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Resumen

En la costa ecuatoriana, los virus respiratorios provocan alrededor de 20.000 casos al afio, si bien
los Rhinovirus son los méas prevalentes, también hay notables incidencias de otros patégenos, como
la Influenza A 'y B, virus sincitial respiratorio y SARS-COV-2. A nivel mundial, estos son una de
las principales causas de enfermedades del sistema respiratorio; para proteger la salud publica y
prevenir impactos negativos en la comunidad, es crucial comprender cOmo se propagan estos virus,

asi como las medidas preventivas y su modo de transmision.

Las técnicas de diagnostico molecular, como la RT-gPCR vy el sistema POCT, han transformado
la medicina y la investigacion, brindando precision y rapidez en la deteccion de patdgenos y
mutaciones genéticas, ambos métodos fundamentados en la PCR, permiten una identificacion y
gestion eficaz de casos virales en contextos clinicos y epidemioldgicos. Entre abril y junio de 2023,
en el Hospital de Especialidades Teodoro Maldonado Carbo, se analizaron muestras nasofaringeas
de 60 pacientes, buscando la presencia de agentes infecciosos como la Influenza A y B, Virus
sincitial respiratorio y SARS-COV-2.

De los 60 pacientes analizados, los resultados para Influenza B y SARS-CoV-2 coincidieron en
ambas pruebas, con un 13,33% y 1,67% de positividad, respectivamente para Influenza A, la RT-
PCR report6 un 10% de positividad, mientras que el sistema POCT indicé un 16,67%, en relacion
con el VRS, la RT-PCR revel6 un 20% de casos positivos, y el sistema POCT un 21,67%. La RT-
PCR alcanzo una especificidad del 100%, y el sistema POCT del 85,7%. Dentro de nuestro estudio,
la comparacion de especificidad entre las pruebas fue esencial para determinar con precision a
aquellos individuos sanos, una elevada especificidad garantiza que los resultados negativos sean

fiables y representen verdaderamente la no presencia de la enfermedad evaluada.

Palabras claves

Especificidad; sistema POCT; panel respiratorio; patégeno; reaccion en cadena de la polimerasa.



Abstract

On the Ecuadorian coast, respiratory viruses are around 20,000 cases per year, Rhinoviruses are
the most prevalent, there are also notable incidences of other pathogens, such as SARS-CoV-2,
Influenza A, Influenza B and Syncytial Virus. Globally, these are one of the main causes of
respiratory system diseases; to protect public health and prevent negative impacts on the
community, it is crucial to understand viruses dispersion, as well as preventive measures and

transmission mode.

Molecular diagnostic techniques, such as RT-gPCR and the POCT system, have transformed
medicine and research, providing accuracy and speed in the detection of pathogens and genetic
mutations, both PCR-based methods that enable effective identification and management of viral
cases in clinical and epidemiological settings. Between April and June 2023, at the Hospital de
Especialidades Teodoro Maldonado Carbo, nasopharyngeal samples from 60 patients were
analyzed for the presence of infectious agents, Influenza A and B, Respiratory Syncytial Virus and
SARS-COV-2.

Of the 60 patients analyzed, the results for SARS-CoV-2 and Influenza B coincided in both tests,
with 13.33% and 1.67% positivity, respectively. For Influenza A, RT-PCR reported 10%
positivity, while the POCT system indicated 16.67%; for RSV, RT-PCR revealed 20% of positive
cases, and the POCT system 21.67%. RT-PCR achieved a specificity of 100%, and the POCT
system 85.7%. Within our study, the comparison of specificity between tests was essential to
accurately determine healthy individuals; high specificity ensures that negative results are reliable

and truly represent the non-presence of the disease being evaluated.

Key words

Specificity; POCT system; respiratory panel; pathogen; polymerase chain reaction.
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Capitulo 1 Conceptualizacion

1.1 Introduccion

Las enfermedades respiratorias pueden ser causadas por factores ambientales, como la
contaminacion del aire, infecciones virales o bacterianas, las mas comunes incluyen la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), el asma, la neumoniay la tuberculosis; estas patologias son
causadas por agentes virales, estos microorganismos son causantes de la gripe entre los cuales se
encuentran el virus respiratorio sincitial (VRS), adenovirus, rinovirus y coronavirus, que causan
inflamacion en los pulmones lo que puede hacer que estos se llenen de liquido esto dificulta la
respiracion reduciendo la cantidad de oxigeno que llega al cuerpo, por otro lado en algunos casos
graves, es necesaria la hospitalizacion para recibir el tratamiento mas adecuado, ya que los virus
respiratorios son una de las principales causas de afecciones respiratorias en todo el mundo,
comprender el modo de infeccion de estos virus, sus técnicas de prevencidn y su propagacion es
fundamental para mantener la salud pablica y prevenir complicaciones graves en la poblacion
(OPS, 2021).

A partir de la pandemia por SARS CoV-2 los virus respiratorios se han convertido en uno de los
temas de investigacion mas importantes, siendo necesario potencializar los métodos de
diagnostico, segun la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades respiratorias son una
de las principales causas de muerte a nivel mundial, y se estima que en 2019 murieron alrededor
de 3,9 millones de personas. (OMS, 2019). En el 2022, Ecuador presenta un alto nimero de casos
de infeccion respiratoria grave (IRS) causada por el virus de la influenza, SARS CoV-2 y VRS,
las condiciones climaticas durante el comienzo del periodo de lluvias a finales del 2022 ayudaron

al incremento en la tasa de infeccion (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2022).

El virus respiratorio sincitial (VRS) es la principal causa de infecciones en las vias respiratorias
bajas (LRTI) en nifios menores de un afo, en Estados Unidos, cada afio se registran entre 132,000
y 172,000 hospitalizaciones en nifios menores de 5 afios debido a esta infeccion, y la cifra esta en
ascenso, la mayoria de estas hospitalizaciones ocurren en nifios que superan los seis meses de edad;
a nivel global, esta enfermedad es preocupante se estima que el VRS provoca aproximadamente

34 millones de casos graves de afeccion pulmonar en nifios, llevando a unos 3,4 millones de
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hospitalizaciones anuales (Ballmann, 2021). La incidencia de influenza se ha mantenido baja;
recientemente, la incidencia de influenza ha disminuido, con una mayor prevalencia de la influenza
A sobre la B. Mientras que la actividad del virus sincitial respiratorio (VSR) se mantiene baja, los
casos de SARS-CoV-2 han crecido, situandose en un nivel moderado. Ademas, ha surgido un
aumento sutil en los diagnésticos de enfermedad tipo influenza (ET]1) e infeccion respiratoria aguda
grave (IRAG), siendo la mayoria vinculados al SARS-CoV-2 y en proporciones

menores a la influenza (OPS, 2023).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud, (2019) estas enfermedades ocasionaron 534,242
de decesos de ambos sexos, 267,516 (50%) de decesos en hombres y 266,725 (50%) de decesos
en mujeres, estos virus pueden causar sintomas tenues y enfermedades de alto riesgo, llegando a
ser dificiles de detectar, anteriormente, los métodos de diagnéstico se basaban en la deteccion de
antigenos virales en muestras respiratorias, como la prueba rapida de antigenos o la prueba de
inmunofluorescencia, por lo cual estas técnicas tenian una sensibilidad limitada y no podian
distinguir entre diferentes tipos de virus. En base a lo anteriormente descrito, es fundamental
realizar un diagnostico oportuno y preciso para el tratamiento eficaz que permita atender
apropiadamente al paciente y a la vez reducir la transmision de la enfermedad de esta forma, se
han disefiado diversos métodos de diagnostico en laboratorio, los cuales van desde técnicas
seroldgicas que pueden demorar semanas para obtener un resultado, hasta técnicas moleculares
que tardan horas, es asi como se resalta los beneficios de los avances biotecnoldgicos en el
desarrollo de diferentes tipos de pruebas moleculares para deteccién del agente etioldgico del

COVID-19 y otros virus respiratorios sinérgicos (Farfan, 2015).

1.2 Planteamiento del problema

En los laboratorios hospitalarios de Guayaquil existe una alta demanda de pruebas precisas para la
deteccidn de virus respiratorios, Gtiles en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades virales que
afectan al sistema respiratorio; esto ha cambiado nuestra comprension de la etiologia y la clinica
de las enfermedades respiratorias, por lo que es necesario disponer de alternativas fijas, efectivas
y precisas que detecten los principales virus respiratorios sometidos a estudio, con enfoque en

pacientes del Hospital de especialidades Teodoro Maldonado Carbo, en donde, existe
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preocupacion acerca de que el tratamiento asignado a los pacientes tenga una eficacia minima, en
donde la susceptibilidad del virus a un determinado medicamento puede variar, y es importante
tener en cuenta factores como enfermedades adyacentes, la condicion del paciente por ejemplo, si
esta programado para cirugia o se encuentra en (UCI) Unidad de Cuidados Intensivos ademas de
inminente posibilidad de diversos efectos secundarios (Arandia-Guzman & Antezana-Llaveta,
2020).

En los dltimos afios el desarrollo progresivo de métodos para identificar enfermedades
respiratorias basados en amplificacion de material genético los cuales son cada vez mas comunes
en los ensayos clinicos; el resultado se observa rapidamente para permitir que el paciente reciba el
tratamiento bioldgico correcto y evitar tratamientos a largo plazo con farmacos que pueden ser
inadecuados, la deteccion rapida del virus mediante tecnologias biotecnoldgicas como laRT-qPCR
(PCR en tiempo real por retrotranscripcion) y el sistema de pruebas de laboratorio en el lugar de
asistencia (Point Of Care Testing, POCT) es crucial en estos casos, por lo que estas tecnologias
permiten una deteccion rapida y precisa del virus, lo que se convierte en un factor decisivo para

brindar el tratamiento adecuado lo antes posible (Marimon, 2017).

