cADN degradado, una formacién irregular de las gotas, o la presencia de inhibidores en la

PCR.

Las graficos de frecuencia, en el caso de ensayos optimizados muestran dos picos con alturas
variables en funcién de la concentracién de la muestra, uno para la poblacién de negativos y
otro para los positivos, como es el caso de los ensayos realizados para E Charite y N2, donde se
evidencia la presencia de dos poblaciones tantos en los graficos de frecuencia (A, C), como en
los graficos de amplitud (B,D), la separacién entre ambas poblaciones es 6ptima para la

cuantificacion basado en copias/uL para las muestras a analizar.



ficos de amplitud (A) y frecuencia (B) para los ensayos preliminar de amplificacién
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Sin embargo, para el ensayo enfocado en la diana RdRp, no se presenta un comportamiento de
amplificacién similar. En este no se presenta la bimodalidad vista anteriormente, Solo se obsera
un unico pico asociado a particiones negativas y puntos sin resolver con valores de fluorescencia
cercanos a la poblacion de negativos y que llegan hasta un maximo de 5000 unidades de
fluorescencia. Este tipo de resultado esta asociado a la necesidad de optimizacién del método,
principalmente el estudio de temperaturas de anillamiento, siendo el factor de mayor impacto

en los ensayos por ddPCR [147], [137].

Finalmente, con relacién a la lluvia presente en los resultados se observé pocos eventos entre la
poblacién de positivos y negativo para los ensayos E Charite, y N2, especialmente en este dltimo,
indicando que el ensayo no requiere una etapa de optimizacion. No obstante, a pesar del bajo
niamero de ampliaciones intermedias (lluvia) para la diana E Charite, esta puede disminuirse a

partir de ensayos de temperatura de anillamiento.

4.1.3 Optimizaciéon de métodos por ddPCR

Como primer pardmetro de optimizacién, buscando mejorar tanto la separaciéon de las
poblaciones, como disminuir la cantidad de lluvia presente en el proceso de amplificacion, se
evalud la temperatura de anillamiento para los genes E Charite y RdRp, dando especial atencién
a estos ensayos debido a que se plantearon como las dianas que serian utilizadas en la

caracterizacion de los Material de Referencia a producir.

Se realiz6 un gradiente de temperatura en el termociclador cubriendo las temperaturas de 582C,
56 2C y 54 2C con el fin de determinar las condiciones que permitan una distincién 6ptima entre
las particiones positivas y negativas. Sin embargo, la temperatura de anillamiento también puede
influir en la eficiencia de la amplificacién [147], teniendo como consecuencia una disminucién en

la separacién entre las poblaciones de positivos y negativos, afectando el rendimiento del ensayo.

La resolucion de un ensayo mediante ddPCR es un parametro equivalente al empleado en ensayos
por HPLC, la cual es una medida cuantitativa de la separacién de las poblaciones en una

separacion lineal. Se determina a partir del grafico de frecuencias tomando la diferencia de



fluorescencia maxima entre los dos picos, dividida por los anchos combinado de los picos. En la

Ecuacién 7 se muestra la forma de obtencién de la resolucién en un ensayo por ddPCR [136].

_ 2X(Fp—Fp)

Ecuacién 7. R, otA
PTAN

Donde Rses el valor de resolucién, F es el valor de fluorescencia maxima para la poblacién de
negativos y positivos y A en ancho de los picos de ambas poblaciones. En la literatura se reporta

una valor de Rs=2.25 como valor 6ptimo de resolucién 6ptimo para un ensayo optimizado por

ddPCR[136].

El segundo parametro evaluado en la optimizacién de métodos es el porcentaje de “lluvia”, el
cual fue definido segiin los autores Lievens et al, como las particiones cuyas lecturas de
fluorescencia estan entre el valor maximo de fluorescencia para los negativos y el minimo para
la poblacién positiva. A partir de estos valores se establece un niimero de desviaciones estandar
alrededor de la mediana como el punto de corte para establecer las particiones que seran
consideradas como lluvia, teniendo en cuenta el nimero total de particiones que son obtenida
en un ensayo convencional por ddPCR de maximo de 20.0000 se considera un valor maximo
permitido de lluvia del 2% segln reportes en literatura, para un total de 400 particiones que
serian consideradas como lluvia. En las Figuras 37 y 38 se presentan los resultados de la

evaluacion de la temperatura de anillamiento para los genes RdRp y E Charite.

Los valores de los parametros mostrados en las Figuras fueron normalizados para su
construccién, adicional a esto se muestra una linea punteada en 0.25 como valor maximo
permitido para los parametros de resolucion y lluvia. Con relacién a la Figura 37. se muestran
los resultados del ensayo para la deteccion de la diana RdRp de SARS CoV-2. Alli se observa un
rendimiento superior al seleccionar la temperatura de anillamiento de 582C con respecto a las
demas temperaturas estudiadas al comparar los parametros de resolucién y porcentaje de lluvia
en la reaccion. El valor de resolucion se encuentra por encima del umbral, presentando un valor
de 3.51 y un porcentaje de lluvia del 0.12% siendo este el valor seleccionado como el optimizado
para la validacién del método. Con relacién a las temperaturas de 562C y 542C los valores

evaluados se encuentran por encima del umbral, sin embargo, la temperatura de 562C presenta
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una resolucién de 2.14, estando ligeramente por debajo del valor optimo, por lo cual podria ser
empleada para su amplificacién en caso de ser empleada en una reaccién multiplex a esta
temperatura. A diferencia de la temperatura de 542C que presenta una resolucién baja y un alto
porcentaje de lluvia, como se puede ver tanto en el grafico de barras como en el grafico de

amplitud en la parte inferior de este evidenciando una nula separacién de las poblaciones.

Figura 37. Parametros de resolucién y lluvia en el estudio de temperatura de anillamiento del gen
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Con relacién al ensayo E Charite, el estudio de la variaciéon de temperaturas de anillamiento se
muestra en la Figura 38, donde se observan dos temperaturas con una separacién por encima
del valor umbral para las temperaturas de 582C y 562C, con valores de 3.47 y 3.23. Aunque la
temperatura de 562C presenta un valor asociado a la lluvia ligeramente menor del 0.14% respecto
al 0.18% de la temperatura superior, se define la temperatura optima como 56°C, con la

posibilidad de emplear la temperatura de 582C en caso de ser necesario.
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Adicional al estudio de la temperatura de anillamiento se realizé la evaluacién del cambio en la
rampa de calentamiento empleada en el programa de termociclador, se evalué Gnicamente para
el ensayo E Charite y los resultados de este fueron escalados a los demas ensayos. El valor
definido por defecto en la mayoria de los ensayos de PCR es de 22C/s, siendo el valor de aumento
entre la temperatura de anillamiento y la temperatura de desnaturalizacién en cada ciclo. La
temperatura de estudio fue de 0.52C. Un cambié en este valor es especialmente Gtil en ensayos
por ddPCR debido a que este puede disminuir la lluvia en los ensayos, debido a que un
calentamiento a menor velocidad permite estabilizar las gotas y permitir una mejor hibridacion
de los primers [148]. Se emplearon los mismos parametros estudiados en la evaluacion de
temperatura de anillamiento, (Resolucién y lluvia) empleado la temperatura de 562C con el que
se obtuvierén los mejores resultados. Se obtienen valores de Rs=4.1 y porcentaje de lluvia del
0.1%, evidenciando una mejora con respecto al uso de 22C/s por lo que se defini6 este valor

para todos los demas ensayos.

Figura 38. Parametros de resolucién y lluvia en el estudio de temperatura de anillamiento del
ensayo E Charite
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Retrotranscripcion y amplificacion en un paso OneStep por RT-ddPCR

A partir de las condiciones optimizadas se realizé la verificacién de la amplificacién los ensayos
E Charite, y RdRp, empleado una mezcla de reaccién de un Gnico paso. La verificacién de la
amplificacién se realiz6 en dos niveles de concentracién, en la Figura 39. se muestras los
resultados de amplificaciéon para ambos ensayos, donde se muestra una amplificaciéon optima,
con una clara separacién de las poblaciones positivas y negativas, ademas de un bajo niimero de
particiones intermedias (lluvia) en ambos niveles de concentracién. A partir de esta verificacién
se decide realizar las mediciones posteriores empleado una metodologia de un Gnico paso para

las mediciones por ddPCR

Figura 39. Graficos de amplitud para los ensayos E Charite y RdRp empleando una metodologia de
Retrotranscripciéon y amplificar por ddPCR en un Gnico paso.
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4.2 Validacion de métodos por PCR

Posterior a la verificacién y optimizacién de los métodos de detecciéon por PCR de SARS-CoV-
2, se prosiguié a la validacién de los métodos por RT-qPCR y RT-ddPCR, el primero con el fin
previsto de realizar la caracterizacion de los MR a producir, ademas de tener una visién del

comportamiento de medicién de los laboratorios de ensayos que realizan mediciones asociadas a

10000

15000



SARS CoV-2. La técnica de RT-ddPCR se empleé principalmente para la asignacion de valor de
MR en copias/uL.

4.2.1 Validacién de métodos por RT-qPCR

LA validacién de método por esta técnica se realizé con un alcance aplicable a la deteccién y
cuantificacién de ARN de SARS-CoV-2 en buffer citrato (pH 6.5), por RTqPCR en un solo paso
en modo simplex, en un intervalo entre 1 - 260000 copias/pL en la mezcla de reaccién, como se

describe en la seccién 3.2.3
Intervalo lineal RT-gPCR

Se realizé un analisis de linealidad a partir de los valores de Ct para cada uno de los valores de
concentracion evaluados, cada uno por triplicado. La Figura 40. muestra las curvas de calibracién
generadas para los ensayos evaluados. Los genes presentaron un comportamiento segin lo
esperado para en todos los niveles de concentracién, presentando coeficientes de correlacion R2
superiores a 0,9962, con un valor maximo de 0,9999 para el ensayo que identifica la proteina
Spike. Los analisis estadisticos de la linealidad se realizaron a través del anélisis de residuales y
analisis de Varianza (ANOVA). En La Tabla 17, se resumen los resultados analisis de regresin

lineal de genes validados

Tabla 17. Parametros de la evaluacién de la linealidad del método por RT-gPCR

p valor, p valor, Eficiencia
Ensayo Pendiente Intercepto R? regresic’;n Falta de (%)
Ajuste

E Charite -3.533 37.234 0.9969 4.42X10-19 7.6X106 91.9
E INM -3.370 37.116 0.9983 3.73X102 0.707 98.1
N1 -3.408 37.923 0.9988 2.1X10-32 0.6254 96.5
N2 -3.299 36.867 0.9994 8.9X10» 0.9997 101.1
RdRp -3.332 38.308 0.9992 7.07X10-24 0.9398 99.6
Spike -3.287 35.946 0.9999 9.98X10-30 0.3795 101.5

A partir de los analisis de regresion, particularmente de la pendiente del modelo lineal y=mx+b,
se realizé la estimacién de la eficiencia de reaccion de acuerdo con la ecuacién X, se observan

valores entre 91.9% y 101.5%, correspondiente a comportamiento de reacciones de PCR
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optimizadas. Estos valores varian dependiendo de distintos factores, como la presencia de
inhibidores, la calidad del anillamiento de los oligonucleétidos, la calidad de la enzima empleada
y factores de optimizacion del método [146]. Sumado a esto se realizé el analisis de los residuales
obtenidos, mostrando una distribucién aleatoria de los mismos, a excepcién de los obtenidos
para el gen E Charité, este mismo ensayo presento una falta de ajuste al modelo como se muestra
en la Tabla 17, por lo que se reduce el intervalo manejado para este, de 2.62X10% a 27.5

copias/pL.

Figura 40. Intervalo lineal cuantificacién de ARN de SARS CoV-2 por RT-qPCR
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Finalmente, en la Tabla 18. se presenta el resumen de los intervalos lineales obtenidos para cada

ensayo, también se obtuvo el coeficiente de variacion para las réplicas de cada nivel.

Tabla 18. Resumen de los intervalos lineales validados por RT-qPCR

N1 N2 E Charite RdRp Spike E INM

coaifs/ (E/:/) col[:ifs/ v (%) col[:ifs/ v (%) COﬁifs/ v (%) cozfs/ v (%) co:ﬁns/ (E/.\)/)
1.51X10° | 0.30 | 2.24X10° 0.83 2.62X10° 0.24 2.08X10° 0.61 6.56X106 0.70 2.61X10° | 0.9
1.47X10% | 0.48 | 2.19X104 0.17 2.54X10* 0.45 2.03X10% 0.46 6.72X10° 0.20 2.5X10* | 0.6
1488.3 0.55 2215.8 0.60 2577.2 0.62 2054.5 0.28 6.7X10* 0.10 2577.2 0.8
153.1 0.29 | 227.74 0.75 227.7 0.28 211.16 0.24 6901.5 0.20 227.7 0.7
15.7 0.33 23.4 0.69 27.2 0.90 21.7 1.06 695.7 0.40 27.2 0.5
1.6 1.87 24 1.23 - - 221 1.31 71.4 0.60 2.8 2.3

Los métodos deteccion de SARS CoV-2 validados cubren un amplio intervalo de concentracion,
aprovechando la ventaja que presenta la técnica de qPCR y permitiendo la caracterizacion de
material en alta y baja concentracién, siendo este el fin previsto de los métodos por qPCR. Es
importante resaltar que es comin en los ensayos por qPCR una disminucién en la repetibilidad
instrumental en la variable de respuesta (Ct) de los métodos a medida que se reduce la
concentracion de las muestras evaluadas. El impacto de esta variacién es particular a cada

ensayo evaluado con un valor maximo de coeficiente de variacién de 2.3% para el ensayo RdRp.
Precision RT-qPCR

Los resultados asociados a la precisién de los métodos en los niveles de concentracién evaluados
son mostrados en La Figura 41. El anélisis de precision de los métodos por RT-qPCR se
desarroll6 mediante un Analisis de Varianza de un factor (ANOVA), para la evaluacién de
precision como repetibilidad, vista como la variacién en unidad de concentracién (copias/uL) de
una misma muestra replicando las condiciones de operacién en una misma corrida experimental.

Igualmente, se evalué la precision intermedia evaluada como la variacién en funcién del tiempo

de la respuesta instrumental. Ambos parametros son obtenidos a partir de los coeficientes del
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ANOVA, utilizando las Ecuaciones 8 y 9, correspondiendo a la desviacion estandar de
repetibilidad relativa y precision intermedia relativa, donde CME es el cuadrado medio entre
grupos, CMD: cuadrado medio dentro del grupo, Nrepiicas cOmo el nimero de réplicas empleadas,

[copias /uL]yromeaio €S la concentracién en copias/uL para cada nivel evaluado.