1.3 Justificacion y delimitacion

En la costa del Ecuador existe una incidencia de virus respiratorios que causan aproximadamente
20.000 casos al afo siendo los Rhinovirus los de mayor prevalencia, junto con otros virus como la
Influenza A 'y B, virus sincitial respiratorio y SARS-COV-2, entre los grupos demograficos mas
susceptibles al presentar complicaciones respiratorias estan adultos mayores, nifios y personas con
un sistema inmune debilitado por una mala alimentacion, cambios frecuentes de temperatura,
exposicion prolongada a contaminacion o sufrir de afecciones que deterioren al sistema inmune,

tal como la anemia (Miranda, et al., 2021).
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La finalidad de esta investigacion es comparar la especificidad de las metodologias RT-gPCR y
POCT, las cuales permiten la deteccion molecular de los virus que seran sometidos a estudio
mencionados anteriormente, en pacientes hospitalarios, en donde se evaluaran diversos parametros
como sexo Yy edad, la muestra y los resultados generados tanto positivos y negativos para la
identificacion de patdgenos respiratorios, lo que conducira al desarrollo de herramientas
terapéuticas preventivas para evitar la propagacion del virus y los patégenos vecinos con el fin de

reducir o prevenir la gravedad de la enfermedad adquirida.

1.4  Objetivos

1.4.1 General

Comparar la especificidad de los resultados obtenidos de la técnica RT-qPCR con el sistema POCT
para el diagnostico molecular de virus que ocasionan problemas respiratorios en pacientes

atendidos en el Hospital de Especialidades Teodoro Maldonado Carbo.

1.4.2 Especificos

e Procesar las muestras de hisopados nasofaringeos que se reciben en el Laboratorio de
Genética y Molecular utilizando la Técnica RT-qPCR y Sistema POCT.

e Disefiar y recopilar en una matriz de datos los resultados positivos y negativos de cada
prueba sometida a estudio.

e Analizar estadisticamente los resultados de los virus detectados de las pruebas RT-qPCR

y Sistema POCT, mediante la comparacién de los datos consolidados.

1.5 Hipdtesis o Supuestos

e La RT-gPCR en tiempo real tiene mayor especificidad para la identificacion de los

virus asociados a las enfermedades respiratorias a comparacion del sistema POCT.
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Capitulo 2 Fundamentacion Teorica

2.1 Enfermedades Respiratorias

Las enfermedades respiratorias abarcan una serie de patologias que impactan el sistema
respiratorio, compuesto por los pulmones, las vias aéreas y otros 6rganos esenciales para la
respiracion, estas infecciones pueden variar desde condiciones leves y autolimitadas hasta
enfermedades crénicas con el potencial de ser mortal, en donde la prevencion y el tratamiento
adecuados de las enfermedades respiratorias juegan un papel crucial en la disminucion de la
carga de enfermedad y en la mejora de la salud publica, es primordial la implementacion de
diversas estrategias, entre las cuales se destacan la vacunacion contra la gripe y la neumonia,
las cuales son medidas efectivas para prevenir las enfermedades respiratorias originadas por
virus y bacterias, por lo que la promocién de entornos saludables y la reduccién de la
exposicion a contaminantes del aire y otros agentes irritantes también desempefian un papel
central en esta lucha por mantener una poblacion mas sana (OPS, 2021).

Las enfermedades respiratorias se pueden clasificar de diferentes formas, dependiendo del

cuadro clinico, como se detalla en la tabla 1:

Tabla 1 Enfermedades infecciosas y sus caracteristicas.

Enfermedades infecciosas: Caracteristicas:

Infecciones virales El resfriado comdn, la gripe, el SARS-CoV-2 (que
ocasiona la COVID-19), entre otros.

Infecciones bacterianas La neumonia bacteriana, la tuberculosis, la
Bordetella pertussis (tos-ferina), la legionelosis,
entre otras.

Infecciones fungicas Como  aspergilosis, la  histoplasmosis, la

coccidioidomicosis, entre otras.

Fuente: (Merchan, Vera, & Villafuerte, 2021)
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De acuerdo con la fisiologia de la enfermedad se clasifican en:

Enfermedades de obstruccion respiratoria:

e Asma: Trastorno crénico que conduce a la inflamacion y el estrechamiento de las vias
aéreas, manifestandose en episodios de sibilancias, problemas respiratorios y una sensacion
de tension en el pecho.

e Enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC): Se trata de una enfermedad progresiva
que implica una restriccion en la circulacion del aire en los pulmones, comunmente
asociada con el habito de fumar o el contacto con irritantes ambientales (Merchéan, Vera,
& Villafuerte, 2021).

Enfermedades intersticiales:

e Fibrosis pulmonar idiopatica: Enfermedad cronica y progresiva que involucra una
cicatrizacién y engrosamiento del tejido pulmonar, dificultando la respiracion.
e Neumonitis por hipersensibilidad: Inflamacion pulmonar causada por la exposicién

repetida a ciertos alérgenos o sustancias irritantes (Johkoh, et al., 2001).

Las infecciones respiratorias a menudo afectan el tracto respiratorio superior, que es susceptible a
la infeccidn, entre los signos y sintomas mas comunes estan los resfriados, faringitis, amigdalitis,
asma y otros, aunque los virus tienen barreras contra estas infecciones, son capaces de sobrevivir
porque tienen mecanismos que les permiten evitar nuestro sistema inmunologico (Alarcén, Mufiez,
Pascual, Pintos, & Ramos, 2018).

La enfermedad respiratoria aguda es una condicion caracterizada por diversas infecciones del
sistema respiratorio, las cuales pueden ser provocadas por una amplia gama de microorganismos,
tanto virus como bacterias, esta problematica representa un importante desafio para la salud
publica a nivel global, entre las causas destacadas de esta enfermedad se encuentra la infeccion del
Virus Sincitial Respiratorio (VSR), que afecta principalmente a nifios menores de dos afios (Bernal
& Castellanos, 2015).
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En los nifios, las infecciones respiratorias (RV) a menudo causan insuficiencia respiratoria aguda
sin embargo varios estudios recientes han demostrado que las tasas de morbilidad y mortalidad
asociadas a estas enfermedades se incrementan en adultos y ancianos que no estan
inmunocomprometidos ni padecen cardiopatias; las enfermedades respiratorias muestran
variaciones sustanciales en su epidemiologia y patogenia, de acuerdo con la enfermedad en
cuestion, cada condicion respiratoria especifica presenta sus propias caracteristicas en términos de

propagacion, factores de riesgo y mecanismos patogénicos (OPS, 2020).

2.1.1 Epidemiologia

Segun Gregg en (2008) en el libro “Field Epidemiology” se presentan aspectos generales sobre la

epidemiologia de las enfermedades respiratorias:

« Transmisién: Muchas enfermedades respiratorias se transmiten entre individuos a través de
gotas respiratorias, aerosoles, contacto directo o indirecto con secreciones respiratorias
infectadas, algunas enfermedades respiratorias, como el resfriado comin y la gripe, tienen una
alta transmisibilidad y pueden propagarse rapidamente en poblaciones susceptibles.

» Agentes infecciosos: Las enfermedades respiratorias pueden ser causadas por diversos agentes
infecciosos, como virus, bacterias, hongos o paréasitos, estos agentes pueden invadir las vias
aereas superiores o inferiores y desencadenar una respuesta inflamatoria en el organismo.

» Estacionalidad: Como la gripe, muestran un patron estacional con picos de casos durante
ciertas épocas del afio, como el invierno.

» Respuesta inmunoldgica: El sistema inmunoldgico desempefia un papel crucial en la defensa
contra las infecciones respiratorias, sin embargo, en algunas enfermedades, como el asmay las
enfermedades autoinmunes del pulmén, puede haber una respuesta inmunoldgica anormal o
excesiva que contribuye a la inflamacion y el dafio pulmonar.

» Factores ambientales: La exposicion a agentes como la polucion del aire, los alérgenos, los
irritantes quimicos o el humo del tabaco, puede desencadenar o agravar enfermedades
respiratorias, estos factores pueden dafiar las vias respiratorias, aumentar la inflamacion y

afectar la funcion pulmonar.
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2.1.2 Patogenia

La patogenia es un concepto crucial en medicina y biologia, se refiere al complejo proceso
mediante el cual se desarrolla una enfermedad en el organismo el cual comienza en el momento
en que una persona entra en contacto con un agente patégeno, como un virus o bacteria, la
patogenia es una pieza fundamental para entender como las enfermedades respiratorias se

manifiestan y progresan (Esposito, Gleeny, Iheozor, & Philippa, 2017).

El libro "The early response to a novel coronavirus in the Middle East", escrito por Mounts en
(2017), proporciona una valiosa perspectiva sobre los aspectos generales de la patogenia en el

contexto especifico de las enfermedades respiratorias mencionadas a continuacion:

« Vias de entrada: Los agentes infecciosos pueden ingresar al sistema respiratorio a través de
diferentes vias, esto puede incluir la inhalacion de particulas o aerosoles contaminados
presentes en el aire, la aspiracion de secreciones infectadas desde el tracto respiratorio superior
hacia los pulmones, o el contacto directo con las mucosas respiratorias.

« Colonizacion y replicacion: Una vez que los agentes infecciosos ingresan al sistema
respiratorio, pueden colonizar las células de las vias respiratorias y comenzar a replicarse, esto
puede causar dafo celular y una respuesta inflamatoria localizada.

» Respuesta inmunoldgica: El sistema inmunolégico del huésped responde a la infeccion
respiratoria con una variedad de mecanismos de defensa, esto puede incluir la respuesta
inflamatoria local, la movilizacién de células inmunitarias, como neutréfilos y macrofagos, y
la produccion de anticuerpos y células inmunitarias especificas para combatir la infeccion.

» Dafio tisular y sintomas: La replicacion viral, la respuesta inflamatoria y otros mecanismos

patogénicos pueden causar dafio tisular en el sistema respiratorio.

Los virus que causan enfermedades respiratorias mas comunes son los coronavirus, los rinovirus,
el virus sincitial respiratorio (VSR), el virus de la influenza, los virus de la parainfluenza y los
adenovirus entre otros, estos microrganismos infectan las células de la nariz, la garganta y los
pulmones, y pueden provocar sintomas como fiebre, tos, dolor de garganta, congestion nasal,
dificultad para respirar y neumonia, algunas de estas infecciones pueden ser graves y causar la

muerte, en personas con enfermedades cronicas o inmunodeprimidas (Aspa & Naranjo, 2010).
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La prevenciony el diagnostico precoz de las enfermedades respiratorias virales son fundamentales
para evitar complicaciones y reducir la transmision, actualmente existen diferentes métodos de
diagndstico, como las pruebas moleculares, las pruebas seroldgicas y las pruebas répidas, que
pueden detectar la presencia o los anticuerpos de los virus en las muestras respiratorias o
sanguineas, en la mayoria de los casos, el cuerpo finalmente logra eliminar el agente patégeno,
aunque esto puede llevar tiempo y puede requerir tratamiento médico, en otros casos, el agente
patdgeno puede permanecer en el cuerpo durante mucho tiempo, causando una infeccion cronica
(Bartlett J. , 2008).

Las pruebas de deteccién de virus, como las pruebas de PCR y de antigenos, detectan un virus en
el cuerpo antes de que la persona muestre sintomas, por ello la investigacion sobre nuevos métodos
de diagndstico es fundamental para mejorar la sensibilidad, especificidad, precision y rapidez de
las pruebas, asi como para reducir los costos y facilitar el acceso a la poblacion, en donde detectar
una enfermedad respiratoria viral en una etapa temprana brinde herramientas para un tratamiento
eficaz y rapido con la finalidad de prevenir la propagacion a la poblacion, dentro de las
enfermedades respiratorias causadas por virus las mas importantes tenemos COVID-19, Influenza

y virus respiratorio sincitial (Moreno & Agudelo, 2010).

2.1.3 SARS-CoV-2

A finales de Diciembre de 2019, se detectaron casos de neumonia de origen desconocido en
Wuhan, China, que rapidamente se propagaron por todo el mundo, esta situacion se convirtié en
un importante problema de salud global, debido a la alta transmisibilidad del virus causante, el
aumento en la transmision de la infeccion por COVID-19 a través del contacto cercano entre
individuos infectados ha impulsado la implementacion de nuevas politicas gubernamentales
destinadas a mitigar los efectos de esta enfermedad, en donde el COVID-19, originado por el virus
del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), representa una amenaza infecciosa de gran
magnitud (OMS, 2020).
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Para comprender el genoma del virus, como se observa en la figura 1, es esencial adentrarse en las
particularidades del propio SARS-CoV-2, identificando las proteinas que deben ser detectadas y
aquellas presentes en el virus, este conocimiento permitira discernir las partes del genoma viral

que son relevantes y susceptibles de ser identificadas (Wu & McGoogan, 2020).

Glicoproteina S (Spike) Proteina M

Hemaglutinina-Esterasa (HE)

Envoltura

Proteina E ARN fusionado a Proteina N

Figura 1 Virion de Coronavirus SARS-CoV-2.
Fuente: (Gastelo, Maguifia, & Tequen, 2020).

La epidemia causada por el virus SARS-CoV-2 ha destacado el relevante papel del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (RAAS) en el desarrollo de la infeccidn viral, este sistema tanto en el
ambito pulmonar como en el sistémico, desempefia una funcién significativa considerando que el
virus utiliza la enzima convertidora de angiotensina 2 como receptor, por otro lado, el
metapneumovirus humano, perteneciente a la familia Paramyxoviridae y al género
metapneumovirus, es un microorganismo de tipo viral de ARN que puede provocar diversas
enfermedades respiratorias, especialmente en nifios, para su diagnostico, se recurre a técnicas

como la reaccion en cadena de la polimerasa o el cultivo celular (Esler & Esler, 2022).

En pacientes bajo sospecha de infeccion por COVID-19, el enfoque inicial del tratamiento
dependera del estadio en que se encuentre la enfermedad, comienza con la administracion de
oxigeno suplementario y la restriccién de liquidos, junto con el uso de antimicrobianos de manera
empirica debido a la posibilidad de coinfeccion bacteriana, en ciertos casos el uso de

corticosteroides no se recomienda para evitar efectos secundarios (Gorbalenya, et al., 2019).
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2.1.4 Influenza

La influenza es una enfermedad respiratoria con alto niveles de contagio ocasionada por el virus
de influenza que infecta la nariz, la garganta y los pulmones, este virus puede causar enfermedades
de intensidad moderada a graves y, a veces, la muerte, existen varios tipos de virus de la influenza,
incluyendo la influenza A, B, C y D como se observa en la figura 2, los virus de la influenza A'y
B son los que més cominmente causan enfermedades en humanos estos tienen una capacidad
significativa para mutar y cambiar su composicion genética lo que da lugar a diferentes cepas del
virus que circulan cada temporada, lo que puede dificultar la eficacia de la inmunidad adquirida

en temporadas anteriores (Sui, et al., 2019).

Virus de la influenza estacional en seres humanos

[ n <
TlPOS Subtipos Clados (crupos) Subclados (subgrupos)
[Algunos ejemplos] [Algunos ejemplos]
+ A(HIN]) eesmes) - 65.1 EEEES————— . 65 1A
* Influenza A
(Los tipos de virus de influenza Ay B * A(H3N2) ) *© 3C.23, 3C.3ammmmmmmn)| - 3C.2al; 3C.2a2;3C.2a3;
son los principales causantes de 3C.2a4
enfermedad en los seres humanos TR &
y los responsables de la temporada ul‘lales ]

de influenza) + B(Victoria) i © V1A mmmmm————) . \1A.1; V1A.2; VIA.3
* Influenza B ‘
. W)? * YL,Y2, Y3mmmmmmen) - Ninguno

Figura 2 Tipos de virus de influenza (A 'y B).

Fuente: (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 2022).

2.1.4.1 Influenza A

Influenza A también conocido como Influenzavirus A o Alphainfluenzavirus es un tipo de agente
viral perteneciente a la familia Orthomyxoviridae, cuando ocurre la mutacion antigénica, causa
influenza episddica en humanos y ocurre durante un periodo de 10 a 15 afios (Salomon & Webster,
2009). La influenza A es una de las dos principales grupos de virus de la gripe que a los seres
humanos afecta, y se subdivide en diferentes subtipos y cepas que pueden causar diferentes brotes
de gripe, la influenza A es contagiosa y puede tener efectos peligrosos en la salud en casos mas
graves, y se transmite de persona a persona a través del contacto con particulas respiratorias
infectadas o superficies contaminadas a continuacion se mencionan diversos sintomas que

incluyen: fiebre, tos, dolor de cabeza, dolor de garganta, fatiga y dolores musculares, el tratamiento
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antiviral esta disponible para la influenza A, y la prevencion a través de la vacunacion es una forma
importante de protegerse contra el virus (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades,

2022), como se observa en la figura 3.

Virus de influenza tipo A
Virus tipo A de influenza con espigas de hemaglutinina (HA) y

T ini (NA) alrededor de la envoltura viral

Proteina HA
? Proteina NA

Envoltura viral

Proteina de unién
areceptor

Envoltura viral
Ocho hebras de ARN

Figura 3 Virion de Influenza A.

Fuente: (Catala & Palacios, 2020).

2.1.4.2 Influenza B

La Influenza B forma parte del género de virus de la familia Orthomyxoviridae acompafiado por
diferencias antigénicas menores, este virus se suma al panorama del virus de la influenza A,
durante la temporada de gripe, es importante mencionar que durante la pandemia de COVID-19,
posiblemente, el linaje B/Yamagata haya experimentado un declive en su incidencia (Kuiken T,
2021).

Influenza B constituye uno de los tipos de virus de la gripe que afectan a los seres humanos, siendo
el responsable detras de la gripe estacional, diferente de los virus de influenza A como se observa
en la figura 4, los virus de la influenza B no se subdividen en subtipos, sino que se agrupan en dos
linajes conocidos como B/Victoria y B/Yamagata, si bien la influenza B puede ser altamente
contagiosa Yy, en casos mas severos, conlleva riesgos para la salud, generalmente desencadena
sintomas de gripe de menor intensidad en comparacion con la influenza A, es mas prevalente entre
los nifios, aunque actualmente no existe una cura permanente para el virus de la influenza, se

encuentran disponibles tratamientos antivirales, asi mismo, se han desarrollado vacunas contra la
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influenza estacional, particularmente dirigidas a aquellos en mayor riesgo de contraer la infeccién
(Kilbourne, 2006).

Virus de la gripe

Envoltura
lipidica

Figura 4 Virién Influenza B.

Fuente: (Ponce, 2009).

2.1.5 Virus Respiratorio Sincitial

El Virus Respiratorio Sincitial (VRS) adquiere su nombre debido a su inclinacion a formar
conglomerados de células de gran tamarfio conocidos como sincitios cuando se cultivan en tejidos,
este virus que pertenece a la familia de los paramixovirus y al género neumovirus, fue identificado
por Morris, Blount y Savage en 1955, es la causa més comun infeccion de las vias respiratorias
bajas (RIIT) causa brotes estacionarios alrededor del mundo en la parte norte del hemisferio, suele
ocurrir de noviembre a abril, en la parte sur del hemisferio, en las regiones tropicales y
semitropicales y normalmente se presentan en la temporada de lluvias, estas son infecciones que
afectan la parte baja del sistema respiratorio, principalmente los bronquios y los pulmones

(Sullender, 2000), como se observa en la figura 5.

Large
Polymerase
Protein (L)

Fusion Protein (F)

Small Hydrophobic
Protein (SH)

" Phosphoprotein (P)
Protein (M) Lipid Bilayer

Nucleoprotein (N)
Attachmen}
Glycoprotein (G) Respiratory Syncytial

Virus (RSV)
Figura 5 Virién Virus Sincitial Respiratorio.

Fuente: (Shrestha, 2022).
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2.2 Técnicas de diagnostico molecular

La historia de las técnicas de diagnostico molecular se remonta a la década de 1960, cuando los
cientificos comenzaron a comprender mejor la estructura de los cimientos de la herencia, en la
década de 1970, se desarrollo la técnica de Southern blot, que permitié la deteccion de secuencias
especificas de ADN en una sola muestra, las técnicas de diagnéstico molecular son un conjunto de
herramientas que permiten analizar el material genético de tipo Acido desoxirribonucleico (ADN)
o Acido ribonucleico (ARN) segtin la prueba lo necesite con el objetivo de encontrar mutaciones,
identificar microorganismos, diagnosticar enfermedades genéticas luego, en la década de 1980, se
desarroll6 la técnica de Northern blot, que permitié la deteccion de secuencias de ARN, en la
década de 1990, se desarroll¢ la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que fue
un hito en el desarrollo de técnicas de diagnostico molecular (Angarita, Diaz , & Torres, 2017).