CMD .
Precyep = Ecuacion 8.

[copias

uL ]promedio

CME-CDM
Nreplicas

- Ecuacién 9.
[COPlaS/UL]promedio

Precipter =

Es importante resaltar que la evaluacién de precisién del método mediante ANOVA fue realizada
a partir de la unidad de concentracion de cada nivel, no mediante el uso de la respuesta
instrumental (Ct) y la obtencién matematica de la Coeficiente de Variacién a partir de este
[149]. La razén de esto es la naturaleza logaritmica con la que son expresados los valores en
curvas de calibracién con relacién al Ct, el uso de estos conlleva a una subestimacién de la
varianza real de los valores. Una manera de expresar la precision del método empleando
coeficientes de variacién es mediante el uso de la ecuacién dada en la ISO 20395:2017, que
emplea una transformaciéon matematica de la eficiencia de reacciéon mediante el uso de anti-

logartimos y la desviacién estandar de las réplicas [150].

Con relacion a los resultados de precision obtenidos en los métodos se observa que varian entre
valores del 4.7% al 19.3%, siendo el menor valor para el gen Spike en una concentracién alta y
el valor superior para RdRp en baja concentracién, siendo este un comportamiento habitual en
ensayos por qPCR, donde al disminuir la concentracion analizada aumenta la dispersién de los
resultados. Sin embargo, se observa que no todos los ensayos siguen esta premisa, donde en
algunos casos como N1 e E INM el nivel bajo de concentracién presenta una precisién mayor a

la obtenidos en los niveles altos y medios de concentracién.



Figura 41. Evaluacién de precisién de métodos por RTqPCR, A: Precisién relativa
Intermedia y como Repetibilidad. B: Niveles de concentracién analizados con su incertidumbre
por precision.
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Este comportamiento permite determinar que es posible realizar mediciones por RT-qPCR entre

los intervalos de concentraciones evaluadas sin tener una variaciéon por precision claramente

desviada hacia niveles altos y bajos de concentracién. La dispersién de los datos por gPCR puede

estar dada por diferencias de temperatura durante el proceso de termociclado, afectando los

procesos de desnaturalizacién y anillamiento, las diferencias de concentracién asociadas a

variaciones en el pipeteo siendo este el factor de mayor impacto y finalmente la variacion

estocastica, dada la naturaleza de la PCR que se puede considerar un sistema estocastico, en el
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que se incorpora un elemento de aleatoriedad en cada reaccién en oposicién a un sistema
determinista [149].
Por otro lado, La Figura 41, particularmente la seccién B. muestra la incertidumbre asociada

Ginicamente a la precisién del método, esta fue calculada a partir de la Ecuacién 10. empleado

los valores del ANOVA, donde n es el nimero de replicas junto con las desviaciones estandar

relativas estimadas en precisién

S_Prerze etibilidad"'S_Preizntermedia .,
Uprec = \/ 2 n Ecuacién 10.

Los valores de Incertidumbre relativa asociada a cada nivel son mostrados en la Tabla 19, donde
la precisién varia entre el 3.3% y 11.2%. El nivel en el que se presenté la menor incertidumbre
es el de 6.51X10° copias/uL para el gen Spike y los genes que mostraron mayor incertidumbre
fueron RdRp para 22.2 copias/ulL. Para los demas valores de concentracién no se observa una

tendencia con relacién a la incertidumbre al igual que ocurria con los valores de precision

intermedia y por repetibilidad.

Tabla 19. Incertidumbres relativas por precision por RTqPCR

Ensayo  Copias/uL  uR (%) Ensayo Copias/uL  uR (%) Ensayo Copias/uL uR (%)
2088.2 5.30% 1569 6.10% 2609.6 7.10%

RdRp 216.2 8.70% N1 139.9 8.22% E INM 227.2 9.90%
22.2 11.20% 17.3 4.60% 27.5 5.30%

E 2383.7 6.40% 2253.1 6.90% 6.51E4+06  3.30%
Charite 245.6 3.90% N2 224.6 7.80% Spike 6886.2 4.50%
25.1 4.90% 23.7 8.50% 719 7.70%

Limites de Detecciéon por RT-gPCR

La estimacién del Limite de deteccién se determiné como la menor concentracién en copias/uL

en el que se obtenga un porcentaje de amplificacién positiva del 100% para las 4 réplicas



copias/pL

-9

w

o)

evaluadas. En total se hizo la evaluacién de cinco niveles de concentracién desde 0.25 - 7.0
copias/uL, si bien una estimacién robusta del limite de deteccién por qPCR se realiza mediante
un mayor namero de replicas e incluso el uso de modelamientos matematicos [151]-[153], la
estimacién realizada permite dar una visiéon del comportamiento del método cuando se miden
bajas concentraciones de RNA de SARS CoV-2, y dado que el uso previsto de los métodos
validados es la caracterizacién de MR en concentraciones que se encuentren dentro del intervalo
lineal evaluado donde siempre se medirdn muestras por encima de los valores determinados de

LOD estimados se determina la estimacién preliminar realizada como adecuada.

Por otra parte, el LoD es definido como la concentracién mas baja a la que se detecta el 95 %
de las muestras positivas [149], para el caso de los ensayos evaluados por qPCR el criterio se
basé en la total amplificacion del namero de replicas, compensado de esta manera en namero

de replicas empleadas.

Figura 42. Evaluacién del Limite de Deteccién para los ensayos de deteccién de SARS CoV-2
por qPCR. Valores en copias/ pL (A), Valores en Copias/reaccién (B)

B 70
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Los resultados de la estimaciéon del LOD se muestra en La Figura 42, donde se observan los
valores en unidad de concentracién en copias/puL, con valores entre 0.8 y 6.2 (Figura 42-A),
siendo el ensayo para region del gen Spike la que presenta LOD superior. Por otro lado, la Figura
42-B muestra los resultados para el LOD en copias por reaccién con valores entre 8.8 y 68.2
copias/reaccion de PCR. La representacion de los resultados de esta forma facilita la
interpretacion, debido a que los métodos por PCR cominmente varian los voliamenes empleados
y una medida asociada al comportamiento general de un ensayo por PCR brinda mas
informacién, ademas de ser la unidad con la que cominmente los ensayos o kit comerciales

reportan sus LOD's.
Estudio de equivalencia Interplataforma

Como dltima etapa de la validacién se evalué la equivalencia del método mediante la variacién
de la plataforma de PCR empleada. En La Figura 43 se muestran los resultados obtenidos en un
grafico de dispersion con los valores de Ct obtenidos para los tres niveles de concentracién
evaluados en las plataformas CFX-96 BioRad en el eje X y FAST 7500 Aplied BioSystems en el
eje Y. El intervalo de concentracién evaluado fue de 15 copias/uL a 2500 copias/uL. A partir
de los coeficientes del modelo de regresion lineal podemos estimar con base a la pendiente si
existe una disparidad claramente dada en los valores obtenidos por los métodos en ambas
plataformas. Los ensayos E Charité y RdRp presentan una pendiente =1, lo que nos indica que
la relacién entre los resultados obtenidos en ambas plataformas es equivalente entre los niveles
de concentracién evaluados: sin embargo, los resultados obtenidos por los ensayos N1-china y
N2-CDC presentan valores #1, siendo este altimo ensayo el que presenta una mayor diferencia
con respecto a los demas ensayos con una pendiente de 0.6892. Es comiin ver diferencias en los
resultados obtenidos en distintas plataformas de qPCR, el sistema 6ptico empleado, los procesos
de estimacién de umbrales asociados a cada software, que en ultima funcionan como puntos de

corte para obtencién de los valores de Ct son la causa de esa variaciones [154].
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Figura 43. Evaluacién del Limite de Deteccién para los ensayos de deteccién de SARS CoV-2
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4.2.2 Validacion de métodos mediante RT-ddPCR

La validacién del método realizada es aplicable para la deteccién y cuantificacién de ARN de

SARS-CoV-2, por RTddPCR en un solo paso, en un intervalo entre 1 - 4000 copias/pL . A

continuacién, se muestran los resultados obtenidos con respecto a la evaluacién de los

parametros descritos en la seccion 3.2.3.
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Intervalo lineal RT-ddPCR

A partir de los resultados obtenidos de la cuantificacion de los niveles de concentracién por RT-
ddPCR se realizé un anilisis de la linealidad de la respuesta instrumental en copias de la diana
evaluada con relacion a la dilucién correspondiente. Se evaluardn siete niveles de concentracion,
por triplicado. La Figura 44 muestra las curvas de calibracién generadas para los ensayos
evaluados. En el gje-X se muestra el logaritmo de la dilucion de ADN y en el eje-Y se muestra
el logaritmo de las copias/uL asociada a cada nivel, presentando coeficientes de correlacién R?
superiores a 0,9918, con un valor maximo de 0,9992 para el ensayo que identifica la regién del
gen E. Los analisis estadisticos de la linealidad se realizaron a través del analisis de residuales y
analisis de Varianza (ANOVA). En La Tabla 20, se resumen los resultados analisis de regresion

lineal de genes validados.

Tabla 20. Parametros de la evaluacién de la linealidad del método por RT-ddPCR

Ensayo Pendiente Intercepto R? P Va/c')’r, p va/or., Falta de
regresion Ajuste
E Charite 0.980 6.593 0.9992 2.04X10-31 0.1876
E INM 1.012 6.756 0.9983 6.45X10-28 0.2769
N1 0.953 6.271 0.9977 6.12X10-25 0.0618
N2 1.059 6.876 0.9948 4.30X10-23 0.0311
RdRp 1.053 6.807 0.9918 6.05X10-2 0.8010

El supuesto de linealidad se establecié mediante el analisis de regresién lineal simple, teniendo
como criterios de aceptacion el p-valor<0.05 del modelo, un coeficiente de correlacién lineal
R2>0.990, asi como una prueba de falta de ajuste mediante el uso de p-valor de esta prueba.
Ademas se realizé la verificacion de homocedasticidad mediante la prueba de Levene y una

estimacién de la normalidad de los datos mediante graficos tipo quantile-quantile.



Figura 44. Intervalo lineal para la cuantificacién de ARN de SARS CoV-2 por RT-ddPCR
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Log-Dilucion ADN

La transformacion logaritmica en ambas variables se debe al amplio intervalo de concentracién
cubierto por los métodos, y de ser empleados los valores naturales, los puntos de mayor
concentracion tendran un efecto mayoritario sobre los coeficientes ejerciendo un efecto pivote.
Sumado a lo anterior no se mantendria la equidistancia entre los puntos, siendo este una
recomendacién este tipo de estudios . Con relacion a los resultados presentados la Tabla 20, el
supuesto de linealidad se cumple para los ensayos evaluados para un intervalo de concentracién
entre 0.6 copias/uL y 4500 copias/puL, cubriendo un intervalo de concentracién segin lo
reportado para otros métodos por ddPCR [137], [155], por lo que se determina que en este rango

de concentracion. La relacion entre respuesta y concentracion es continua, reproducible y lineal
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después de una adecuada transformacion de datos para los ensayos; a excepcion del ensayo N2-
CDC, quien presenta un p-valor de Falta de Ajuste menor al valor de significancia del 0.05, lo
que indica que el modelo aparentemente es inadecuado para el intervalo de concentracién

evaluado.
Precision del método por RT-ddPCR

La evaluacién de precision se realizé para tres niveles de concentracion, 2500 copias/pL, 230
copias/uL y 4 copias/uL, evaluando de esta forma una concentracién alta, media y baja. Los
resultados asociados a la precisién de los métodos en los niveles de concentracion evaluados son
mostrados en La Figura 45. Al igual que la evaluacién de precisién realizada para la validacién
de métodos por RT-qPCR, se emple6 un Anélisis de Varianza de un factor (ANOVA). Se
emplean las Ecuaciones 8 y 9 para estimar los valores de precisién como repetibilidad y precision

intermedia con el factor dias; se emplean Las Ecuaciones 8 y 9.

Los valores de precision obtenidos son caracteristicos de cada ensayo, y no se observa una
tendencia uniforme en todos los genes, a excepcion de los niveles de baja concentracién, donde
la precision tanto por repetibilidad como intermedia es muy superior con respecto a los niveles
alto y medio de concentracién. Esto posiblemente se debe al modelo de estimacion empleado en
la técnica, la distribucién de poisson y la obtencién del valor A que es |a relacién entre positivos
y negativos, siendo esta muy baja para los niveles de baja concentracién. En otras palabras la
mayoria de las particiones no presenta ninguna amplificacién positiva y el error por estimacion
por el modelo estadistico es muy alto, ademas se ocasionan errores de particién y submuestreo,
ya que ambos errores se basan en los mismos conceptos de procesos aleatorios binomiales y de
Poisson [156]. En practica, los errores de particion a menudo se contrarrestan mediante la

realizacién de maltiples réplicas de la muestra en un experimento.



Figura 45. Valores de precisién como repetibilidad e Inter-dias asociada a los métodos de medicién por
RT-ddPCR para SARS CoV-2
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La precision obtenida en los niveles bajos de concentracién es especialmente marcada para el
gen RdRp presentando valores de precision por repetibilidad altos (20.9%), superando los valores
de precisién intermedia, indicaAndonos que la variacién dada durante un mismo experimento es
muy superior a la variacién de los resultados al variar el dia del experimento. En general los
valores de precisién por repetibilidad varian entre el 0.3% y el 20.9% para todos los niveles

evaluados, los valores de precisién intermedia varian entre el 1.1% y 18.4%.
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Con relacién al ensayo N1 se observa que los valores de Repetibilidad son superiores a los valores
de precision intermedia obtenida para los tres niveles de concentracién, indicando la sensibilidad
del método a las modificaciones por efectos estocasticos y de cantidad de ADN presente en la
mezcla de reaccién, aunque es mas robusto con las mediciones en el tiempo. Contrario al caso
del ensayo E-INM donde los valores de precisién intermedia son muy superiores a los obtenidos
por repetibilidad, indicando que el factor tiempo tiene un impacto considerable en los resultados

obtenidos para este ensayo.
Limites de deteccion y cuantificacién

Se evaluaron cuatro niveles de concentracién por debajo del intervalo lineal, desde 0.52 a 0.04
copias/uL. El criterio de seleccion del limite de deteccion es la amplificacion de todas las réplicas
en las cuales la sumatoria de las particiones positivas en las réplicas debe ser >9 [137], la Figura
46 muestra las particiones positivas obtenidas para cada nivel de concentracién, la linea
horizontal representa el punto de corte en 9 particiones, los LOD en mezcla de PCR estimados
para el Ensayo E charité fue de 0.12 copias/pL, E INM con 0.26 copias/pL, N1 presento un
limite de 0.288 copias/uL, N2 presenta el menor LOD de los ensayos con un valor de 0.109
copias/uL y finalmente RdRp con el mayor valor LOD de 0.41 copias/pL. Al igual que los
resultados por qPCR, es comin el reporte de estos valores como las copias totales por reaccion
de PCR, siendo de este paso de 2.52, 5.46, 6.04, 2.28 y 8.6 copias para los ensayos E Charité,
E NM, N1, N2 y RdRp respectivamente. Los LOD estimados estdn en linea con otros

evaluaciones realizadas a métodos por la misma técnica [157], [158].