La PCR amplifica en pequefias cantidades de material genético, lo que facilitaba el proceso de
deteccién y diagndstico para esta herramienta existen multiples aplicaciones entre las cuales se
encuentran la capacidad de realizar investigaciones sobre la expresion genética, la secuenciacion
directa de secuencias amplificadas, la deteccién de mutaciones, el diagnéstico de enfermedades
genéticas e infecciosas, y su uso en la ciencia forense, por ejemplo, para la identificacion de restos

bioldgicos y pruebas para criminalistica (Rocha, et al., 2017).

Las técnicas de diagnostico molecular son cruciales en la actualidad, ofrecen una precisién
excepcional para identificar patogenos y enfermedades, estas pruebas permiten una deteccion
temprana, crucial para el manejo y control de infecciones, ademas, guian la seleccion de
tratamientos adecuados, ayudan a monitorear la respuesta al tratamiento y desempefian un papel
clave en la investigacion epidemiolégica, su importancia se ha acentuado en situaciones de brotes
y pandemias, como el COVID-19, al permitir rastrear y contener la propagacion de enfermedades

de manera efectiva (Farfan, 2015).
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2.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica esencial que se emplea tanto en la
deteccion de patdgenos en el ambito clinico como en la medicina forense, particularmente para
identificar ADN en escenas del crimen, ademas, es Util para el genotipado, entre otras aplicaciones;
debido a su fundamento sencillo y claro, la PCR se considera un método fiable y preciso para

alcanzar diagnosticos acertados (Tamay de Dios & Velasquillo, 2013).

Las pruebas PCR tienen la capacidad de identificar enfermedades incluso cuando la cantidad de
patogenos en el individuo es minima, estas pruebas pueden reconocer los indicios de una
enfermedad en sus etapas iniciales y determinar el agente patdgeno especifico, algunas pruebas
no logran detectar las sefiales tempranas de la enfermedad debido a la insuficiente presencia de
virus, bacterias u otros patdgenos en la muestra, otra razon podria ser que el cuerpo del individuo

aun no ha generado una respuesta de anticuerpos detectable (Garibyan & Avashia, 2013).

La técnica de PCR permite usar ADN o ARN de cualquier microorganismo como material
genético, a partir de una minima cantidad de muestra, se replica varias veces en un proceso llamado
amplificacion, si hay patdgenos presentes en la muestra, esta amplificacion facilita su deteccién, y
sigue los pasos segun la figura 6, incluso una sola molécula de ADN o ARN puede ser suficiente
para lograr su identificacion mediante esta técnica de amplificacion (Tamay de Dios &
Velasquillo, 2013).

@ Desnaturalizacién @ Alineamiento @ Elongacién
Taq
/ polinerasa
DNA template ‘ 5 — — 5y — :
LN y — JUSSEN
R primer
1
JJJJJJJ.LLLLLLUJJ.LLLLLLUJJJ.LLLL 1
& F primer S

Alta temperatura causa la
separacion del ADN bicatenario

Figura 6 Etapas de la Reaccion en cadena de la polimerasa. Proceso en el cual la cadena de ADN
pasa por distintas etapas de la PCR. Desnaturalizacion, alineamiento y elongacion.

Fuente: (Labbox, 2023)
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2.2.2 PCR en tiempo real

Esta técnica es necesaria para detectar y cuantificar rapidamente la cantidad de acido nucleico
amplificado en la muestra siendo utilizado en la ciencia y la investigacion médica, la PCR en
tiempo real la cual es utilizada para la deteccion de virus y otros agentes patdgenos en muestras
clinicas, a medida que se produce la amplificacion durante los ciclos de la PCR, se acumula la
sefial de fluorescencia en proporcién al de ADN amplificado presente en cada ciclo lo cual permite
medir y cuantificar la porcion inicial de ADN objetivo presente en la muestra original para la
deteccidn de la fluorescencia se realiza en tiempo real a medida que la reaccion de amplificacion
se realiza en el termociclador que esta especialmente disefiado para deteccidn de estas sefiales
(Rojas, et al., 2000).

En laPCR convencional, se amplifica el ADN objetivo durante una serie de ciclos de amplificacion
y luego se realiza una electroforesis en gel para visualizar los productos amplificados; a través de
la gPCR permite la deteccion de los productos de amplificacion durante la reaccion, sin necesidad
de procesos posteriores como la electroforesis, en la PCR en tiempo real se utiliza una sonda de
ADN especifica, Ilamada sonda de sondaje, que esta disefiada para unirse de forma especifica a la
secuencia diana del ADN durante la amplificacion es decir esta sonda contiene un marcador
fluorescente en un extremo y un quencher en el otro extremo de esta forma el marcador
fluorescente emite fluorescencia cuando se separa del quencher debido a la actividad de la ADN
polimerasa durante la amplificacién (Agindotan, 2020). El instrumento mide la intensidad de
fluorescencia en cada ciclo y genera una curva de amplificacion, que representa la cantidad de
ADN diana presente en la muestra en funcion del numero de ciclos, el articulo cientifico de Barrera
y otros (2016), proporciona informacion sobre como que detalla el uso de la PCR en tiempo real
para la deteccidén y cuantificacién de virus y destaca como es ampliamente utilizada en la
investigacion cientifica debido a su sensibilidad, especificidad y precision a continuacion se

presentan de forma detallada:

» Sensibilidad y especificidad: La PCR en tiempo real es extremadamente sensible y
especifica, siendo capaz de detectar y cuantificar incluso minimas cantidades de material
genetico de esta forma es Util para detectar infecciones virales, incluyendo el COVID-19,

donde el patdgeno puede estar presente en bajas cantidades.
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 Deteccion en tiempo real: Durante la PCR en tiempo real, un marcador fluorescente se une
al ADN a medida que se amplifica de hecho este marcador emite una sefial que puede ser
detectada y medida en tiempo real, lo que permite seguir el proceso de amplificacion.

+ Cuantificacion: La PCR convencional no cuantifica, en relacion con la PCR en tiempo real

puede determinar la cantidad de acidos nucleicos presente en la muestra original.

Durante brotes de enfermedades respiratorias, es fundamental poder analizar rdpidamente un gran
nimero de muestras para identificar y controlar la propagacion del patdgeno, los equipos
automatizados pueden procesar un alto volumen de muestras en poco tiempo, lo que facilita una

respuesta rapida y efectiva ante un brote (Barrera, et al., 2016).

2.2.3 Equipo de extraccion automatizado de acidos nucleicos

Es fundamental en biologia molecular por lo que proporcionan de una manera eficiente aislar ADN
y ARN de muestras bioldgicas para su posterior anélisis, algunas de las caracteristicas que posee
el equipo son alta precision, reproducibilidad, capacidad para procesar multiples muestras al
mismo tiempo, como se muestra en la tabla 2, lo cual garantiza una mayor uniformidad y
consistencia en los resultados, lo que contribuye a una mayor precisién y reproducibilidad de los
analisis, por lo que es vital para obtener resultados confiables y precisos en el diagndstico de
enfermedades respiratorias (Cuadra, Guadron, Cruz, & Vésquez, 2021), se presenta el equipo en

la figura 7.

Figura 7 Equipo de Extraccién de material genético Maelstrom 9610.

Fuente: (TANBead®, 2022)
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Tabla 2 Descripcion del Equipo Maelstrom 9610.

Automatizacion completa

Extraccion y purificacion simultanea
de muestras de ADN y ARN.
Optimizacion automatizada de una
serie de pasos manuales extensos y
complejos.

Control de temperatura con mddulos
auténomos para garantizar un proceso
de purificacion estable.

Tecnologia patentada de agitacion en
forma de torbellino

Capacidad de procesamiento de hasta
1.600ul.

Las puntas rotativas mezclan las perlas
magnéticas alcanzando velocidades de
hasta 3.000 rpm.

Eficaz prevencion de contaminacion
cruzada a través de aerosoles.

Uso sencillo

Interfaz de wusuario amigable con
navegacion intuitiva a través de los
menus.

Posibilidad de personalizar pardmetros
con exactitud segin las necesidades
del experimento.

Fuente: (TANBead®, 2022)

Maximizacién del tiempo

Gran capacidad: se pueden manejar
hasta 96 muestras de forma
simultanea.

Agitacion de alta eficiencia con
velocidades ajustables, lo que se
traduce en una significativa reduccién
del tiempo de procesamiento.
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224 RT-gPCR

Esta técnica se utiliza comUnmente para la deteccién y cuantificacion de ARN, incluido el ARN
viral que se encuentra en el SARS-CoV-2 y la influenza, la RT-qPCR, o reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real, es una técnica de laboratorio que implica
convertir el ARN en ADN complementario utilizando la enzima transcriptasa inversa, y luego
logra amplificar el ADN utilizando PCR, este es un método sensible y especifico que permite la
deteccion de cantidades muy pequefias de ARN en una muestra, lo que lo convierte en una
herramienta valiosa en diagndsticos y en la investigacion, por consiguiente algunos de los
resultados de busqueda proporcionan mas informacidn sobre esta técnica y sus usos, es importante
conocer que la RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) es una técnica que
combina la transcripcion inversa y la PCR convencional en la cual se utiliza una enzima llamada
transcriptasa inversa para convertir el ARN en ADN complementario (ADNCc), el cual luego puede
ser amplificado mediante PCR (Moss, 2022).

El ARN es menos estable que el ADN y puede ser susceptible a la degradacion en presencia de
ribonucleasas, ademéas el ARN a menudo esta presente en cantidades méas bajas en comparacion
con el ADN en una muestra bioldgica, por lo tanto, para cuantificar y amplificar el ARN, es
necesario convertirlo en ADNc mediante la transcripcion inversa, normalmente en la RT-PCR, se
utiliza una mezcla de ARN y oligonucle6tidos especificos llamados cebadores (primers) que se
unen a secuencias especificas del ARN mensajero (ARNm) diana, en donde la enzima transcriptasa
inversa genera una cadena complementaria de ADNc utilizando el ARN como molde y uno de los
cebadores como iniciador, para este punto una vez que se logroé sintetizar el ADNC, se lleva a cabo
una PCR de punto final utilizando cebadores especificos para amplificar el fragmento de ADNc
de interés (Beneduce, 2023).

Los productos de amplificacion se pueden detectar y cuantificar utilizando meétodos como la
fluorescencia en tiempo real o la electroforesis en gel, en cuanto a la cuantificacion del ARN antes
de la RT-PCR, los espectrofotometros convencionales pueden requerir grandes volimenes de

muestra, lo que puede ser problematico cuando se dispone de una cantidad limitada de ARN de
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esta manera en estos casos, se utilizan métodos méas sensibles y especificos, como la
espectrofotometria UV o la fluorometria, que requieren volimenes de muestra mas pequefios y

permiten una mayor precision en la cuantificacion del ARN (Bartlett & Stirling, 2003).

2.3 Sistema Automatizado POCT

El sistema POCT se refiere a Pruebas de Laboratorio en el lugar de Asistencia (Point Of Care
Tasting) que son pruebas de diagnostico médico que se realizan en el punto de atencién al paciente,
en lugar de ser enviadas a un laboratorio central, lo que permite obtener resultados mas rapidos se
utilizan en hospitales, clinicas y otros entornos de atencion médica para la deteccion y diagnéstico
de enfermedades, algunos ejemplos son carga viral, glucosa, y paneles gastrointestinales, entre
otros (CLSI., 2023), se presenta el equipo en la figura 8.

La necesidad de aplicacion por su manera rapida de deteccion de niveles anormales o deficientes
de algun marcador o patégeno que genere de manera agresiva o variada efectos negativos al
paciente, siendo los lugares idoneos segun (2017), en areas como Urgencias, UCI pediatricay UCI
neonatos; por requerir de manera inmediata o urgentes resultados con equipos de manejo coémodo

y eficiente.

Figura 8 Sistema automatizado POCT, BioFireFilm Array Torch.
Fuente: (BioFire®, 2022)
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2.3.1 Generalidades del cartucho

El manual presentando por BioFire® (2022), presenta generalidades sobre el cartucho del equipo
el cual realiza la lisis de la muestra por agitacion (batido de microesferas) ademas de la lisis
quimica mediada por la solucion tampdn extrae y purifica todos los acidos nucleicos de la muestra
utilizando la tecnologia de microesferas magnéticas, realiza la PCR multiplex anidada mediante la
transcripcion inversa, seguida de una reaccion de PCR multiplex en la primera etapa, a
continuacion realiza multiples reacciones simultaneas de PCR como segunda etapa en el array para
amplificar secuencia dentro de los productos de la primera reaccién de PCR, mediante la curva de
fusion del punto final para detectar amplicones especificos de la diana y analiza los datos para
generar un resultado para cada analito, el equipo FilmArrayTorch® también conocido como
BioFire® tiene como base una PCR multiplex anidada, el kit contiene los siguientes materiales:
Cartucho BioFire RP2.1 plus, Vial de inyeccién de hidratacion, Buffer de muestra, Vial de
inyeccion de muestra y pipeta Pasteur, las muestras son tomadas mediante la técnica de Hisopados
nasofaringeos y recolectadas en un vial de transporte, para iniciar el proceso de preparar e hidratar
el cartucho y cargar la muestra varia dependiendo del dispositivo especifico de POCT vy el tipo de
prueba que se esté realizando, en este caso para deteccion de virus respiratorios, algunos sistemas
de POCT requieren que el cartucho de prueba, como se ve reflejado en la figura 9, se hidrate antes
del uso, lo cual puede implicar la adicion de una solucidon de hidratacién al cartucho, las
indicaciones se detallan en la figura 10.

MIEZCLA DE MUESTRA
PUERTO DE PUERTO DE INYECCION DE
INYECCION DE _| HYDRATION SOLUTION
MUESTRA (SOLUCION DE HIDRATACION)

{LADO OPUESTO) \ (LADO OPUESTO)

LISIS | S

CELULAR L MATRIZ:

.| PCR2Y FUSION
DE PUNTO FINAL

PURIFICACION ——r — ———— PCR

DE ADN/ARN

Figura 9 Esquema ilustrativo sobre las partes del cartucho del Equipo.

Fuente: (BioFire®, 2022).
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Controles externos:

Los controles externos deben ser utilizados de acuerdo con los procedimientos del laboratorio y
los estdndares establecidos por las organizaciones de acreditacion relevantes, se pueden emplear
medios de transporte o solucion salina como control negativo externo, también es viable emplear
materiales de control externo comerciales de otros fabricantes, siempre y cuando se sigan las
instrucciones proporcionadas por los fabricantes y se cumplan los requisitos de la organizacion de

acreditacion correspondiente.

3rd line —

N\" g
=
Hydration port

Figura 10 Preparacion, hidratacion del cartucho y carga de la muestra.

Sample port

Fuente: (BioFire®, 2022).

Controles del proceso:

La prueba RNA Process Control (Control del procesamiento de ARN) utiliza el transcripto de
ARN derivado de la levadura Schizosaccharomyces pombe como su objetivo, la levadura esta
presente en el cartucho como producto liofilizado y se rehidrata al cargar la muestra, la prueba
PCR2 Control (Control PCR2) identifica un ADN especifico que se encuentra en estado liofilizado
en los pocillos de la matriz, junto con sus cebadores correspondientes. Si el resultado es positivo,

indica que la PCR2 fue realizada correctamente (Basu & Krishnamurthy, 2010).

2.3.2 Aplicaciones en el area de diagndstico molecular

El sistema POCT es una herramienta en el area de diagnostico molecular si bien es cierto que el
POCT puede abordar muchas areas, incluidas la quimica clinica, la hematologia y la inmunologia,
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en el contexto del diagndstico molecular, estas pruebas se utilizan para identificar secuencias

especificas de ADN o ARN que pueden indicar la presencia de un patégeno o una condicion

genética especifica (Gualerzi, 2020).

Segun el manual TANBead®, (2022) a continuacidn se mencionan varias aplicaciones:

2.3.3

Deteccion de enfermedades infecciosas: Las pruebas POCT se utilizan ampliamente para
la deteccion de enfermedades infecciosas, como enfermedades respiratorias (influenza,
SARS-CoV-2) lo que permiten una rapida identificacion de los agentes infecciosos, lo que
facilita un tratamiento temprano y la adopcion de medidas de control y prevencién.
Diagndstico prenatal: Se emplean en el diagndstico prenatal para detectar anomalias
genéticas en el feto, como el sindrome de Patau (trisomia 13), sindrome de Down (trisomia
21) y el sindrome de Edwards (trisomia 18).

Monitoreo de enfermedades cronicas: Las pruebas POCT son Utiles en el monitoreo de
enfermedades crénicasentre las cuales se encuentra la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares permiten la medicion rapida de biomarcadores clave, como los niveles de
glucosa en sangre y los lipidos sanguineos.

Deteccion de enfermedades genéticas: También se utilizan para la deteccion de
enfermedades genéticas hereditarias, como la fibrosis quistica lo que permite una
identificacion rapida de las mutaciones genéticas relevantes.

Control de enfermedades transmisibles: Desempefian un papel importante en el control de
enfermedades transmisibles, como la deteccion de hepatitis B y C en donantes de sangre,

la deteccion de tuberculosis y la deteccion de infecciones en brotes epidemioldgicos.

Interpretacion de los resultados

Segun el manual BioFire (2022), después de identificar las curvas de fusion, el software analiza

las tres réplicas de cada prueba para llegar a un resultado, para que una prueba sea considerada

positiva, al menos dos de las tres curvas de fusion asociadas deben mostrar un resultado positivo,

y la temperatura de fusion (Tf) de al menos dos de las tres curvas positivas debe ser similar, con

una diferencia de no mas de 1 °C.
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Pruebas FluA-
Prueba pan
Resultado (n=2) FluA-H1-2 FluA-H1-2009 FluA-H3 Accion
Virus Influenza A Not Detected (No ) . . .
detectado) Negativo Negativo Negativo Negativo
Virus Influenza A A/H1 2 1 positivo Positivo Negativo Negativo
Ninguna
Virus Influenza A A/H3 2 1 positivo Negativo Megative Positive
. ~e Cualquier - "
- >
Virus Influenza A A/H1-2009 2 1 positivo resultado Positivo Negativo
Virus Influenza A A/H1 > . . ‘ . Las infecciones
Virus Influenza A AH3 2 1 positivo Positivo Negativo Positivo miltiples son posibles,
aunque poco
Virus Influenza A A/H1-2009 =0 i Cualquier — — frecuentes *, repetir la
Virus Influenza A A/H3 21 positivo resultado ositivo el prueba UNA VEZ para
confirmar el resultado ®
i Repetir | b:
Virus I““‘:Ien,za A lm? se detecta 2 positivos Negativo Negativo Negativo epellr 'a pruena
ningun subtipo) (ver mas abajo)
Virus Influenza A Equivocal 1 positivo Negativo Negativo Negativo Repetir una vez
(Dudoso)
- - {consulte la seccién
Virus Influenza A A1 Equivocal Negativo Positivo Negative Negativo Result Summary
(Dudoso) [Resumen de
Virus Influenza A A/H3 Equivocal . . ) " resultados] a
(Dudoso) Negativo Negativo Negativo Positive continuacion para
obtener mas
Virus Influenza A A/H1-2009 . Cualquier - " . .
Equivocal (Dudoso) Negativo resultado Positivo Negativo instrucciones).
Figura 11 Resultados obtenidos para el virus de Influenza A, sus variantes
Yy la Interpretacion correspondlente.
Fuente: (BioFire®, 2022)

Cada una de las pruebas individuales se interpreta de manera independiente, tal como se detalld
anteriormente, el resultado notificado para el virus de Influenza A se basa en la combinacion de
los resultados de las cinco pruebas, un resultado Erréneo (Dudoso) para el virus Influenza A (o
subtipo) puede ocurrir cuando la concentracion del virus en la muestra es baja y no es detectada

por una o0 mas pruebas requeridas (Nair, 2021). Segun se indica en la figura 11:

Nombre de la . ]
Diana génica

prueba
SARSCoV2-1 Gen de la proteina Spike (S)
SARSCoV2-2 Gen de la proteina de membrana (M)

Figura 12 Dianas génicas para las pruebas de SARS-Cov-2 en el sistema
POCT.