Adicional a la estimacién del LOD se realizé la determinacion del LOQ para los ensayos
empleados, usando como criterio la minima concentracién de analito que puede cuantificarse
con una probabilidad del 95 %, cuyo coeficiente de variacién sea <15%. En la Tabla 21 se
muestran los resultados obtenidos para siete niveles de concentracién, ademas la Figura 47 se
muestran los limites de cuantificacién estimados para los métodos de medicién, siendo el valor
mayor para el ensayo E Charité con 5.6 copias/uL. Por consiguiente y con fin propuesto de los

métodos de ser empleados para la caracterizacién de los MR, estos deben ser cuantificacién con



valores por encima de los valores estimados con el fin trabajar dentro de las condiciones

empleadas y estudiadas durante la validacién.

Figura 46. Limites de Deteccién (LOD) por RT-ddPCR

30 30 16
20
20
" 16 1 1
2. 11 10 6
5 8
o
o
w
o 0 0
2 005 0,12 024 048 0,048 0,124 026 0,52 0,069 0,147 0,229 0,288
b=
3
o 11
015 .
@
=
Z 10 6
4
5 3 3o 3
o | il 0
0,044 0,109 0,229 0,442 0,038 0,04 0,701 0,41
Concentracion copias/jL
Tabla 21. Estimacién del LOQ del método por RT-ddPCR
E Charite N1 N2 E INM RdRp
copias/ cv copias/ cv copias/ cv copias/ cv copias/ cv
L (%) uL (%) uL (%) ul (%) uL (%)

4366.3 45% 27044 2.0% 41111 1.4% 4540.5 22% 3646.3 2.0%
2109.7 1.1% 15125 2.1% 20459 0.8% 2670.6 0.1% 17096 1.1%
463.9 4.8% 237.7 3.0% 365.9 0.7% 458.5 1.2% 374.4 2.3%
225.3 2.3% 149.7 4.7% 202.6 4.1% 257.2 3.1% 179.7 2.2%
43.4 3.4% 28.5 5.8% 40.8 7.1% 40.9 4.5% 38.9 5.3%
5.6 8.7% 3.4 10.2% 4.2 10.8% 4.9 7.8% 3.2 14.9%
0.5 15.9% 0.4 30.5% 0.2 41.2% 0.5 31.5% 0.3 68.0%
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Figura 47. Limites de Deteccién (LOD) por RT-ddPCR representados en copias/uL
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4.3 Produccion de Materiales de Referencia

4.3.1 Produccion Piloto del item Ensayo de Aptitud de SARS CoV-2

A partir del MR RGTM-10169 de SARS CoV-2 se realiz6 la produccién de 3 lotes codificados
como MR-N1, MR-N2, MR-N3, el altimo niimero indicando el nivel de concentracién del material
siendo el namero uno el nivel de concentracion mas elevado, y cada vial con un codigo anico de
identificacion. La preparacion y diluciones empleadas el material son descritas en la seccién
3.3.1. Se obtuvieron 22 unidades por nivel de concentracién, la evaluacién y cuantificacion del
niamero de copias/uL se realizé con el ensayo E Charité en modo simplex, debido a la amplio
uso que tiene este ensayo por parte de los laboratorios [118], [119], [123]. La Figura 48 muestra
el disefio de etiquetas empleadas y la presentacion final de los viales después del envasado, la
etiqueta no mostro sefiales de degradacién durante los procesos de caracterizacién del material,
nu durante el almacenamiento a las temperaturas de estudio; demostrando asi ser adecuada para

el material.



Figura 48. Disefio etiquetas empleadas en la preparacién del material
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Estudio de Homogeneidad — Piloto IEA SARS CoV-2

Para el estudio de homogeneidad se emplearon 3 viales por nivel, seleccionados aleatoriamente,
los que fueron cuatificados mediante RT-dPCR y RT-qPCR, por triplicado. La evaluacién del
grado de heterogeneidad del material se evalué a través de un anélisis de varianza de un factor
empleado al Ecuacién 2 y 3, descrita en la seccion 1.5.1.1 del Marco Teodrico, se realizéd

previamente la prueba de Hartley para verificar la homocedasticidad de los datos.

Las Tablas 22 y 23 resumen los resultados obtenidos para la estimacion de la homogeneidad del
piloto mediante RT-ddPCR y RT-qPCR respectivamente. Para el caso del MR-N2 uno de los
viales analizados presentd valores atipicos en la concentracion, siendo estos mucho menores a
los demas viales evaluados del mismo lote, por lo que se realizé la prueba estadistica de Grubbs
para datos anémalos, lo que sugirié su descarte para el analisis de homogeneidad del lote. La
incertidumbre estandar relativa obtenida por homogeneidad fue de 2.9% para el lote MR-N1,
7.6% para el lote MR-N2 y para el lote MR-N3 del 35.6%. En los casos en que factor dentro de
del grupo, es decir las replicas de un mismo vial son mayor que la variacién asociada al efecto

entre viales, se emple6 la Ecuacién 2 descrita en la seccion 1.5.1.1, tomada de la guia 35 para
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calcular la desviacion estandar asociada al efecto entre botellas. De acuerdo con ANOVA, no
hay diferencias estadisticamente significativas, dado que la repetibilidad del método es mayor

que la suma de cuadrados asociada al factor.

Tabla 22. Evaluacién de homogeneidad del Piloto IEA SARS CoV-2 por RT-ddPCR

Nivel Copias/uL Repetibilidad Rep.). Prec. Int Prec.. Int modelo  Uhom-rel
relativa relativa
MR-N1 1291 17.8 1.4% 8.2 0.6% 2.5% 2.9%
MR-N2 112 3.0 2.7% 20.0 17.8% 7.1% 19.4%
MR-3 11.4 2.7 23.8% 1.2 10.9% 24.0% 35.6%

En el caso de los resultados obtenidos por RT-qPCR para el estudio de homogeneidad (Tabla
23) se observo que no existe homocedasticidad en los datos obtenidos para las replicas, en parte
debido a que presentan varianzas muy bajas en relacién con los valores de Ct obtenidos para en
otros viales evaluados. A pesar de esto, se procedié a hacer un andlisis de varianza, por ser este
un estudio prospectivo tipo piloto, obteniendo valores en términos de la respuesta del sistema
de medicién la precisién no supera el 3% para los tres niveles de concentracién estudiados, vista

como la incertidumbre combinada a los componentes de precision por repetibilidad e intermedia.

Tabla 23. Evaluacién de homogeneidad del Piloto IEA SARS CoV-2 por RT-qPCR

Nivel  Repetibilidad o™ Prec. — Prec. | omrel
relativa Int Int rel
MR-N1 0.18 0.68% 0.10 0.37% 2.62%
MR-N2 0.16 0.51% 0.44 1.45% 2.94%
MR-3 0.13 0.40% 0.05 0.15% 2.54%

Estudio de Estabilidad — Piloto IEA SARS CoV-2

La evaluacion de estabilidad del piloto se realizé mediante un estudio tipo Is6crono durante 4
semanas, empleado dos viales por unidad de concentracién y midiéndola por triplicado. Se utilizé

-702C como temperatura de referencia y se considerarén entre -20C2 y 42C  como las



temperaturas de estudio. Los detalles del disefio empleado se muestran en la seccién 3.3.1. La

Figura 49. muestra los resultado obtenidos para el estudio de estabilidad a corto plazo.

Se empled un modelo de regresion lineal simple para evaluar el cambio en la pendiente como
factor indicativo de la variacion de la concentracién de la muestra, el p-valor <0.05 del modelo
de regresion se empleé como criterio para establecer la estabilidad de los materiales. La técnica
empleada para la evaluaciéon de estabilidad del material fue RT-gPCR debido al enfoque que
tendra el Ensayo de Aptitud la cual evaluara los laboratorios que realizan deteccién de SARS

CoV-2 por RT-gPCR.

Con relacién a los resultados obtenidos mediante el analisis de regresién a cada temperatura se
observa que no existe una regresién lineal de acuerdo con el p-valor, el que fue superior a 0.05
para todas las temperaturas evaluadas de -202C y 42C. Por otro lado los punto amarillos de la
Figura 49 representan los resultados obtenidos para la temperatura de referencia, donde se
evidencia valores préximos a los obtenidos para las demas temperaturas. Consecuencia de lo
anterior se establece que no hay una tendencia de cambio en los valores de concentracién para
el intervalo de tiempo estudiado (4 semanas). Lo anterior indica la posibilidad de almacenar y
transportar el material a una temperatura que no requiere refrigeracién en temperaturas por
debajo de 0°2C, lo que facilita en gran medida el desarrollo de actividades de transporte del
material, a lugares mas lejanos, siempre y cuando se garanticen las condiciones de refrigeracion
durante el transporte. Adicional a lo anterior, el periodo de tiempo evaluado es el que se plantea

como periodo de ejecucién del Ensayo de Aptitud.

Finalmente, a partir de los estudios de homogeneidad y estabilidad se determiné que el material
es homogéneo en los niveles de concentraciéon de 1291 copias/ul, 112 copias/pL, 11,4
copias/uL. Teniendo en cuenta el alcance de la comparacién, los resultados de estabilidad
obtenidos tanto por RT-qPCR, especialmente a 4 2C se consideran adecuados para la

preparacién del MR a usado como |IE en el EA para deteccion de SARS-CoV-2 por RT-gqPCR.
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Figura 49. Regresion lineal del estudio de estabilidad del Piloto IEA de SARS CoV-2, los puntos

morados corresponden a la temperatura de estudio -202C, los verdes a 42C y los puntos amarillos
corresponden a la temperatura de Referencia -702C
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Finalmente, a partir de los estudios de homogeneidad y estabilidad se determiné que el material
es homogéneo en los niveles de concentracion de 1291 copias/pl, 112 copias/pL, 11,4
copias/uL. Teniendo en cuenta el alcance de la comparacién, los resultados de estabilidad
obtenidos tanto por RT-qPCR, especialmente a 4 2C se consideran adecuados para la

preparacién del MR a usado como IE en el EA para deteccién de SARS-CoV-2 por RT-qPCR.



Evaluacion del material en plataformas cerradas de PCR

Con el objetivo de evaluar el comportamiento del material y determinar la aptitud de este para
las plataformas cerradas de PCR se realiz6 una evaluacién del piloto en tres plataformas cerradas
de PCR, para lo que con el apoyo del INS, se envi6é una dilucion del material piloto de menor
concentracion a 3 laboratorios que emplean plataformas de este tipo para la deteccién de SARS
CoV-2. Los resultados se muestran en La Tabla 24., evidenciando una respuesta positiva y
detectable en los niveles de 200, 400 y 600 copias totales en las plataformas evaluadas, por lo

que fueron incluidas en la planeacién del Ensayo de Aptitud provisto.

Tabla 24. Resultados del estudio del comportamiento del Piloto IEA de SARS-Co-V en
plataformas cerradas de PCR

Dilucién Copias de RNA Plataforma Cerrada
en 300 pL BioFire ® FilmArray®  BioFire (R) FimArray® Cobas® 6800
COVID-19 TEST v1.0 Respiratory Panel 2.1 SARS-CoV-2 Test
Positivo (35.13,
1 200 Detectado Detectado 36.42) *
Positivo (34.5,
2 400 Detectado Detectado 35.29)
Positivo (36.22,
3 600 Detectado Detectado 37.41)

*Resultados en paretesis corresponden a valores de Ct para los genes ORFlab y E.
4.3.2 Produccién item Ensayo de Aptitud de SARS CoV-2

A partir del MR RGTM-10169 de SARS CoV-2 se realizé la produccion del panel a ser empleado
como Item de Ensayo, constituido por 5 lotes de 200 unidades cada uno. La preparacién y
diluciones empleadas del material son descritas en la seccién 3.3.2, la evaluacién y cuantificacién
en namero de copias/uL se realizé con el ensayo E Charité y RdRp en modo simplex. Las Figuras
50 y 51 muestran el disefio de etiquetas empleadas y la presentacion final de los viales después
del envasado. Se empleé vinilo autoadhesivo para las etiquetas, dado el comportamiento 6ptimo

de estas durante el estudio piloto.
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Figura 50. Disefio y presentacién final del IEA SARS CoV-2
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Estudio de Homogeneidad — Piloto IEA SARS CoV-2

Para el estudio de homogeneidad se emplearon 15 viales por nivel, seleccionados aleatoriamente,
que correspondian a la raiz cuadrada del namero de viales por nivel preparados, los que fueron

medidos por RT-qPCR, por triplicado.

La evaluacion del grado de heterogeneidad del material se evalué a través de un anélisis de
varianza de un factor (vial), evaluando la homocedasticidad de los datos a partir de la prueba
de Hartley. La Tabla 25. presenta los resultados obtenidos de la variacion entre los viales

evaluados.

Tabla 25. Evaluacién de homogeneidad del Piloto IEA SARS CoV-2 por RT-ddPCR

Nivel Valor de Repetibilidad Rep. Prec. Int  Prec. Int  u(hom) rel
Ct relativa relativa
Alto 25.75 0.18 0.7% 0.06 0.6% 0.9%
Medio 29.11 0.19 0.6 0.03 0.6% 0.9%
Bajo 32.49 0.34 1.1% 0.15 0.6% 1.2%

En el estudio de homogeneidad medido por RT-qPCR, no se observaron diferencias significativas
entre los viales seleccionados para cada uno de los lotes evaluados. En términos de la respuesta
del sistema de medicién el componente de incertidumbre por homogeneidad no supera el 2% el
que fue establecido como el valor maximo permitido asociado a homogeneidad con base en los

resultados obtenidos en el piloto.