Fuente: (BioFire®, 2022)
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El cartucho BioFire RP2.1plus posee dos analisis para identificar el patogeno de SARS-CoV-2 en
donde cada analisis se centra en un objetivo especifico, como se muestra en la tabla, el sistema
evalUa cada analisis por separado y si uno o ambos dan positivo, se indicara en el reporte que el
Coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2) est4 "Presente"”, sin
embargo, si las dos pruebas son negativas, el reporte sefialard que no se ha "Detectado” el

mencionado virus (Wang, 2022), como se observa en la figura 12.

Informe de la prueba BioFire RP2.1plus:

De acuerdo con el manual TANBead® (2022), en la seccién denominada "Run Summary" o
"Resumen de la prueba™ del informe, se muestra informacion como la identificacién de la muestra
(Sample ID), la fecha y hora en que se realizd el analisis, los resultados de los controles y un
resumen general de los hallazgos de la prueba. Si algun organismo es identificado como
"Detectado”, aparecera en su espacio designado dentro del resumen. En la figura 13 se observa el

informe de la prueba:

™ BioFire® 3
wd Respiratory Panel 2.1 plus BEIOSSFIRE

Run Summary
Sample ID: Example Report Run Date: 08 Dec 2015
12:00 AM
Detected: Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) Controls: Passed
Equivocal: #influenza A

Result Summary

Viruses

Not Detected Adenovirus

Not Detected Coronavirus 229E

Not Detected Coronavirus HKU1

Not Detected Coronavirus NLE3

Not Detected Coronavirus OC43

Not Detected Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV)
Detected Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
Not Detected Human Metapneumovirus

Not Detected Human Rhinovirus/Enterovirus

Equivocal Influenza A

Not Detected Influenza B
Not Detected Parainfluenza Virus 1
Not Detected a Vi

Not Detected r uenza Virus 3
Not Detected Parainfluenza Virus 4

Not Detected Respiratory Syncytial Virus

“

*

Bacteria
Not Detected
Not Detected
Not Detected L
Not Detected Mycoplasma pneumoniae

Run Details.
Pouch: RP2 1piusv10 Protocol: NPS2Z v32
Run Status: Completed Operator:  Anonymous
Serial No.: 01234567 Instrument:  FAD000
Lot No.: 012345

Figura 13 Informe de la prueba BioFire RP2.1plus.

Fuente: (BioFire®, 2022)
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2.3.4 Microorganismos detectados

Los coronavirus (CoV) son agentes patdgenos del sistema respiratorio que se descubrieron en la
década de 1960, hasta ahora, se han asociado siete variantes con afecciones en humanos de estos,
cuatro tipos (coronavirus 229E, OC43, HKU1, NL63) son comunes en la poblacion humana y

constituyen aproximadamente el 15% de los resfriados habituales (Peiris JS, 2021).

La influenza A y B son virus con ARN y forman parte de la familia Orthomyxoviridae en las
epidemias anuales de gripe, del 5% al 20% de las personas experimentan infecciones respiratorias
altas, destacandose por el inicio subito de fiebre, el tipo dominante de virus influenza puede variar
con regularidad debido a pequefias y grandes alteraciones antigénicas que suceden en estos virus
(Hilleman, 2020).

El virus respiratorio sincitial (RSV) es un tipo de virus ARN que pertenece a la familia
Paramyxoviridae y esta estrechamente relacionado con los metapneumovirus y los virus
parainfluenza, el RSV se divide en dos subtipos principales (A y B), los cuales varian en su

prevalencia de manera anual (Domachowske, 2021).
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Capitulo 3 Materiales y métodos

Conforme a los objetivos de esta investigacion, a continuacion, se detalla la metodologia que se
empled para alcanzarlos, se describe el tamafio de muestra en la que se realizo el estudio, los
materiales y métodos utilizados para el procesamiento de las pruebas de hisopado nasofaringeo, el
disefio de la matriz de datos para registrar los casos que se estudio y finalmente la manera en que

se empled el analisis de los datos para lograr realizar la comparacién de resultados.

3.1 Poblacién muestral

La presente investigacion es de tipo exploratoria-comparativa, en la que se tomo las muestras de
hisopado nasofaringeo y recolectadas en un vial de transporte, en 60 pacientes atendidos en el
Hospital de Especialidades Teodoro Maldonado Carbo, entre las fechas abril a junio del presente
afio 2023, para detectar los casos de los virus de: Influenza A y B, virus sincitial respiratorio y
SARS-COV-2.

3.2 Recepcion y Transporte de muestra

Obtencién de muestras nasofaringeos:

En el Hospital de Especialidades Teodoro Maldonado Carbo, en la unidad técnica de Genética y
Molecular las muestras son tomadas por un profesional de salud que extrae el hisopo de su
envoltura e inclina un poco la cabeza del individuo hacia atras para facilitar el acceso a las fosas
nasales, por precaucion, en caso de que el paciente tosa o estornude, el profesional de salud debe
posicionarse ligeramente a un lado del paciente al tomar la muestra (Morales Angulo, y otros,
2020).

Recepcién de muestras para hisopados nasofaringeos:

En el proceso de manejo de muestras para pruebas de diagndstico molecular, se siguieron

rigurosamente a través de medidas de bioseguridad, lo cual incluye un lavado meticuloso de manos
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y la utilizacion de guantes para prevenir cualquier contaminacion, las muestras deben estar
correctamente rotuladas, son recibidas y registradas con cuidado, una vez en el laboratorio, se
procede a su ingreso en la matriz de recoleccion de datos, seguido por un minucioso proceso de
ordenamiento para preparar las corridas de cada prueba de diagnostico molecular, finalmente estas
precauciones garantizan la integridad de las muestras y la precision de los resultados obtenidos en
este importante proceso de diagnostico (Garcia Lechuz, Sanchez Romero, Gonzalez Lopez, & Orta

Mira, 2017), como se visualiza en el anexo 1.

Transporte de muestras:

El procedimiento de manejo de muestras se llevd a cabo con extrema precaucion, las muestras
son sometidas a un enfriamiento controlado mediante un empaque triple, comenzando por un
contenedor primario con tapon de rosca, seguido de un contenedor secundario hermético que
lleva una etiqueta de riesgo bioldgico, y finalmente un contenedor terciario que puede ser una
caja de espuma o una hielera con una bolsa para congelar, e indispensable que las muestras
lleguen al laboratorio en las proximas 24 horas para su procesamiento subsiguiente, por otro
lado durante el transporte, las muestras se mantienen a temperatura ambiente por un maximo de
cuatro horas (15-25 °C), y en caso de requerir refrigeracion, pueden ser guardadas a
temperaturas de 2 a 8 °C durante un periodo maximo de tres dias, también los envases deben
tener etiquetas de bioseguridad, si la muestra no se transfiere dentro del tiempo especificado,
congelar a-70 °C (SCMI, 2020).

3.3 Manejo de la prueba POCT

El manual BioFire® (2022) ofrece informacion detallada sobre el proceso, el cual dura 1 hora
debido a la preparacion del cartucho y la calibracion del equipo, inicialmente, se prepard el
cartucho para hidratarlo y se procedio a preparar la mezcla, resaltando que el volumen es de 300
uL antes de cargar dicha mezcla, tras finalizar la qPCR, el instrumento efectud un analisis de alta
resolucion de las curvas de fusion del ADN de los productos de la PCR, registrando el cambio en
la sefial de fluorescencia generada en cada pocillo, este analisis se basdé en una torunda

nasofaringea al ser una prueba de RT-gPCR multiplex, tiene la habilidad de identificar
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simultaneamente los &cidos nucleicos de 23 virus y bacterias distintos relacionados con

infecciones respiratorias.
Materiales suministrados:

El manual BioFire® (2022), proporciona informacion sobre cada kit el cual suministra los
reactivos necesarios para examinar 30 muestras y viene con distintos componentes esenciales,
entre estos se incluyen cartuchos individuales de BioFire RP2.1plus, ampollas monouso con
Sample Buffer, viales precargados color azul para inyeccion de hidratacidn para el uso en el equipo
como se visualiza en el anexo 2, viales color rojo de uso Unico para inyeccion de muestra de y
finalmente pipetas de transferencia selladas individualmente, el siguiente kit también incorpora
una solucidn de lejia al 10% o un desinfectante equivalente, todos estos componentes fueron vitales
para la realizacion y analisis de muestras de manera exacta y eficiente, asegurando resultados

diagndsticos de confianza. Como se observa en el anexo 3.
Almacenamiento, manipulacién y estabilidad de los reactivos:

Los materiales no se expusieron cerca de fuentes de calor o frio, asi como de la luz solar directa
para preservar su integridad, durante la realizacion de carga se tratd de manejar temperaturas
superiores a 40°C (104°F) antes de realizar las pruebas, ya que esto puede afectar su
funcionamiento, por otro lado se conservo el cartucho en su envase hasta que la muestra esté lista
para el andlisis y una vez abierto, se realiz6 la carga lo antes posible preferiblemente en unos 30
minutos como maximo, para mantener la calidad de los componentes, se guardd el kit, tampones

y cartuchos de reactivos en un lugar con temperatura ambiente entre 15°C y 25°C.
Requisitos de la muestra:

El manual BioFire (2022), presenta los requisitos para la recogida, preparacion y manipulacion de

la muestra en la siguiente tabla 3:
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Tabla 3 Almacenamiento de la muestra e indicaciones para su procesamiento.

La torunda nasofaringea (NPS) fue recolectada
siguiendo el procedimiento habitual explicado
Tipo de muestra antes, para colocar rapidamente en un tubo que
contiene un méximo de 3 mL de medio o

solucién salina normal.

Volumen de la muestra minimo 0,3 mL (300 uL)

Fuente: Los autores, 2023.
Procedimiento:

Segun el manual BioFire (2022), es importante usar guantes limpios y otros equipos de proteccion

individual (EPI) al manipular los cartuchos y las muestras, como se detalla en la figura 14.

Figura 14 Diagrama de procesamiento del sistema POCT.

Fase 1:
preparacion del
cartucho.

Fase 5: Fase 2:

Analisis del Hidratacion del
cartucho. cartucho.

Fase 4: Fase 3:

Carga de la mezcla Preparacion de la
de muestra. mezcla de muestra.

Fuente: Los autores, 2023.
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Luego del tiempo parametrizado se observo los resultados del procesamiento de la prueba POCT

como se visualiza en el anexo 4.

3.4 Manejo de la prueba RT-gPCR

Materiales y reactivos de la PCR:

Para esta técnica se utilizan algunas materiales y reactivos comunes utilizados en la extraccion de
material genético como lo son el ARN o ADN, como se observa en el anexo 5 y a continuacion,

se detalla su uso en el proceso:

Durante el proceso de extraccion y purificacion de acidos nucleicos, se usé un buffer de elucion
con componentes como a-D-manopiranésido y a-D-glucopiranosido para liberar acidos nucleicos,
para proteger el material genético de degradaciones, se afiadié proteinasa K y un buffer de lisis
enriquecido para romper membranas celulares y optimizar la extraccion de ARN de alta calidad.
Tras esto, un buffer de lavado elimind contaminantes y perlas magnéticas micrométricas se
emplearon para facilitar la extraccion y asegurar la pureza del material genético (Rodriguez
Gonzélez, y otros, 2023). Finalmente, los primers especificos para los genes E, RARP y N del virus
fueron empleados para facilitar la amplificacion precisa de estas regiones durante la PCR, y para
garantizar y validar la precisién de la reaccion de PCR, se incluyeron controles internos, positivos
y negativos, también se compuso un Master Mix para la PCR, como se ve en la figura 15, que
contenia todos los reactivos esenciales, incluida la transcriptasa inversa y los dNTPs, permitiendo

la ejecucion adecuada de la reaccion.

o T
I g

¢ N@ SARS-CoV-2 Assay

Figura 15 Kit de deteccion SARS-CoV-2 para la RT-gPCR.

Fuente: (Bionovabolivia, 2023)
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Materiales exclusivos del equipo

En la tabla 4 y figura 16 se describe los materiales que utiliza el equipo de extraccién:

Tabla 4 Descripcion de materiales del equipo Maelstrom 9160.

Nombre Formato Descripcion Figura
Volumen de
Placa de 96 _
_ procesamiento 50 pul-
pocillos
Placa de 1600 pl
profundos. ) . .
o Pocillos Ampliamente utilizado
Diseio unico .
para diagnostico
de enganche
molecular.
Caja de 96 96 piezas de tamafio
puntas de mediano (forma de
_ o Placa de )
pipeta. Disefio _ boligrafo) puntas en
o pocillos )
Unico de una caja
enganche
Paquete especial para
) un grupo grande o
Hileras de ) .
_ Hileras de pequefio de pruebas
pocillos de 6 ) ] o
. pocillos Residuos minimos de
posiciones )
consumibles.
Sin pérdida de reactivo.
Incorporan para un
Hileras de A ’
. Hileras de pequefic ndmero de
pocillos de 16 ) pruebas.
o pasillos
posiciones
Placa de Un disefio dnico al
pocillos maximo eficiencia de
Puntas )
Hileras de mezcla.
pocillos

Fuente: (TANBead®, 2022)
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96-spin tips box StubeB

16-Base B

96-deep well Auto Plate 6-well Auto Tube
B, 16, 48 or 96 tests 110 8 tests

Figura 16 Distribucion de la Placa de 96 pocillos, hileras de 6 pocillos y
sus variantes.

Fuente: (TANBead®, 2022)

Software de manejo del equipo:

Se conectd el equipo directamente al computador usando un cable USB y se ingresé con
credenciales de supervisor, se ejecutd en el PC el software del equipo Maelstrom 9160 Master,
iniciando el programa “TANBead Maelstrom 9160 Master”, una vez abierto, se hizo clic en
“Program Editing” para acceder, en donde se eligié un espacio vacio y se pulsé “Edit” para crear

un nuevo documento. Posteriormente, se hizo clic en cargar un nuevo archivo de programa.

Se selecciono un archivo nuevo para su importacion y luego se presioné "abrir™, para después de
cargar el documento, y luego se pulso "next", acto seguido, se hizo clic en "import to" para llevar
a cabo la ejecucion de lo que se habia importado, surgié una ventana en la que se confirmoé la

opcidn de guardar datos de dialogo, finalmente el programa quedd listo para su uso.

Extraccion de acidos nucleicos:

Se siguieron las indicaciones de TANBead (2022) se prepar6 los Auto Tube (placas de reaccién)
insertdndolos adecuadamente en la base, a continuacion, se tomo con la micropipeta 300 pL de

suspension de suero o PBS y 10 puL de Proteinasa K en los pocillos, posteriormente se utilizé la
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micropipeta para trasladar el cido nucleico ya purificado desde los pocillos de la columna a una
nueva placa de reaccion para seguir con la RT-gPCR, los Auto Tubes y las tiras utilizadas se

depositaron en el contenedor destinado al reciclaje de residuos.

La técnica empleada se fundamento6 en el manual de Seegene (2020), para lo cual se realizo el
siguiente procedimiento, para el equipo Maelstrom 9610 se utilizo la técnica de perlas magnéticas
para extraer el ARN viral, una vez completada esta extraccion, se prepar6 la RT-qPCR usando un
termociclador C1000TM Thermal Cycler (Bio-Rad), en una placa de reaccién, se colocaron la
muestra, controles, el master mix y los cebadores, para la deteccion de fluorescencia, se emple6
los fluoréforos FAM, HEX, CalRed y Quasar 670, que identificaron secuencias especificas para
coronavirus y sus variantes en los genes S, N y RARP, asi como para VSR, Flu Ay Flu B, todo el

procedimiento tomé un lapso de tres horas.

Preparacion PCR:

Una vez obtenidos los &cidos nucleicos, se prepard una nueva placa de reaccion, se prepararon los
controles internos, los cebadores y la master mix, en cada pocillo, se anadieron 10uL de muestra,
10uL de cebadores y 10uL de master mix, finalmente se insert la placa de reaccion en el

termociclador y se dejé por 1 hora.

En el procesamiento y preparacion de la PCR, se emplearon microplacas de PCR Hard-Shell (Bio-
Rad), como se observa en la figura 17, estas placas contaban con un disefio patentado de dos
componentes, fueron disefladas para prevenir deformaciones, asegurando un posicionamiento
preciso en la automatizacion, ademas las letras y nimeros negros en los margenes de la placa
facilitaron su identificacion, durante todo el proceso se comprobO que estas placas eran
compatibles con técnicas de sellado por calor, presion y adhesivo lo cual facilito su uso. El equipo
posee en su configuracién programada los siguientes pardmetros como lo son temperatura, tiempo

y namero de ciclos como se puede observar en el anexo 8.
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Figura 17 Placa de 96 pocillos para PCR HardShell.

Fuente: (Bio-Rad, 2023)

Luego de cumplir los parametros estandarizados, el termociclador detectard sefiales de

fluorescencia producidas por los amplicones generados como se observa en el anexo 7

3.5 Seleccion y registro de datos

Se realizo la recoleccién de datos de 60 pacientes de manera aleatoria para la especificidad y el
andlisis estadistico; que cumplieron con criterios de inclusion, donde se detect6é al menos uno de
los 4 microorganismos (Influenza A y B, Virus sincitial respiratorio y SARS-COV-2), se
sometieron a ambas pruebas RT-qPCR y Sistema POCT para la deteccion de los virus, las pruebas

fueron procesadas el mismo dia.

3.6 Variables de investigacion

Para el almacenamiento de datos se determiné tales como la edad al momento de la toma de la
muestra, el sexo, u otras variables que se consideren importantes de correlacionar al momento de
analizar los casos de virus detectados. Para lo cual, se enlistd un grupo de variables que se muestran
en la tabla 5, que se consideraron las mas relevantes para disefiar una matriz en la que se levanten
los datos de los pacientes. De las variables 7 a la 14, corresponden al dato binario positivo/negativo

que se registro de cada individuo segun el resultado de cada prueba.

La matriz utilizada contd con 60 registros, 17 variables que se distribuyen en: 3 de codificacién
del paciente y su diagndstico, 1 variable cuantitativa, 2 de fecha, 9 variables cualitativas y 2 de

texto.
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Tabla 5 Variables de la matriz de recopilacion de datos.

N° Nombre de variable

1 Codificacion paciente

2 Historia clinica

3 Fecha de recepcidn de muestra

4 Fecha de procesamiento

5 Sexo

6 Edad (dias, meses u afio)

7 SARS-CoV-2 (PCR)

8 Influenza A (PCR)

9 Influenza B (PCR)

10 Virus Sincitial Respiratorio (PCR)

11 SARS-CoV-2 (POCT)

12 Influenza A (POCT)

13 Influenza B (POCT)

14 Virus Sincitial Respiratorio (POCT)

15 Observaciones

16 Caodigo CIE

17 Sintomatologia asociada con el
paciente, evolucion, diagnosticos.

Fuente: Los autores, 2023

Variables:
En la tabla 6 se recopila los datos relevantes para la investigacion de manera resumida:

Tabla 6 Variables sometidas a estudio.

Variables dependientes Resultados positivos y negativos de qPCR y POCT
Variables independientes Sexo, edad, RT-gPCR, Sistema POCT, virus
Variables intervinientes Tiempo, tipo de muestra

Numero de Muestra 60

Fuente: Los autores, 2023

A continuacion, se muestra en la tabla 7 un ejemplo de la matriz disefiada para la recopilacion de

datos:
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Matriz de recoleccion:

Tabla 7 Matriz de recoleccién de datos para el estudio.

Identificacion* Historia Clinica* Fecha* Sexo* Edad*
A2 | 1992653 3/4/2023 M 5 afos 9 meses 11 dias
A3 | 2023857 4/4/2023 M 8 afos 7 meses 3 dias
A5 | 1477097 4/4/2023 F 33 afios 8 meses 25 dias
A6 | 2024041 4/4/2023 F 8 meses 11 dias
A46 | 1631502 29/5/2023 M 9 afios 9 meses 21 dias
A51 | 787596 31/5/2023 F 46 afios 6 meses 22 dias

*Valores reales. Algunos datos propuestos para el estudio.

Fuente: Los autores, 2023

En la tabla 8 se presentan los datos mas destacados de la matriz de recoleccion dentro de la misma
también se encuentran los cuatro virus sometidos a estudio con el marcaje de cuales fueron
detectados para cada tipo de prueba, ademas de la sintomatologia asociada con el paciente,

evolucion, diagnosticos, codigo CIE y observaciones.