El nivel de menor concentracién presenta un valor de uhom de 1.2%, siendo este el mas alto de
los tres materiales. Como se ha discutido en la validacién de métodos y la produccién piloto es
comin un aumento en la variabilidad de los resultados al disminuir la concentracién de la muestra

analizada. A partir de lo anterior y teniendo en cuenta el valor maximo permitido se determina
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que se cumple el parametro establecido durante la planeaciéon de la produccién para el

componente de homogeneidad.
Estudio de Estabilidad — IEA SARS CoV-2

Para la evaluacién de la estabilidad se empleé un estudio isécrono para los primeros 4 puntos
en el tiempo evaluados, luego se establecié un disefio experimental clasico para la evaluacién de
estabilidad segiin su descrito en la secciéon 3.3.2, evaluando el material en los tres niveles de
concentracién a 4°C, tomando como referencia -702C. Se midieron 7 puntos en el tiempo
(semana 1, 2, 3, 4 y los meses 3, 4 y 5), por cada punto tiempo/temperatura se midieron dos
unidades por triplicado. La Figura 52. resume los resultados obtenidos para el analisis de
regresién, donde se incluy6 el p-valor asociado a cada una de las regresiones para indicar si estas

son o no significativas (p< 0.05 significativa).

En La Figura 52. se muestra un punto de corte a las 4 semanas, siendo este el periodo de
ejecucion del ensayo de aptitud. De acuerdo con el anélisis de regresion, no se detectd
inestabilidad del material en los tres niveles de concentracién a 42C durante este periodo de
acuerdo con un p-valor de regresion <0.05, por lo que se garantizé la estabilidad del material
durante el desarrollo del EA. Adicional a este estudio se realizé6 un estudio de estabilidad
expandido para el mes (11); al igual que en el estudio de estabilidad inicial se evalta mediante
regresion si se presenta inestabilidad en el material, segiin el p-valor asociado a la regresién no
se presenta una pendiente estadisticamente significativa por lo que no existe una correlacién
entre la variable de respuesta instrumental asociado a la concentracién con el tiempo en el que
se realizo él estudié. Se puede observar que las pendientes para los tres niveles de concentracién
son negativas, lo que indica un ligero cambio en los valores de Ct obtenidos, esta reduccién
puede ser resultado de la evaporacién del material en el transcurso del tiempo, lo que aumentaria
la cantidad de copias en el volumen del buffer concentrando la muestra. El componente de

incertidumbre asociada a la estabilidad se determiné mediante La Ecuacién 4, presentando



Ct

valores de relativos de 0.4% para el nivel alto de concentracién, 0.6% para el nivel medio de

concentracién y 1.0% para el nivel de concentracién bajo.

Figura 52. Evaluacién de estabilidad del IEA SARS CoV-2 mediante Regresién Lineal
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A partir de los estudios de estabilidad extendida se determiné que el material podria utilizarse

como control positivo independiente del sistema de aseguramiento del laboratorio, con una

validez maxima de 11 meses en los que se evalu6 el MR. Una razén de este comportamiento

probablemente este asociada al proceso de purificacién y el tamafio del fragmento de ARN que

presenta el MR-RGTM 10169 del NIST. Los factores anteriormente mencionados tienen un
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impacto significativo en la estabilidad del material, ya que, al estar purificado, la presencia de

RNAsas y demas elementos que puedan alterar el material estan en una proporcién reducida.

Caracterizacion del IEA SARS CoV-2

Posterior al estudio de estabilidad del material se prosiguié con la etapa de caracterizacién del
material mediante la asignacién de valor de propiedad y la estimacién de su incertidumbre, para
lo cual se utilizaron cinco paneles que fuerén seleccionados al azar para ser medidos mediante
RT-ddPCR empleando el ensayo E-Charite por triplicado en condiciones de repetbilidad. Para
definir el valor del material se empleo la Ecuacién 11, donde Xe.r se calculd a partir de la media
de 5 viales seleccionados por nivel y los componentes asociadas a homogeneidad 8hom ¥y

estabilidad 8stab fueron cero.

Xgm = Xchar + Onhom T+ Ostap  Ecuacién 11.

La incertidumbre estandar del MR producido se calculé a partir de la combinacién de los demés
factores estudiados durante la produccién (Estabilidad y homogeneidad), de acuerdo con la

Ecuacién 2 y 4.

— 2 2 2 14
Upy = \/uchar + Upy, + u,, Ecuacién 12.

El modelo empleado para la estimacién de incertidumbre asociado a la caracterizacién se realizé
mediante La Ecuacién 13, donde d = Diluciéon de la muestra, V= Volumen de gotas, A=relacién
de particiones positivas y negativas para la muestra analizada, esta escuciacién se deriva de La
Ecuacién 1, descrita en la seccién 1.4.2. Que desarrolla el modelo mateméatico empleado para

ddPCR.

Ucpr, = Cpry * \/(%)2 + (1;—")2 + (%)2 Ecuacién 13.

Como se observé en la validaciéon del método por RT-ddPCR los niveles bajos de concentracién,

presentan una precisidn menor con respecto a muestras con niveles de concentracién altos,



asociado a la estimacion que se realiza mediante la distribucién de Poisson, el modelo estadistico
empleado para la estimacién de incertidumbre mostrado en la Ecuacién 11. introduce el valor A,
por lo que al observar la incertidumbre del modelo esta aumenta al disminuir la concentracién

de la muestra.

Tabla 26. Valor de Referencia e incertidumbres relativas del MR- Item Ensayo de Aptitud

SARS CoV-2
Nivel Valor asignado Uchar U hom U stab URM Urm*
(copias/uL) (%) (%) (%) (%) (%)
Bajo 14.6 27.9 0.3 0.5 28.8 60.5
Medio 146 7.2 0.1 0.4 7.5 15.7
Alto 1417 3.9 0.2 0.6 4.5 9.4

Del proceso de caracterizacién, con un nivel de confianza del 95%, los niveles de concentracién
de nimero de copias bajo, medio y alto tienen un valor de concentracién de nimero de copias
de 14 + 9 copias/pL, 141 + 29 copias/uL y 1417 + 220 copias/pl, respectivamente. Aunque la
incertidumbre tiende a ser mayor, especialmente a niveles bajos de concentracién, el material es
adecuado para el EA considerando que: i) el EA es de tipo cualitativo, donde los laboratorios
reportaron como detectado 6 no detectado, ii) los laboratorios estan midiendo en PCR en tiempo

real, donde la respuesta instrumental esta en valores de Ct/Cp.

Como forma de informacién adicional del material, se realizé la medicién mediante RT-qPCR
para los ensayos N1, N2, y RdRp, a manera de valores informativos en variable de respuesta de
Ct, para conocer un estimado de los valores que presenta en material empleado esta técnica, La
Tabla 27. muestra los valores de Ct de las tres muestras positivas con respuestas que oscilan
entre 25 y 34 Ct, que corresponden a valore de respuesta instrumental comunes para las
mediciones por qPCR. Esta informacién, junto con los estudios de homogeneidad y estabilidad
(Figura 52.), demuestra que el material se ajusta al propésito del EA, donde cualquier
clasificacién errénea de las muestras positivas puede verse como una consecuencia del método

de medicién y no de la muestra.
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Tabla 27. Valores de Ct para diferentes niveles producidos para los ensayos N1-china, N2-

CDC y RdRp
Nivel N1 N2 RdRp RNasa P
Alto 26.31 25.20 26.95 27.39
Medio 29.55 28.32 30.30 27.38
Bajo 32.78 32.10 33.37 27.20
Negativo-1 = = — 27.26

4.3.3 Produccion Piloto Control Positivo de SARS CoV-2

A partir del MR EURM-019 de SARS CoV-2 se realiz6 la produccién del piloto de MR Control
positivo de SARS CoV-2. Se realizé la produccién de 40 viales para los tres lotes, donde uno de
estos se preparé empleando un buffer Citrato 1ImM pH=6.3, preparado en el laboratorio y los
dos restantes con un buffer citrato comercial, segiin se indica en la seccién 3.3.3. Donde la
evaluacion y cuantificacién en namero de copias/uL se realizé con el ensayo E Charité y RdRp
en modo simplex. La Figura 53. muestra la presentacion final de los viales después del envasado,
se empled vinilo autoadhesivo para las etiquetas.

Figura 53. Presentacion final materiales preparados
(lzquierda: Material con buffer Citrato in-house), (Derecha: Material buffer comercial Invitrogen)

Con respecto a los resultados obtenidos para el material donde se empleé el buffer citrato in-

house como diluyente (Figura 52. imagen izquierda), el buffer se cambio con el objetivo de usar
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buffer estabilizante que pudiera ser preparado en el laboratorio disminuyendo el coste de la
preparacién de los MR. Para lograr asemejar las caracteristicas presentadas por el buffer

comercial.

Sin embargo al realizar los estudios de caracterizaciéon del material, este presenté inestabilidad
en el plazo de tiempo evaluado de 6 meses (Figura 54), donde se observa un aumento de la
respuesta instrumental Ct para la temperatura de 42C con una pendiente positiva. Las
temperaturas de -202C y -702C, muestran una tendencia negativa en su pendiente, y el analisis
mediante regresion lineal simple para las tres temperaturas muestran un p-valor <0.05
evidenciando una tendencia de cambio del valor de Ct para las tres temperaturas, el valor de Ct
esta inversamente relacionado con la concentraciéon del material por lo sé que determina una
variacion en la concentracién del Material. La razén de esto se debe a una posible degradacion
incompleta del DEPC en solucién [159], [160], por lo hubo degradacién del RNA de SARS CoV-
2 después del envasado, por esta razén no fue considerado éptimo para la preparacion del
material, y se decidié continuar empleando el buffer comercial Invitrogen, AM 7001 para la

preparacién del Control Positivo de SARS CoV-2.

Figura 54. Estabilidad Control Positivo empleando buffer citrato in-house
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En las siguientes secciones se muestra los resultados detallados de la produccién del piloto del

Control Positivo empleado el buffer Invitrogen, AM 7001.
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Estudio de Homogeneidad — Piloto Control Positivo SARS CoV-2

Los resultados obtenidos por RT-qPCR, para los niveles 1 y 2 de acuerdo con la prueba de
Levene, evidencian homocedasticidad para el conjunto de datos de ingreso, lo que induce a

aplicar una prueba de analisis de varianza de un factor (ANOVA.

En la Tabla 28 se muestran los resultados por repetibilidad asociada y el factor de entre viales
tomandolo como precision intermedia, asi como la incertidumbre asociada a cada nivel. De
acuerdo con los resultados obtenidos, para el nivel alto y bajo no hay diferencias estadisticamente
significativas, dado que la repetibilidad del método o Cuadrado Medio del Error es mayor que la
suma de cuadrados asociada al factor o el tratamiento de los cuadrados medios entre Viales. En
el nivel 2 se presenta una mayor dispersién en los resultados con respecto al nivel 1. Esto es
consistente con lo evaluado en la validacién del método en el cual la precisién de la variable de
respuesta disminuye al bajar la concentracién. Lo anterior se asocia a una menor sensibilidad en
la técnica de RT-qPCR a bajas concentraciones, lo que genera como resultado una diferencia en
las varianzas entre los niveles de concentracion, lo que es reflejado en la incertidumbre asociada
la homogeneidad en el nivel bajo de concentracién. Finalmente, la incertidumbre relativa por
homogeneidad es de 0.18% para el nivel alto de concentracién y 1.29% para el nivel bajo de
concentracion, estos valores similares a los observados para los materiales preparados a partir

del MR RGTM-10169 del NIST.

Tabla 28. Evaluacién de homogeneidad del Piloto Control Positivo SARS CoV-2 por RT-qPCR

Valor d Rep. Prec. Int
Nivel alor ce Repetibilidad e[.) Prec. Int rec . " U(hom) rel
Ct relativa relativa
Alto 26.93 0.027 0.101% 0.039 0.14% 0.18%
Bajo 32.49 0.255 0.78% 0.360 1.11% 1.29%

Adicional a lo anterior se realizaron mediciones por RT-ddPCR del material, con dos objetivos,
por un lado, obtener los valores asociados a la incertidumbre por homogeneidad asociada a este
material y por otro lado hacer una estimacién de la concentracién en copias/uL de los materiales

producidos. Con relacién a los valores de concentracion obtenidos se estima una concentracion



de 553.1 copias/uL para el nivel de alta concentracion y de 20.4 copias/pL para el de baja
concentracién con de incertidumbres relativas por homogeneidad del 1.36% y de 6.3%

respectivamente.

Estudio de Estabilidad — Piloto Control Positivo SARS CoV-2

De acuerdo con el analisis de regresién (Figura 55.), no se observa inestabilidad estadisticamente
significativa teniendo en cuenta que para los dos materiales en ambas temperaturas se observan
un p-valor <0.05, para los viales de referencia a -702C el material presenta un comportamiento

constante adecuado para ser tomado como valor de referencia.

Figura 55. Estudio de estabilidad — Piloto Control Positivo SARS CoV-2
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A pesar de observarse un incremento en valores de pendiente, este es insignificante con respecto
a la escala de mediciéon <0,3Ct al mes, por lo que se determina como apto para el propésito del
material de ser estable a 4C2 por un periodo de seis meses para ser empleado como control

positivo en los laboratorios donde se realizan mediciones de SARS CoV-2 por RT-qPCR.

4.3.4 Produccion Control Positivo de SARS CoV-2

Los MR a ser empleados como Control Positivo en mediciones de deteccién de SARS CoV-2 se
produjerén a partir los dos Materiales empleados anteriormente, el MR RGTM 10169 de NIST
y MR EURM-019 de JRC, la descripcion detallada de la produccién se muestra en la seccién
3.3.3. Dado que ambos materiales contaban con producciones piloto que demostraron un
desempefio optimo y estabilidad deseada para el fin provisto se prepararon los materiales NIPC-
1y NIPC-3 con el MR RGTM 10169, mientras que con el MR EURM-019 de JRC se prepararon
los materiales JIPC-1 y JIPC-3, cada uno de los materiales con dos niveles de concentracién alto
y bajo. En la Figura 56. se muestran la presentacion final de los materiales y su almacenamiento
por paneles, los materiales fueron distribuidos en paneles de cinco unidades, conteniendo una
unidad de los materiales preparados y un vial que contenia Gnicamente buffer citrato 1mM

pH=6.4 y finalmente sellados en una bolsa aluminizada.

Figura 56. Presentacién final materiales preparados
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Estudio de Homogeneidad —Control Positivo SARS CoV-2

La evaluacién del grado de homogeneidad del material se realizé de acuerdo con los resultados
obtenidos mediante ANOVA, al ser una produccién normalizada de la cual se tiene informacién
obtenida por los pilotos a se establecié como incertidumbre objetivo por homogeneidad un valor
<2.0%. En la Tabla 28 se muestran los valores de incertidumbre relativa para cada uno de los
materiales producidos. Para los cuatro materiales se cumple el valor objetivo; Sin embargo, para
los Materiales JIPC se presentan valores superiores a los obtenidos en su estudio piloto
especialmente para el nivel de mayor concentracién con un valor de 2.0%, Lo anterior se puede
explicar parcialmente a la falta de homogenizacién durante la preparacién del material, puesto
que el Material JIPC-3 de menor concentracién presenta valores de incertidumbre por
homogeneidad menores, siendo contrario al comportamiento evidenciado para la técnica de PCR,
resultado debido a que la varianza entre viales es muy superior a la repetibilidad de las

mediciones.

Los materiales con codificacion NIPC presentan valores de homogeneidad de 0.7% y 0.9% para
los niveles alto y bajo de concentracién respectivamente, estos valores son consistentes con los

obtenidos en el Piloto de IEA SARS CoV-2.
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A pesar de un aumento en los valores de incertidumbre por homogeneidad, el material cumple
con el fin previsto del material de ser empleado como Control Positivo por los laboratorios  por

lo cual se continué con la determinacién del valor de la propiedad por RT-ddPCR.

Tabla 29. Evaluacién de homogeneidad - Control Positivo SARS CoV-2 por RT-qPCR

Nivel Prueba Gran Repetib Rep. Prec. Prec. Int -
Hartley promedio ilidad relativa Int relativa

JIPC-1 Si 20.62 0,1 0,50% 0,4 1,90% 2.0%

JIPC-3 Si 29.62 0,24 0,80% 0,33 1,1% 1.4%

NIPC-1 Si 19.17 0,13 0,70% 0,02 0,10% 0.7%

NIPC-3 Si 31.86 0,26 0,80% 0,11 0,40% 0.9%

Estabilidad — Control Positivo SARS CoV-2

Con relacion al estudié de estabilidad de los Materiales producidos se determiné que no hay una
tendencia significativa entre la respuesta instrumental (Ct) y el tiempo, lo que coincide con el
analisis de regresion simple, tomando el p-valor < 0.05 como valor critico. Los cuatro materiales
producidos presentan valores inferiores a este (Figura 57.), por lo que se concluye que los

materiales conservaron el valor de la propiedad durante las 8 semanas que se realizé el estudio.

Teniendo en cuenta el uso previsto del Material de ser empleado como insumo en la relacién de
un taller de transferencia y que adicional a esto sea empleado como control positivo por los
laboratorios en sus mediciones de rutina se establece como adecuado para este fin de acuerdo

con la estabilidad

Finalmente, con relacion a la incertidumbre por estabilidad se estimaron a partir de La Ecuacién
4., obteniendo como resultado los valores de 0.40 (1.9%), 0.43 (1.32%) para los material NIPC-
1y NICP-3, y de 0.38 (1.8%) y 0.43 (1.4%) para los materiales JIPC-1 y JIPC-3.



Figura 57. Estudio de Estabilidad -Control Positivo SARS CoV-2
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Caracterizacion — Control Positivo SARS CoV-2

A partir de un analisis de varianza de un factor se estableci6 el valor de referencia para cada
uno de los niveles evaluados empleado el ensayo N1-china y a partir de la dispersion de los
resultados obtenidos se estimé un componente de precision asociado a la medicién por RT-
ddPCR, el que al ser mayor que el componente obtenido en el estudio por RT-qPCR, se
establecié como el componente de homogeneidad en la asignacién de valor. En la asignacion de
valor no se empleé los valores de incertidumbre por estabilidad dado que fue evaluado por RT-

qPCR.

Finalmente, se hizo la estimacién de la incertidumbre a partir de las incertidumbres asociadas al

modelo empleando la Ecuacién 11. La Tabla 30. presenta los resultados del analisis de varianza
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para la cuantificacién por RT-ddPCR y la estimacién de la incertidumbre para cada uno de los

niveles preparados.

Tabla 30. Caracterizacién MR Control Positivo SARS CoV-2

Prec.

Rep.
Nivel Rep. ReI:riva Prec. Int Int Umod Uhom url\:r uMmr abs
relativa
JIPC-
1 590 1.3% 8637 19.0%  4.68% 1.96% 19.75% 8957.67
JIPC-
3 6 6,4% 7 7,4% 9,06% 1,21% 13,40% 13.31
NIPC-
1 3359 2,0% 3740 2,2% 3,43% 0,39% 4,56% 7703.82
NIPC-
3 3 9,7% 1 45%  14,78% 0,86% 18,28% 6.026
ASIGNACION DE VALOR
Lote Valor asignado u u
lati
Copias/ulL combinada relativa v U relativa
JIPC 1 45344 8958 19,8% 2,00 17900 39%
JIPC 3 99 13 13,4% 2,16 29 29%
NIPC 1 169019 7704 4,6% 2,20 16956 10%
NIPC 3 33 6 18,3% 2,16 13 39%

Con relacién a la asignacion de valor se obtuvierén los valores de 45344+8958 copias/ulL, 99+13
copias/uL para los materiales con codificacién JIPC 1-3. El valor de precisién intermedia
obtenida para el material JIPC-1 es muy superior a los valores de repetibilidad, por lo que
aumenté significativamente la incertidumbre total del MR, al igual que lo visto en el estudio de
homogeneidad por RT-gPCR que para este nivel la homogenizacién del material no fue suficiente
lo que influyo significativamente en una variacién de la concentracion de los viales. La asignacién
de valor para los materiales NIPC-1 e NIPC-3 fue de 169019 +7704 copias/uL y 33+6
copias/uL. Los resultados obtenidos por este materiales son consistentes con los materiales

anteriormente producidos.

Valores informativos por RT-gPCR



Debido a que los laboratorios emplean mas de una diana de deteccién en sus ensayos, y que el
material fue caracterizado Gnicamente empleado el ensayo N1-china, se realiz6 la medicién del
material con las dianas E Charité, Spike y RdRp, Gnicamente para obtener informacién del
comportamiento de los materiales producidos con estas dianas de deteccién. En la Tabla 31, se
muestras los resultados obtenidos, los valores de Ct son consistentes entre ellos y no existe una

variacién superior a una unidad de Ct, lo que indica valores muy préximos de concentracion.

Tabla 31. Valores informaticos de Ct para MR Control Positivo SARS CoV-2

PROPIEDAD Gen E Gen S Gen RdRp
Valor Ct RT-PCR JIPC 1 21.04 £+ 0.07 20.66 £ 0.09 -
Valor Ct RT-PCR JIPC 3 29.76 £+ 0.04 29.45 £+ 0.19 -
Valor Ct RT-PCR NIPC 1 19.55 £ 0.18 - 20.36 £ 0.06
Valor Ct RT-PCR NIPC 3 32.06 + 0.34 - 32.47 £ 0.24

4.4 Actividades de Transferencia

A partir de los materiales producidos y descritos en las secciones 3.4.1 y 3.4.2, se realizaron dos
actividades de transferencia y mejora para los laboratorios encargados de la deteccién de SARS
CoV-2 por PCR. La organizacién y gestion para el desarrollo de ambas actividades se realizé a
través del Grupo de Ensayos de Aptitud del INM, en conjunto con el INS, como coordinador de

la Red Nacional de Laboratorios.

En las siguientes secciones se muestras los resultados obtenidos en el desarrollo de estas

actividades.
4.4.1 Ensayo de Aptitud para la detecciéon de SARS CoV-2 por RT-qPCR

Los laboratorios participantes recibieron un panel del material IEA de SARS CoV-2, compuesto
por cinco viales, tres de estos son muestras positivas de SARS CoV-2 y dos muestras negativas
sin secuencia de RNA del virus. La evaluacién de cada item es binaria positivo/negativo y el
desempefio global se evalué con base en la concordancia entre los resultados del laboratorio

participante y el laboratorio de referencia de acuerdo con La Ecuacién 16, donde el namero de
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soluciones asignadas correctamente corresponde a las soluciones cuyo resultado sea igual al valor

de referencia.

Naumero de Muestras asignadas correctamente

Resultado Laboratorio = x 100 Ecuacion 14.

5
Parametro Declaraciéon de Resultado Criterio de Evaluacién
. 80%
SARS CoV-2 (Cualitativo) Positivo/Negativo (4 de 5 resultados correctos

respecto al valor de referencia)

El EA realizado fue de caracter cualitativo, por lo cual se tuvieron en cuenta los lineamientos
establecidos en el numeral 11 de la norma NTC ISO 13528:2017 “Disefios y analisis de programas
de ensayos y aptitud cualitativos”. En concordancia, el valor asignado de los materiales
empleados se determiné por el Instituto Nacional de Metrologia ungiendo como laboratorio de

referencia.

Dado que los laboratorios participantes reportaron resultados con diferente niimero de ensayos
y dianas moleculares, la evaluacién de desempefio se hizo para cada gen o ensayo que reporto
cada laboratorio. Los valores de Ct/Cp/Cq reportados por los laboratorios participantes no
afectaron su evaluacién de desempefio del criterio cualitativo, pero si se tuvo en cuenta para
realizar un analisis descriptivo que permitié brindar una idea general del comportamiento de

estas variables en cada gen/ensayo.

En la actividad se registraron 124 laboratorios, de los cuales 121 reportaron resultados, la
distribucién del tipo de participantes fue: organismos publicos (33%) y privados (67%). En
cuanto a su naturaleza, se pueden clasificar como laboratorios médicos (41%), Hospitales (18%),
Universidades (23%), Laboratorios de Salud Publica que apoyan el control de vigilancia en el
pais (12%), centros de investigacion (5%) y laboratorios de referencia (3%).

Plataformas de RT-qPCR
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En cuanto a las plataformas de medicién, el 74,4 % de los laboratorios participantes utilizaron
plataformas de medicién abiertas, que solo aplicaban la reaccién de transcripcion inversa y
amplificacién de la muestra, los cuales podrian considerar como método tradicionales de PCR,
y donde el volumen de entrada de la muestra varia segin los protocolos comerciales o
implementados. El 25,6 % restante utiliz6 plataformas cerradas, donde la mayoria de los
laboratorios prepararon una dilucién de cada muestra contenida en el panel hasta un volumen
final de 900 pL, y de cada dilucién tomaron el volumen requerido por su plataforma de medicién,
que oscil6 entre 250 pL a 900 plL.

Las plataformas abiertas empledas se muestra en la Figura 58, las mas comunes fueron la CFX-
96 (Bio-Rad), seguida del sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific), Cobas
Z-480 (Roche), Rotor-gene Q 6000 (QIAGEN ), QuantStudio™3 qPCR System (ThermoFisher
Scientific), The LightCycler(R) 480, DTprime (DNA-Technology) y otros como StepOne™Real
time PCR system (ThermoFisher Scientific), AriaMx Real time PCR system (Agilent
Techonologies), Mini 8 Plus Real time PCR system (Coyote Biosciences), QuantStudio ™ 5 Real
time PCR system (Thermo Fisher Scientific), Line Gene-9660 (Bioer Technology), INGENIUS
(ELITech) y SaCycler-96 Real time PCR systrem (Sacace Biotechnologie).

En cuanto a las plataformas cerradas, las mas utilizadas fueron BioFire(® FilmArray(®) Torch
2.0 (Biomérieux), ExiStation: ExiPrep 48, Exicycler 96 (Bionner) m2000 Real-time System
(Abbott Molecular), Starlet (Seegene), BD max (BD), Cobas 6800 (Roche Diagnostics) y Gene
Xpert (Cepheid)

Figura 58. Distribucién de la plataforma de medicién utilizada por los laboratorios, para plataformas
abiertas (A) y cerradas (B)

B
47.3 BioFire FilmArray

m2000

ExiStation
Staarlet
Cobas 6800
BD MAX

Gene Xpert

| 108
X

10 20
Reports (%) Reports (%)

20 30 40

(=]
-
(=]
(=]

333

30



15 FORTALECIMIENTO DE LA RED NACIONAL DE LABORATORIOS QUE REALIZAN DETECCION DE
SARS-COV-2 POR PCR A TRAVES DEL DESARROLLO DE HERRAMIENTAS METROLOGICAS
PARA EL ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS DE MEDICION

Para la deteccién de SARS-CoV-2, todos los laboratorios (con plataformas abiertas y cerradas)
utilizaron RT-PCR en un solo paso. Los kits de RT-qPCR utilizados se clasificaron en tres

categorias diferentes (Figura 59, como A, By C), :

A. Protocolos internos: Compuestos por ADN polimerasa, ARN retrotranscriptasa, buffer,

nucledtidos y cofactores, los cebadores y las sondas vienen por separado y son seleccionados por
el laboratorio, generalmente de los protocolos informados por la OMS. Este tipo de kit fue
utilizado por el 25% de los laboratorios participantes, y los kits méas informados fueron: iTaq
Universal Probes One-Step Kit (BioRad), SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR system with
PlatinumTM Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), Luna(R) Universal Probe One-Step Kit
(NEB), gScript XLT 1-Step RT-gPCR ToughMix (Quantabium) y Verso 1-step RT-gPCR Kit

(Thermo Scientific).

B. Uso de kits comerciales para la deteccion de SARS-CoV-2: Fuerén empleados por

laboratorios con plataformas abiertas de medicion, el kit contiene todos los reactivos necesarios
para llevar a cabo la amplificacién, con las condiciones especificadas en cada uno. Este tipo de
kit fue utilizado por el 51% de los laboratorios participantes y los kits mas utilizados fueron:
AllplexTM 2019-nCoV Assay (Seegene), seguido de LightMix(R) SarbecoV E-gene plus (TIB
MOLBIOL), kit GeneFinderTM COVID-19 Plus RealAmp (GeneFinder), kit de deteccién de PCR
en tiempo real VIASURE SARS-CoV-2 (CerTest Biotec) entre otros los cuales con menor uso

dentro de la actividad.

C. Kit's comercial para la deteccion del SARS-CoV-2 para plataformas cerradas: Tienen

un funcionamiento similar a las desarrolladas para plataformas abiertas. Este tipo de kit fue
utilizado por el 24% de los laboratorios participantes y los mas utilizados fueron: Panel BioFire(R)
Respiratory 2.1 (RP2.1) de la casa matriz Biomérieux, AccuPower(R) SARS-CoV-2 Real-Time
RT-PCR Kit de Bioneer, Ensayo Abbott RealTime SARS CoV-2 de la casa matriz Abbott
Molecular, Reactivos BD SARS-CoV?2 para el sistema BD MAXTM (BD) entre otros con menor

uso dentro del ensayo.



Figura 59. Distribucién de los principales fabricantes de plataformas cerradas utilizadas por los
laboratorios, A. Protocolos Internos, B. Kits comerciales para la deteccion de SARS CoV-2 en
plataformas abiertas de PCR, C. Kits Comerciales para plataformas de PCR cerradas.
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El uso de metodologias por protocolos internos tiene la ventaja de disminuir los costos de la
medicién, asi como tener la ventaja de adaptar los protocolos segin las necesidades del
laboratorio y la instrumentacién con la que se cuente. Sin embargo, la facilidad que ofrecen los
kits de deteccion hace que estos tengan un mayor uso por parte de los laboratorios con equipos
de deteccién abiertos, que correspondié al 51% de los laboratorios participantes. En el caso de
las plataformas cerradas, estas en su mayoria estan ligadas a los kits que ofrecen las casas
comerciales y que garantizan su funcionamiento en estas, por lo que no se reporté el uso de

metodologias internas.

En referencia a las dianas de ARN empleadas por los participantes los resultados son mostrados
en la Figura 60. El 32,2 % de los laboratorios reportaron un solo gen, siendo el gen E el mas

frecuente seguido de la regién RdRp y el gen M, el 36,4% reporté dos genes en ensayos diplex,
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siendo E-RdRp y N-ORF1ab los méas frecuentes, y el 31,4% restante de laboratorios reportaron

tres genes, siendo E-N-RdRp el ensayo triplex el predominante.

Figura 60. Distribucién de genes reportados por los laboratorios participantes del EA SARS CoV-2
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La diversidad de dianas con las que son reportados los resultados esta ligadas a la diversidad de
kits empleados, como se discutia anteriormente, donde la mayoria de los kits comerciales estan
compuestos por ensayos en modalidades de amplificacién tipo Multiplex donde se analiza mas

de una diana de deteccién.

El gen de la RNasa P humana, utilizado como control interno en la mayoria de los ensayos
comerciales, fue informado solo por 17 laboratorios. Sin embargo, la evaluacién del desempefio

de los laboratorios se realizé con base tinicamente en la deteccién de genes virales.

Controles empleados



De los laboratorios participantes, 101 reportaron el uso de controles positivos, segin métodos
de medicién implementados: 72,1% de los laboratorios utilizaron el control positivo incluido en
el kit comercial. Para los protocolos internos, el 12,6% utiliz6 controles desarrollados
internamente y el 6,3% controles adquiridos de un proveedor externo o diferente del fabricante
del kit (NIST, INS, fabricantes como SeraCare, Eurofins y Vircell) (Figura 61, barras azules), el
4,5 % utiliz6 controles que cubren todo el procedimiento de medicién (Extraccion-RT-
amplificacion), el 11,7 % utilizé controles que cubrian la RT-amplificacién, el 33,3 % utilizé
controles que cubrian solo la amplificacién, el 2,7 % utiliz6 diferentes controles con especies
distintas al SARS-CoV-2 que cubre todo el procedimiento de medicién. El 47,7% restante no

especifica el paso del procedimiento de medicién que cubre el control.

Como se observa en los resultados, el uso de controles positivos esta depende principalmente de
su presencia en el Kit comercial empleado, cominmente la naturaleza de este no se especifica
ni se tiene informacion detallada del mismo, lo que representa que no existe trazabilidad en los

resultados obtenidos a partir de estos.

Figura 61. Controles Reportados por los participantes del EA SARS CoV-2
Kit
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En cuanto a los controles negativos, los laboratorios utilizaron diferentes materiales. El 46,8 %
utilizé el control negativo incluido en el kit comercial, el 29,7 % utiliz6 agua libre de nucleasas,
el 1,8 % utilizé controles de proveedores externos o diferentes a los fabricantes del kit y el 9,0

% utiliz6 una NTC que no especifica su identidad (Figura 61), barras rojas).

Evaluacion de Desempeiio de los participantes del EA

La evaluacién del desempefio en la prueba de competencia SARS-CoV-2 se realiz6 para cada
ensayo informado por cada laboratorio participante de acuerdo con los criterios de evaluacién
seleccionados. Del total de participantes (121), 119 (98,3%) laboratorios tuvieron un desempefio
satisfactorio en los diferentes ensayos informados (Figura 62, barras verdes), es decir asignaré
correcamente al menos cuatro de los cinco materiales presentes en el panel. Unicamente el 1,7
% restante tuvo un desempefio insatisfactorio errando en la asignacién de menos dos muestras

del panel (Figura 62, barra roja).

Figura 62. Desempefio de los laboratorios participantes de EA SARS CoV-2 segin el gen
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Figura 63. Principales fuentes de error de los laboratorios participantes de EA SARS CoV-2
segin el gen empleado
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La razén de la asignacion errénea por parte de los laboratorios mas frecuente fue la clasificacion

Number of errors

incorrecta de la muestra positiva incurriendo en un falso negativo, principalmente para el material
con menor concentracién de nimero de copias (14 copias/uL), especialmente para ensayos de
genes RdRp, E y N, con una frecuencia del 75%, 75 % y 67%, respectivamente (Figura 63). Los
falsos positivos correspondientes a la clasificacion positiva para una muestra negativa
posiblemente por procesos de contaminacién o carry over, y los resultados no informados fueron

las otras causas de error identificadas

Limites de Deteccién reportados por los participantes del EA

Con relacién a los LoD informado por los laboratorios fue en su mayoria es la informacién
proporcionada en el kit de RT-PCR, en algunos casos el valor obtenido por procesos de
verificacién del método. La Tabla 32 presenta los resultados reportados por los laboratorios,
evidenciando una gran variedad de valores y unidades de los cuales resalta copias/uL, copias/mL,

copias/reaccion, equivalentes genémicos/mL, puM, ng/uL y valores de Ct.
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Algunos de las unidades reportadas, son probablemente no factibles desde el punto de vista
técnico, en otros, es dificil transformar o incluso interpretar unidades de concentracién como
ng/uL y uM sin tener informacién clara del del peso molar de las dianas empleadas. En algunos
casos, algunos protocolos reportaron un valor de respuesta instrumental, como el Ct, como el
LoD, esto puede estar ligado al establecimiento de un punto de corte para la técnica de qPCR
al asignar como positiva o negativa una muestra haciendo mas dificil su transformacién. Sumado
a esto el reporte de valores de Ct requiere obligatoriamente el uso de materiales de referencia
para la construccion de curvas de calibracion. Todo esto refleja una falta de armonizacion entre
los diferentes productores de Kit's para la detecciéon de SARS CoV-2. La interpretacién del LoD
permite a los laboratorios ser conscientes de la cantidad minima de secuencia de virus de ARN
que sus métodos pueden detectar y permite la estimacién de la probabilidad de cometer errores

de tipo | o Il

Tabla 32. Limites de Deteccién reportado por los laboratorios participantes del EA SARS CoV-2

Unidad Intervalo Unidades Reportadas
Copias/reaccion* 3.4 - 100 43%
Copias/mL 4.167 - 2000 19%
Ct 35-40 16%
Copias/pL 0.33-10 6%
GE/mL 40 2%
ng/plL 1,0X107 1%
pM 1,0X10°6 1%
NA - 12%

En referencia al volumen utilizado por los laboratorios participantes para plataformas abiertas
de PCR, oscila entre 2 a 10 pL por reaccién de RT-PCR, equivalente a 28 a 140 copias por
reaccion de RT-PCR aproximadamente para el nivel de menor concentracién. La mayoria de los
laboratorios utilizaron 5 pL de solucién de los Materiales equivalente a 70 copias por reaccién
para el nivel inferior de concentracién, teniendo en cuenta esto los métodos reportados por
laboratorios participantes estaban en capacidad de detectar todos los materiales presentes en el

panel.



Resultados semicuantitativos del EA

Teniendo en cuenta que la naturaleza de la actividad era netamente cualitativa se pidié a los
laboratorios el reporte de las respuestas instrumentales de RT-qPCR en valores de Ct/Cp/Cq,
el valor reportado no afecté su evaluacion de desempefio y Gnicamente se emple6 para dar
cubrimiento al comportamiento de los métodos frente al material. Algunos de los laboratorios
reportaron un solo valor de respuesta instrumental, otros reportados dos o tres replicas, para los

diferentes ensayos evaluados.

Figura 64. Diagrama de cajas y bigotes de valores de Ct obtenidos por los laboratorios para
el IEA con los genes E, N y RdRp
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En la Figura 64. se muestra un diagrama de cajas y bigotes que brinda informacién de la
distribucion de los resultados de Ct obtenidos por los laboratorios, se observa cémo, de manera

general, los valores asociados a la respuesta instrumental obtenidos por los laboratorios para
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cada nivel, presentan una distribucién similar para los genes evaluados, sumado a esto en la
Figura se muestra con lineas punteadas el valor de referencia obtenida durante la caracterizacion
del material, siendo esta consistente con los valores reportados por los participantes. También
se observan algunos valores extremos reportados por los laboratorios, especialmente para los
genes N y RdRp, varios de los cuales no parecen tener correlacién con la concentracion de la

solucién medida

En el caso de plataformas cerradas, dado que los laboratorios utilizaron diferentes volimenes de
mayor dilucién, y teniendo en cuenta que estas plataformas desarrollan un proceso de extraccion
de ARN, no existe correlacién entre los resultados cuantitativos en términos de Ct y niveles para

el grupo. de laboratorios participantes.

Finalmente de acuerdo con los valores mostrados en la Figura 64, se realiz6 un analisis ANOVA
y Tukey para el nivel de concentracién con el objetivo de evaluar diferencias estadisticamente
significativas entre los valores reportados para cada uno de los ensayos, obteniendo que existe
diferencia significativa especialmente para el gen E en todos los niveles, (No para N y RdRp).
Ademas el gen E muestra la mayor dispersion y N la menor en los tres niveles de concentracién,
aunque ambos genes estan en el mismo fragmento de ARN en el material fuente de ARN, la
dispersion podria estar asociada con la accesibilidad de los primer a sitios especificos en la
plantilla de ARN. Tambien se presentarén algunos valores extremos de Ct los que fuerén
descartados mediante la prueba de Grubbs para valores atipicos, dado que no parecen tener
ninguna correlacién con la concentracién de la solucién medida especialmente para los genes N
y RdRp, sin embargo, no afectaron la evaluacién de los laboratorios. A pesar de las diferencias
anteriores y teniendo en cuenta que los datos provienen de diferentes plataformas de medicion,
ensayos implementados ya sean comerciales o internos, el tipo de amplificacién dada en los
ensayos: simplex, diplex o incluso triplex, existe una coherencia general entre los valores de Ct
reportados por los laboratorios, que pueden verse como un primer paso en un proceso de
armonizacién basado en este caso en el material de referencia utilizado como un ltem de Ensayo

de Aptitud.



4.4.2 Taller de transferencia técnica para mediciones de SARS-CoV-2 por RT-qPCR

El objetivo planteado en el desarrollo de esta actividad de transferencia y mejora no pretendié
evaluar el desempefio técnico de los laboratorios, por el contrario, correspondié a una actividad
de apoyo técnico dirigida a los laboratorios. La actividad propuesta fue la construccion de curvas
de calibracién a partir de alguno o ambos materiales (NIPC, JIPC) empleando el material NTC

como diluyente, y su evaluacién mediante RT-qPCR.

En la actividad realizada participaron 38 laboratorios de los 40 invitados inicialmente, estos
reportaron sus resultados de medicién, asociados a la cuantificacién de cada una de las soluciones
del material JIPC o NIPC. A partir de los resultados reportados por los laboratorios, valores de
respuesta cuantitativos de RT-gPCR, y demas caracteristicas de medicién, fueron depurados y

procesados segin la informacién de las diluciones realizadas por los laboratorios.

Tabla 33. Genes reportado por los laboratorios en a ejecucién del taller de SARS CoV-2

Material Laboratorios E N1-china N2-CDC RdRp OR1lab
NIPC 26 17 12 2 14 3
JIPC 10 11 - - 3 -

NIPC/JIPC 2 - - - - -

El 68% de los laboratorios midié el material NIPC, con las dianas E, N, N2, RdRp y Orflab; el
26% uso JIPC con las dianas E y N; y el 5% reportaron datos para ambos materiales. El gen E

mas reportado es E seguido de RdRp y N (Tabla 33).

A partir de los resultados reportados por los laboratorios se determinaron las siguientes
caracteristicas relacionadas con la implementacion de los diferentes protocolos para la deteccion

del virus SARS-CoV-2 por RT-PCR como método de referencia:

Volumen total de reaccion de RNA empleado en la PCR

La Figura 65 presenta la distribucion del volumen de RNA, asi como de mezcla de reaccién
reportado por los laboratorios, el primero varia de 4 pL hasta 10 pL, siendo 5 pL el volumen
mas ampliamente utilizado por los laboratorios con 30 laboratorios reportando este valor. En

relacién con el volumen total, el intervalo de volimenes empleado se encuentra entre los 10 pL
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y 25 uL, el volumen total de mayor uso en los métodos de amplificacién utilizados por los
laboratorios es de 20 uL, seguido de 15 ulL, Unicamente un laboratorio reporto el uso de 10uL

como volumen total y 5 laboratorios el volumen de 25 pL.

Figura 65. Volumen de RNA y volumen total de reaccién de PCR empleada.
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Plataformas de medicién por PCR

La distribucion de plataformas de PCR para la amplificacién y deteccién de las secuencias de
SARS CoV-2 se presenta en La Figura 66 el 52.4% de los laboratorios participantes en el taller
emplearon la plataforma CFX96 de BioRad, seguidos de las plataformas QuantStudio 3, 4, 6
Pro y FAST 7500 de Applied Biosystems, con un 21.4%. el 26.4% restantes de los laboratorios

(10) emplearon plataformas de Roche, DNA Technology, Analytic Jena, Bioer, y Tianlong.



Figura 66. Plataformas de PCR empleadas por los laboratorios en la ejecucién del taller de
transferencia.
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Distribuciéon del uso de kits comerciales por RT-qPCR

En relacién con los protocolos de amplificacién utilizados por los laboratorios para realizar la
deteccion por PCR 19 laboratorios reportaron el uso de kits o ensayos comerciales, 18 laboratorios
usaron protocolos o métodos in-house, y un laboratorio reporté resultados con las dos
alternativas. De los métodos in-house, 13 laboratorios usaron el protocolo de Charite-Berlin, 2
laboratorios reportaron usar el método del CDC de Estados Unidos, 1 reporté los dos protocolos,
(aunque solo sometié un juego de resultados), y 3 laboratorios no reportaron informacién en
este sentido (Figura 67-A). En cuanto a las MasterMix empleadas por estos protocolos, el 68%
de los laboratorios no reporto informacién, las MasterMix producidas por BioRad y Applied

BioSystems fueron las de mayor uso, en linea con las plataformas mas empleadas (figura 67-B).
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Figura 67. Distribucion de protocolos para la deteccién de SARS CoV-2 (A), Mezclas de reaccion por

RT-PCR (B) Kit's comerciales para la deteccién de SARS CoV-2 (C)
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Distribucion de los genes empleados

En relacion con las dianas de deteccion, el gen que codifica para la proteina Envelope presenta
la mayor frecuencia con 34 reportes, seguido de RdRp con 22, N con 19. Las demés dianas con

un uso significativamente menor son ORFlab, N2, y ORF-8 con 4, 2 y 1 reportes

respectivamente.
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Limites de deteccion asociados a los métodos de medicion

Los limites de deteccién reportados por los laboratorios, y que corresponden a los relacionados
en los protocolos de uso de los ensayos comerciales o a la informacién reportada para los métodos
in-house, se encuentra en dos tipos de unidades: copias/pL y copias/reaccién, La Figura 68
presenta su distribucién mediante graficos tipo violin, de acuerdo con la diana de deteccidn.
Para los ensayos reportados en copias/uL, el intervalo de los valores esta entre 0.26-10
copias/uL, siendo 5 copias/uL el valor con mayor incidencia o la moda (10 laboratorios),

anicamente la diana N presentan menores LOD's con valores inferiores a 2.5 copias/pL.

Figura 68. Limites de Deteccién reportados por laboratorios participantes de taller de
transferencia en Copias/reaccién (A), Copias/uL(B)
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En el caso del limite de deteccién en copias/reaccion (Figura 68-B), se presenta una mayor
densidad en valores discretos, principalmente 5, 10 y 50 copias/reaccién, debido a los valores
reportados por los kits comerciales, los cuales normalmente reportan el mismo valor para todas

las dianas en el ensayo multiplex.
Analisis descriptivo de los datos:

Las Figuras 69.y 70 presentan el consolidado de los resultados experimentales (en Ct) para cada

una de los materiales NIPC y JIPC medidos por los laboratorios en funcién de la diana de
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deteccion. El valor en el recuadro de cada grafica, corresponde a la eficiencia de la reaccion

calculada a partir de la pendiente global de los datos.

Se observa como para el material NIPC (Figura 69), la mayor dispersién de los datos esta en los

genes E, N y RdRp, dado que son los que tienen mayor namero de datos (Tabla 33), mientras

que aquellas con pocos datos aparentemente presentan una menor dispersion. Unas tendencias

similares presentan los resultados asociados al material JIPC para el gen E (Figura 70), en

cambio la dispersiéon aumenta para RdRp que solo cuenta con 3 juegos de datos.

Figura 69. Respuesta instrumental Ct vs Log concentracién para cada una de las dianas

evaluadas por los laboratorios para el material NIPC.
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Si se toman como limites de confianza para el valor de eficiencia (90-110%), es el gen
E en ambos materiales el que presenta el mejor comportamiento; orflab y RdRp que
pueden estar dirigidos a una misma region en el genoma, presentan un valor intermedio
mayor o igual al 80%, mientras que N1-china y N2-CDC que también detectan una
region similar, presentan la eficiencia mas baja. Para el gen RdRp de JIPC el resultado
es el opuesto, presentando una eficiencia mas alta, aunque también por fuera del
intervalo.

Figura 70. Respuesta instrumental Ct vs Log concentracién para cada una de las dianas
evaluadas por los laboratorios para el material JIPC.
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La Figura 71 despliega los resultados observados en la Figura 69, donde se permite evidenciar
con un poco mas de detalle los conjuntos de datos asociado a cada laboratorio con tendencias
mayores y menores a la esperada para una eficiencia del 100%, hecho mas evidente por ejemplo
en el caso de N2. Se observa ademas, como algunos laboratorios presentan un grado de
correlacién menor entre el valor del logaritmo de concentracién y la respuesta instrumental, por
ejemplo T-105 y T-115, hecho que podria estar asociado a errores en la preparacién de las
diluciones o en la adicién de las muestras a la mezcla de reaccién. En otros casos se observa de

manera general como la precision de los resultados por muestra, diana y nivel de concentracién
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es similar, a excepcion de algunos puntos como por ejemplo T121 en la medicién de los niveles

NIPC2a y 2b, con los genes E y RdRp, donde se evidencia una mayor dispersién para las réplicas

evaluadas.

Figura 71. Respuesta instrumental Ct vs Log concentracién por gen y laboratorio para el material

NIPC
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Teniendo en cuenta el alcance del ensayo en condiciones normales de uso, cuyo objeto es

determinar la presencia / ausencia de las secuencias de interés, el valor de la pendiente y por

tanto de la eficiencia, podria llegar a ser mas importante o relevante a bajas concentraciones,

donde podria evitar detectar muestras de baja concentracion, por ejemplo, para T114 y T135

en la deteccion del gen N2 (sin que esto signifique que esta pueda ser la Gnica causa).

La Figura 72 presenta los resultados obtenidos por gen y laboratorio para el material JIPC,

comparado con una tendencia correspondiente al 100%. Se observa como los datos obtenidos

por el laboratorio T-109 halan la tendencia y generan una eficiencia de 113% (Figura 70). El

analisis de los datos es similar al desarrollado para el material NIPC.

Figura 72. Respuesta instrumental Ct vs Log concentracién por gen y laboratorio para el material
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Limites de deteccion vs menor valor de concentracion preparado

A partir de La Figura 73 se puede establecer como con respecto al gen E, la mayor parte de

laboratorios pudo detectar los 5 niveles de concentracién, especialmente el mas bajo, el cual,

teniendo en cuenta el volumen promedio de muestra empleada (5 pL), asi como la concentracién

de dicho nivel (3 copias/uL), corresponde a 15 copias / reaccién, valor que esta de acuerdo con
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lo reportado por la mayoria de los laboratorios en cuanto a los LoD, con valores

predominantemente en 5y 10 copias/reaccién.

Figura 73. Limite de deteccién reportado por los laboratorios (Copias/Reaccién)
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En este sentido, la Figura 73 presenta la cantidad en copias / reaccién empleada por los

laboratorios en la medicién de los materiales de menor concentracién JIPC-5 (en rojo) y NIPC-

4 (en amarillo) en relacién con los limites de deteccién (mayoritarios) reportados por los

laboratorios. De manera general se podria afirmar que en el desarrollo del taller los laboratorios

midieron muestras en niveles de concentracién muy cercanos al limite de deteccién de las

metodologias implementadas, obteniendo resultados positivos o deteccién, aunque es de resaltar

que en estos niveles de concentracién no siempre amplificaron las tres replicas evaluadas.



Finalmente, a partir de esta actividad se determina que el comportamiento con los diferentes
genes no es sistematico, varia con el material, la dilucién, el tipo de gen y que de manera general
se podria afirmar que los protocolos ya sea comerciales o in-house implementados por los

laboratorios estan en capacidad de detectar muestras cercanas al limite de deteccién.






5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se validé un conjunto de métodos para las técnicas de PCR en tiempo real y PCR digital en
modo gotas con retrotranscripcion, que permiten la deteccién y cuantificacion de ARN de SARS
CoV-2 empleando las dianas de detecciones E Charité, E INM, NI1-China, N2-CDC, RdRp y
Spike, siendo estas las diana de mayor uso por parte de los laboratorios que ejecutan labores de

deteccién del virus.

Cada ensayo validado present6 caracteristicas particulares para cada gen evaluado, el disefio de
primer, sondas, y los procesos de optimizacién tienen un papel fundamental en los ensayos,
especialmente en aquellos por RT-ddPCR. En general los métodos validados son adecuados para
el propésito previsto de ser empleados en la caracterizacién de Materiales de Referencia en
unidad de concentraciéon mediante ddPCR en un intervalo de 0.5 copias/uL y 4500 copias/uL,
con una precisién entre 1.1% y 20.9% segin la concentracién empleada, y un limite de deteccién
de 0.2 copias/pL. Los métodos validados por RT-qPCR permiten caracterizar materiales de
Referencia en el intervalo de 1.6-1.5X10% copias/uL, con una precision maxima 2.3% y un limite

de deteccién minino del 2.3 copias/uL.

A partir de las metodologias previamente optimizadas y validadas, y gracias a la cooperacién
internacional, quienes suministraron los materiales de partida, se caracterizaron dos Materiales
de Referencia a nivel de ARN genémico de SARS CoV-2: i) MR Item Ensayo de Aptitud SARS
CoV-2, preparado en tres niveles de concentraciéon con valores asignados de 1417 + 220
copias/ulL, 141 + 29 copias/pL y 14.6 £ 9 copias/uL; y ii) Control Positivo SARS CoV-2,
constituido por los materiales con cédigo JIPC y NIPC, cada uno partiendo de un MR diferente

con el objetivo de cubrir la totalidad del genoma del virus, preparados en dos niveles de
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concentracién: 169019 + 7704 copias/uL y 33 + 6 copias/uL para NIPC y 45344 + 8958
copias/uL y 99 + 13 copias/uL para JIPC.

A partir de los resultados obtenidos en los estudios de homogeneidad, estabilidad vy
caracterizacion, se determino que éstos fueron adecuados para el propdsito. Adicionalmente, con
base en el estudio de estabilidad estos demostraron tener una vigencia de 11 y 6 meses

respectivamente a 42C, lo que facilita los procesos de trasnporte y almacenamiento.

Se realizaron dos actividades de transferencia técnica con laboratorios que realizan deteccién de
SARS CoV-2 por PCR. Se emplearon los MR producidos como Items de Ensayo en ambas
actividades, el primero a través de la ejecucion de un Ensayo de Aptitud cualitativo que evalué
la capacidad de deteccién de SARS CoV-2 por los laboratorios participantes y el segundo un
taller de transferencia técnica que permiti6 la evaluacién de algunos parametros de desempefio

por parte de los laboratorios y el uso de un control positivo de sus mediciones de rutina.

En el Ensayo de Aptitud se conté con la participacién de 121 laboratorios de distintas partes del
pais, de los que el 98.3% de los participantes obtuvo un rendimiento satisfactorio, demostrando
la capacidad de los laboratorios para realizar deteccion de SARS CoV-2 por PCR en los niveles
de concentracién evaluados. Adicionalmente se evidencio la gran variedad de métodos, kits y
genes empleados para la deteccion, siendo los mas comunes las dianas para la region del gen E,

Ny RdRp.

Con relacion al taller de transferencia los 38 laboratorios participantes lograron desarrollar curvas
de calibracién a partir de los MR suministrados y formatos guia para la evaluacién de los
parametros de eficiencia y precision de sus métodos. Los resultados de esta actividad permitieron
determinar que el comportamiento de los ensayos no es sistematico, y los parametros de cada
uno esta ligado al kit empleado, la diana de deteccién que se utilice, los limites de deteccion del
método e incluso el sistema de PCR. Sin embargo, los datos no son suficientes para establecer

afirmaciones en torno a la causalidad o relacién entre la no deteccién y el tipo de gen.
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Este ejercicio, ha permitido demostrar la importancia del trabajo en equipo, y la forma en la que
ante un evento como fue la pandemia del COVID-19, la organizacién, la cooperacién, la unién
de las capacidades técnicas de diferentes instituciones (Instituto Nacional de Salud, Universidad
Nacional de Colombia, Instituto Nacional de Metrologia), asi como de la cooperacién
internacional (NIST, UE — JRC, ONUDI) han permitido desarrollar herramientas técnicas que
contribuyen a fortalecer las estrategias y actividades orientadas al control y mitigacién de la
pandemia. Las actividades desarrolladas y la experiencia adquiridas pueden servir como modelo

o base para el desarrollo de estrategias similares frente a la préxima pandemia.

5.2 Perspectivas

Los Materiales de Referencia producidos puede ser empleados por los laboratorios como controles
de sus procesos de medicién continua luego de finalizadas las actividades de transferencia. Para
ello, los laboratorios cuentan con el formato de diligenciamiento de datos suministrado que
funciona como carta control de los resultados obtenidos en las mediciones permitiéndoles
continuar con el aseguramiento de la calidad de sus mediciones y brindando informacién

suplementaria del comportamiento de los Materiales de Referencia.

Como actividad futura a desarrollar se plantea la ejecucién de un ensayo de Aptitud con un item
de Ensayo basado en RNA genémico de SARS CoV-2, permitiendo una aproximacién real al
genoma de SARS CoV-2 y permitiendo incluso a los laboratorios emplear sus propios métodos

desarrollados.

Como parte de la evaluacién integral del proceso de deteccién de SARS CoV-2 por PCR se
puede realizar la produccién de un MR en forma de sobrenadante celular mediante tecnologias
de ADN recombinante, que permita incluir en los procesos de extraccién de ARN dentro del

marco de un Ensayo de Aptitud.
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5.3 Recomendaciones

El monitoreo de la estabilidad de los materiales producidos debe continuar para evaluar la
pertinencia de uso de estos por parte de los laboratorios que realizan mediciones de SARS CoV-
2, asi evaluar las condiciones de uso del materiales de condiciones extremas de temperatura

superiores a 4°C.

El desarrollo de Materiales de Referencia a nivel de proteinas como herramienta metrologica a
los métodos basados en Antigeno/anticuerpo, que permitirian evaluar los métodos restantes

empleados para la deteccién del virus.

A partir de la identificacion de nuevos patégenos y dianas de interés se puede aplicar el modelo
general desarrollado en esta actividad como punto de partida para el desarrollo de herramientas

metrolégicas.
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A. Anexo: Analisis Estadistico Produccion de
Materiales de Referencia

IEA MR SARS CoV-2 -RT-gPCR

Tabla-Al: Analisis de Homogeneidad Piloto IEA MR SARS CoV-2 -RT-gPCR

Suma

Muestr Replica Replica Replica Prome Gran Ong.en de Cuadra F
f prome  Varian GL do F P .
a 1 2 3 dio . cuadra . critico
dio za medio
dos
MR- Factor
N1-2 26.98 26.98 26.86 26.939 - 0.12487 2 0.06243 1.8919 0.23063 5.143
botellas
MR- 26.875  Repetib
N1-3 27.08 27.01 26.84 26.977 ilidad 0.19801 6 0.0330
MR- 27.03 26.52 26.58 26.710
N1-20 ' ' ' '
) Suma
Muestr Replica Replica Replica Prome Gran Orlg.en de Satis F
) prome Varian GL do F P .
a 1 2 3 dio : cuadra . critico
dio za medio
dos
MR- Factor
N2-5 30.58 30.46 30.11 30.381 - 1.2336 2 0.6168 25.4790 0.00117 5.143
) botellas
Llis 30556  Repetib
N2-19 30.28 30.15 30.22 30.216 lidad 0.1452 6 0.024
MR- 31.01 3118 31.02  31.070
N2-21 ' ' ’ ’
Gran Origen Suma Cuadra
Muestr Replica Replica Replica Prome g de F
R prome  Varian GL do F P .
a 1 2 3 dio A cuadra ) critico
dio za medio
dos
MR- Factor
N3-5 33.74 33.87 33.52 33.711 - 0.0514 2 0.0257 1.4256 0.31149 5.143
: botellas
MR- 33.614 Repetib
N3-16 33.59 33.44 33.55 33.527 ilidad 0.1083 6 0.0180
MR-

33.49 33.59 33.74 33.604
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Tabla-A2: Analisis de Homogeneidad Piloto IEA MR SARS CoV-2 RT-ddPCR

Oni Suma
. . . rigen
Muestra Replica Replica Replica Promedio Gran. Varianz de GL Cuadr.ado F F
1 2 3 promedio a cuadrad medio critico
os
MR-N1- =
798.77 79697  863.90  819.879 Factor- 4610750 2 23063752 2072 020600 55
2 botellas 1 2
MR-N1- Repetibili
3 749.19 781.99 872.45 801.208 860.8787 dad 66784.29 6 11130.716
MR-N1-
20 770.22 1077.39 1037.03 961.548
. Suma
Replica Replica Replica Gran Origen de Cuadrado F
Muestra . - . Promedio . Varianz GL ) F .
1 2 3 promedio a cuadrad medio critico
os
MR-N2- _
7661 8257  104.08  87.7537 Factor - po30.054 2 1415477 1801 00029 g,
5 botellas 28 1
MR-N2- ibili
10 9312 10115 9650  96.9248 80.0809 Re’;‘;'b"' 471.4911 6 78.581
MR-N2-
21 57.68 51.79 57.23 55.564
Origen Suma
[}
Replica Replica Replica . Gran g de Cuadrado F
Muestra Promedio . Varianz GL . F .
1 2 3 promedio cuadrad medio critico
a os
MR-N3- =
9.76 8.93 11.24 9.9753 Factor 2.2955 2 1.147 1386 03198 5,43
5 botellas 5 9
MR-N3- ibili
1073 11.88  11.02 11.209 106179 Repetibil o o6 6 0.827
16 dad
MR-N3-
19 11.49 10.74 9.77 10.6691

Tabla-A3: Analisis de Estabilidad Piloto IEA MR SARS CoV-2

Regresion Lineal piloto IEA SARS CoV-2

N1(42C)

Regresion Lineal piloto IEA SARS CoV-2

N1(-20°C)

m
s
R2
F
ssreg
t
Probabilidad

Estimacion lineal

Estimacion lineal

-0.01346938
0.025844587
0.012195624
0.271616265
0.005442723
0.521168173
0.607456473

26.4620184
0.070778316
0.141556631

22
0.440842156
373.8718303
2.46504E-43

m
s
R2
F
ssreg
t
Probabilidad

-0.00752282
0.027056899
0.003667669
0.07730458
0.001683021
0.278037012
0.78358026

26.57479717
0.074846318
0.147551001
21
0.457197253
355.058175
7.67461E-43
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alpha 0.05 0.05 alpha 0.05 0.05
k 2.073873068 2.073873068 k 2.079613845  2.079613845
u Bl 0.053598392 0.146785242 u B1 0.056267902 0.15565144
LS uB1 0.040129016 26.60880364 LS uB1 0.048745083  26.73044861
Ll u B1 -0.06706777 26.31523316 Ll u Bl -0.06379072  26.41914573
Regresion Lineal piloto IEA SARS CoV-2 Regresion Lineal piloto IEA SARS CoV-2
N2(42C) N2(-202C)
Estimacion lineal Estimacion lineal
m -0.02483333 29.2925 m 0.004 29.27833333
s 0.029761552 0.081505368 s 0.036731073  0.100592186
R2 0.03067644 0.163010736 R2 0.000538761  0.201184372
F 0.696239847 22 F 0.011859128 22
ssreg 0.018500833 0.584595 ssreg 0.00048 0.890453333
t 0.834409879 359.3935068 t 0.108899623  291.0597185
Probabilidad 0.413019259 5.87652E-43 Probabilidad 0.914269285 6.07645E-41
alpha 0.05 0.05 alpha 0.05 0.05
k 2.073873068 2.073873068 k 2.073873068  2.073873068
u Bl 0.061721682 0.169031787 u Bl 0.076175583  0.208615425
LS uB1 0.036888349 29.46153179 LS uB1 0.080175583  29.48694876
Ll u Bl -0.08655502 29.12346821 Ll u Bl -0.07217558  29.06971791
Regresion Lineal piloto IEA SARS CoV-2 Regresion Lineal piloto IEA SARS CoV-2
N3(42C) N3(-202C)
Estimacion lineal Estimacion lineal
m -0.07833333 31.90666667 m 0.059166667 31.4875
s 0.080093695 0.219345618 s 0.096173573  0.263382176
R2 0.041666824 0.438691235 R2 0.016912668  0.526764351
F 0.956525504 22 F 0.378479801 22
ssreg 0.184083333 4.2339 ssreg 0.105020833 6.104575
t 0.978021219 145.4629776 t 0.615207121  119.5506109
Probabilidad  0.33869683 2.55348E-34 Probabilidad  0.544729849  1.90223E-32
alpha 0.05 0.05 alpha 0.05 0.05
k 2.073873068 2.073873068 k 2.073873068  2.073873068
u Bl 0.166104157 0.454894969 u Bl 0.199451782  0.546221201
LS uB1 0.087770824 32.36156164 LS uB1 0.258618449 32.0337212
Ll u B1 -0.24443749 31.4517717 Ll u B1 -0.14028512 30.9412788
Material de Referencia Item Ensayo de Aptitud SARS CoV-2
Tabla-A4: Analisis de Homogeneidad IEA MR SARS CoV-2 RT-gPCR
. Prueba Gran Origen Suma de Cuadrado F
Nivel Hartley promedio Varifnza cuadrados GL medio F P critico
Bajo Si 32.49 Factor 1.2193422 14 0.0870959 0.7712  0.68996 2.037
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Rep. 3.3882763 30 0.1129425
. . Factor 0.52074 14 0.0371957 1.0842  0.40856 2.037
Medio Si 29.11
Rep. 1.0291783 30 0.0343059
. Factor 0.6066058 14 0.043329 1.3038  0.26205 2.037
Alto Si 25.75
Rep. 0.9969644 30 0.0332321
Tabla A-5: Analisis de Estabilidad IEA MR SARS CoV-2 RT-qPCR
Long term Stability — 186egresion values
Concentration Coefficients Estimate Std. Error t-value R: p-value
Int t 25.6532 0.070004  366.454
High nrereep 0.03887  0.1792
Slope -0.005135  0.003765 -1.364
Intercept 28.9823 0.04556 634.081
Medi 0.07588 0.0564
edium Slope -0.00479  0.002451  -1.957
Low Intercept 32.35755  0.075663  457.656 006962  0.06997
Slope -0.007549  0.004069 -1.855
Short term Stability — 186egresion values
Concentration Coefficients Estimate Std. Error t-value R: p-value
High Intercept 25.53175 0.07022 363.584 0.01225  0.06067
Slope -0.01339 0.02564 -0.522
Medium Intercept 28.93401 0.11712 247.047 0.02306 0.4787
Slope 0.03082 0.04277  -0.04277
Low Intercept 32.22062 0.219735  146.675 0.0001573 09536
Slope 0.004721  0.080236 0.059
Tabla-A6: Estudio de Asignacion de valor IEA MR SARS CoV-2 RT-ddPCR
Level Mean Source Square sum GF Mean square F P F table
Factor 47.228956 4 11.80724 3.1601 0,06374 3,478
Low 14.6
Rep. 37.36338 10 3.736338
. Factor 256.25765 4 64.064414 0.7118 0.60236 3.478
Medium 146
Rep. 900.05944 10 90.005944
Factor 51483.699 4 12870.924 1.9793 0.17381 3.478

High 1417
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Piloto de Material de Referencia Control Positivo de SARS CoV-2

Tabla-A7: Analisis de Homogeneidad Piloto MR Control Positivo SARS CoV-2 RT-qPCR

Gra Cu
Pru
. n adr p-
Niv eba . .
| L pro Origen Varianza Suma de cuadrados GL ado F val
e ev
ene me me or
dio dio
0,0
30 00
Al 26, Factor 0,01967 3 025 234 036
o Si 93 0.0
Rep 0,01735 8 021
6
0,5
Factor 1,70998 3 699 534:; 2(3)6%
Baj Si 33, 9
o ' 69 01
Rep 1,44535 8 806
6

crit
ico

4,0
661

4,0
661

Tabla-A8: Analisis de Homogeneidad Piloto MR Control Positivo SARS CoV-2 RT-ddPCR

drad
. Prueba Gran Origen Suma de Cuadra p- F
Nivel . . GL o F L.
Levene promedio Varianza cuadrados X valor critico
medio
553,05 Factor 508,43 3 169,47 1,79 0'3325 4,066
1 Si
Rep 755,10 8 94,38
20,42 Factor 3,087 3 1,0290 031 0816 4,0661
2 Si 1 8
Rep 26,522 8 3,3044

Tabla-A9: Analisis de Estabilidad Piloto MR Control Positivo SARS CoV-2 RT-ddPCR

Nivel Alto -702C

Grados de libertad Suma de Promedio F Valor Crit-F
cuadrados de los
cuadrados
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Regresién 1 0.01542998 0.01542998 1.807764515 0.19752931
Residuos 16 0.13656631 0.00853539
Total 17 0.15199629
Nivel Alto 42C
Grados de libertad Suma de Promedio F Valor Crit-F
cuadrados de los
cuadrados
Regresion 1 0.29501351 0.29501351 1.334484969 0.26496996
Residuos 16 3.537107  0.22106919
Total 17 3.83212051
Nivel Bajo -702C
Grados de libertad Suma de Promedio F Valor Crit-F
cuadrados de los
cuadrados
Regresién 1 0.00109974 0.00109974 0.210846613 0.65228137
Residuos 16 0.08345301 0.00521581
Total 17 0.08455275
Nivel Bajo 42C
Grados de Suma de Promedio F Valor Crit-F
libertad cuadrados de los
cuadrados
Grados de libertad 0.22519137 0.22519137 1.704159229 0.21020575
Residuos 16 2.11427539 0.13214221
Total 17 2.33946676

Material de Referencia Control Positivo de SARS CoV-2:

Tabla-A10: Analisis de Homogeneidad Material de Referencia Control Positivo SARS CoV-2

Gran

. Prueba . Origen Suma de Cuadrado "
Nivel promedi . L . F p-valor F critico
Hartley o Varianza cuadrados medio
IPC- -
JIPC Si 20,62 Factor 3.435 7 0,491 49,67 1,1E-09 2,66
1 Rep. 0.158 16 0,01
JIPC- H
Si 29.62 Factor 2 5 0,393 7.7 1,9-03 3,11
3 Rep. 0,613 12 0,051
NIPC -
Si 10.17 Factor 0 7 0,017 1,09 4,1E-01 2,66
-1 Rep. 0,252 16 0,016
NIPC Factor 0 7 0,058 0,87 5,5E-01 2,66
Si 31.86

-3 Rep. 1,062 16 0,066
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Tabla-A11: Estudio de Asignacion de valor - Material de Referencia Control Positivo SARS

CoV-2
Nivel Gran . Origen Suma de GL Cuadr.ado F p-valor F critico
promedio Varianza cuadrados medio

JIPC- AB3A4 Factor 37773009560 22 1716954980 1641,7608  1,02E-54 1,801
1 Rep. 43923638 42 1045801

JIPC- - Factor 1253,92 4 313,48 7,82 4,00E-03 3,48
3 Rep. 401,05 10 40,10

NIPC- G Factor 324934073 4 81233518 7,20 9,22E-03 3,84
1 Rep. 90242464 8 11280308

NIPC- Factor 17,93 4 4,48 0,43 0,78 3,48
3 33 Rep. 103,22 10 10,32

Tabla-A12: Analisis de Estabilidad - Material de Referencia Control Positivo SARS CoV-2

NIPC-1
Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.71547 -0.44279 -0.04926 0.43308 0.95826
Coefficients:
Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 20.18153 0.27172 74.28 <2e-16 ***
Semana -0.02681 0.04961 -0.54 0.594
Signif. codes: 0.001 ** 0.01 ¥ 0.05 "’ 01"’
Residual standard
0.5434 22 degrees of freedom
error:
Multiple R-squared: 0.0131 Adjusted R-squared: -0.03175
F-statistic: 0.2921 1 and 22 DF p-value: 0.5943
NIPC-3
Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.86643 -0.50899 -0.07345 0.56994 0.928
Coefficients:
Estimate Std. Error t value Pr(>1t])
(Intercept) 30.82298 0.29455 111.268 <2e-16 ***
Semana -0.06165 0.05378 -1.006 0.325
Signif. codes: 0.001 **' 0.01 ¥ 0.05 "’ 01"’
Residual standard
0.5891 22 degrees of freedom
error:
Multiple R-squared: 0.04398 Adjusted R-squared: 0.0005264
F-statistic: 1.012 1 and 22 DF p-value: 0.07611
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JIPC-1
Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-1.4017 -0.5579 0.3939 1.3497
Coefficients:
Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)
(Intercept) 21.83916 0.2317 94.256 <2e-16 ***
Semana -0.01807 0.04841 -0.373 0.712
Signif. codes: 0.001 “**' 0.01 ¥ 0.05 ‘.’ 01"
Residual standard
0.6475 31 degrees of freedom
error:
Multiple R-squared: 0.004473 Adjusted R-squared: -0.02764
F-statistic: 0.1393 1 and 31 DF p-value: 0.7115
JIPC-3
Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.86643 -0.58244 0.56994 0.928
Coefficients:
Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 32.7742 0.29455
111.268 2e-16 ***
Semana -0.0541 0.05378 <se
Signif. codes: 0.001 "**' 0.01 '+ 0.05 “’ 0.1"
Residual standard
0.5891 22 degrees of freedom
error:
Multiple R-squared: 0.04398 Adjusted R-squared: 0.0005264
F-statistic: 1.012 1 and 22 DF p-value: 0.3253
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