3.7 Tratamiento de datos

Los datos fueron digitados y convertidos en un nuevo formato segun el analisis correspondiente,
de las variables que registran los virus detectados en cada prueba molecular, se asigné su respuesta
de “positivo o negativo” por “uno” (1) o “cero” (0) con el objetivo de poseer datos que fueron

analizados en Microsoft Excel.

3.8 Parametros para determinar especificidad

Se describe como especificidad a la capacidad que tiene una prueba para diferenciar aquellos que
tienen una enfermedad, y se define como la cantidad de individuos que tienen negativo a la prueba

y que no poseen la enfermedad, entre la cantidad de personas que no poseen la enfermedad, o sea,

estan sanos (Donis, 2012), como se observa en la tabla 8
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Una prueba con alta especificidad minimizara el nimero de falsos positivos, es decir, personas que
no tienen la enfermedad pero que la prueba indica errdneamente que si la tienen por ello la
necesidad de determinar su capacidad para diagnosticas de manera correcta. Ademas del uso de
una tabla tetracorica o de contingencia ampliamente utilizada en el &rea de salud para relacionar

dos o més variables de naturaleza cualitativa (Alvarez & Pérez, 2009).

Tabla 8 Especificidad, variables que maneja y su formula.

Descripcién Férmula Referencia
Especificidad: donde “d” es el

individuo no tiene la

enfermedad y el test es

Especificidad = p—— (Pértegas & Pita, 2003)

+
D (Bravo & Cruz, 2015)
sanos

B
negativo y “b” dice que el

paciente tiene la enfermedad, | Especificidad =

pero el resultado del test es

negativo.

Fuente: Los autores, 2023.

Segun Bravo y Cruz en el (2015) en su estudio sobre la exactitud diagnéstica describen los

parametros utilizados en la medicién de especificidad siendo estos los siguientes:
Verdadero negativo: el individuo no tiene la enfermedad y el test es negativo.
Falso negativo: el individuo tiene la enfermedad, pero el resultado del test es negativo.

Sanos: la suma entre los verdaderos negativos y falsos negativos pacientes sin la enfermedad
(sanos).

3.9 Analisis estadistico

Existen diversos métodos estadisticos para analizar datos segin su naturaleza y objetivo. A
continuacion, se describen de las técnicas que fueron utilizadas en esta investigacion. El uso de
tablas de frecuencias, diagrama de barras y uso de proporciones entre positivos y negativos para
cada prueba y por virus, ademas de variables como sexo y edad que graficadas mediante las
técnicas antes mencionadas permitieron complementar de manera grafica y determinar las

relaciones entre estos datos con respecto a la especificidad.
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Capitulo 4 Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en los datos, las estadisticas basicas de los
individuos a los que se les aplicd las pruebas, y posteriormente se analizd los resultados
consolidados de las pruebas PCR y POCT.

4.1 Andlisis de datos

Los resultados de las pruebas fueron agrupados de acuerdo con la cantidad de positivos y negativos
por pruebay por virus; destacando las proporciones detectadas por virus ademas de la especificidad
determinada para su analisis y contrastando diferencias que tengan relevancia, las cantidades

detalladas en la tabla 9 representan los resultados de las muestras nasofaringeas tomadas.

En un estudio reciente realizado por Nguyen (2022), se busco evaluar la habilidad de la técnica
RT-PCR para identificar el SARS-CoV-2 en pacientes utilizando dos tipos de muestras: un
hisopado nasofaringeo y un lavado bronco alveolar, la meta principal era discernir la concordancia
entre los resultados derivados de ambos métodos de muestreo, los resultados demostraron que el
hisopado nasofaringeo es un método confiable y eficiente para detectar SARS-CoV-2, enfatizando
la importancia de las muestras nasofaringeas, ya que los virus relacionados con los coronavirus
suelen estar presentes en altas cantidades en las mucosas externas, lo que facilita su deteccion. Por
tal razon, en nuestro estudio, optamos por utilizar hisopados nasofaringeos, esta metodologia no
solo es eficaz en términos de deteccion, sino que también es menos invasiva y mas facil de realizar
en comparacion con otros métodos como el lavado bronco alveolar, ademas, su alta confiabilidad
garantiza la precision en la deteccion del virus, lo que es fundamental para la implementacién de

medidas preventivas y terapéuticas.

Tabla 9 Resultados cualitativos de pruebas sometidas a estudio.

. RT-gPCR POCT
Virus/Prueba — - — -
Positivos Negativos Positivos Negativos
SARS-CoV-2 8 52 8 52
Influenza A 6 54 10 50
Influenza B 1 59 1 59
Virus Sincitial Respiratorio 12 48 13 47

Fuente: Los autores, 2023.
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Las pruebas analizadas dieron los siguientes resultados:

4.2

Para el virus SARS-CoV-2 en ambos ensayos fueron iguales con 8 positivos detectados -
52 negativos.

Para el virus Influenza B en ambos ensayos tuvieron el mismo resultado, 1 positivo
detectado - 59 negativos.

Para el virus Influenza A en el ensayo de RT-qPCR se obtuvo 6 positivos detectados - 54
negativos, para el ensayo de Sistema POCT se obtuvo 10 positivos detectados - 50
negativos.

Para Virus Sincitial Respiratorio en el ensayo de RT-gPCR se obtuvo 12 positivos
detectados - 48 negativos y para el ensayo de Sistema POCT se obtuvo 13 positivos

detectados - 47 negativos.

Resultados obtenidos por prueba

Resultados por RT- gPCR.

Los resultados positivos obtenidos de la prueba se detallan a continuacion:

Tabla 10 Frecuencia donde se detect6 cada virus en la prueba de RT-gPCR.

Resultado de la Virus Sincitial
Influenza A Influenza B ] ) SARS-CoV-2
prueba Respiratorio
Positivo 6 1 12 8
Negativo 54 59 48 52
Total de muestras 60 60 60 60

Fuente: Los autores, 2023.
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Tabla 11 Porcentaje de casos en los que se detect6 cada virus en la prueba RT-gPCR.

Resultado de la Virus Sincitial
Influenza A Influenza B ) ) SARS-CoV-2
prueba Respiratorio
Positivo 10% 2% 20% 13%
Negativo 90% 98% 80% 87%
Total de muestras 100% 100% 100% 100%

Fuente: Los autores, 2023.

En las Tablas 10 y 11, los resultados por columnas representan los totales en porcentajes de casos
en los que se detecto el virus, obteniendo al menos 1 caso detectado en las personas sometidas a
estudio.

e VRS (Virus Respiratorio Sincitial): Casos positivos detectados 20% de los individuos.
e SARS-CoV-2: Casos positivos detectados 13% de los individuos.
e Influenza A: Casos positivos detectados 10% de los individuos.

e Influenza B: Casos positivos detectados 2% de los individuos (1 caso de 60 personas).
Resultados por POCT.
Los resultados obtenidos de la prueba se detallan a continuacion:

Tabla 12 Frecuencia de casos donde se detectd cada virus en el sistema POCT.

Resultado de Ila Virus Sincitial
Influenza A Influenza B ] ] SARS-CoV-2
prueba Respiratorio
Positivo 10 1 13 8
Negativo 50 59 47 52
Total de muestras 60 60 60 60

Fuente: Los autores, 2023.
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Tabla 13 Porcentajes de casos en los que se detectd cada virus en el sistema POCT.

Resultado de la

Virus Sincitial

Influenza A Influenza B _ _ SARS-CoV-2
prueba Respiratorio
Positivo 17% 2% 22% 13%
Negativo 83% 98% 78% 87%
Total de muestras 100% 100% 100% 100%

Fuente: Los autores, 2023.

Las Tablas 12 y 13 presentan los resultados de cada virus por porcentaje de casos, en el sistema
POCT hubo mas casos de virus detectados en comparacion a PCR. Existio 10 casos de la Influenza
tipo A, 4 casos mas que en RT-gPCR, que corresponden a un valor de 17%, y 13 casos del VRS,
1 mas que en RT-gqPCR, con un valor respectivo de 22%. Para los virus de la Influenza B y SARS-

CoV-2 los valores detectados mediante el sistema POCT fueron iguales que con la prueba RT-

gPCR con valores de 13% y 2% respectivamente.

Tabla 14 Porcentajes de resultados del Sistema POCT y RT-gqPCR.

RT-gPCR (%) POCT (%)

SARS-CoV-2

Influenza A

Influenza B

Virus Sincitial

Respiratorio

Fuente: Los autores, 2023.

Negativos 86,67% 86,67%
Positivos 13,33% 13,33%
Negativos 90,00% 83,33%
Positivos 10,00% 16,67%
Negativos 98,33% 98,33%
Positivos 1,67% 1,67%
Negativos 80,00% 78,33%
Positivos 20,00% 21,67%

55



La tabla 14 recopila los valores en porcentajes de ambas pruebas, por virus de deteccion sobre los
60 pacientes sometidos a estudio; en la figura 18 se puede visualizar la variacion de porcentajes

por virus mediante barras, donde se obtuvieron los siguientes resultados:

e Para SARS-CoV-2 los porcentajes fueron iguales 86,67% negativos - 13,33% positivos.

e Para Influenza B valores de 98,33% negativos - 1,67% positivos obteniendo los mismos
resultados.

e Para Influenza A corresponden a 90% negativos - 10% positivos para la prueba de RT-
PCR y valores de 83,33% negativos - 16,67% positivos para el sistema POCT.

e Para VRS corresponden a 80% negativos - 20% positivos para la prueba de RT-gPCR y

valores de 78,33% negativos - 21,67% positivos para el sistema POCT.

En un estudio de Carballal y colaboradores (2015) , realizaron la deteccion de positividad mediante
la IF (inmunofluorescencia) y RT-PCR la cual fue del 75%, mientras que por PR-FilmArray
alcanzé el 92% , estos resultados contrastan con el estudio actual, las diferencias en magnitud y
porcentajes de positividad se debe a que el estudio analiz6 315 muestras que abordaban 9 virus,
mientras que en el Laboratorio de Genética y Molecular del Hospital se examind 60 muestras y 4
virus, los mismos que se detallan en forma de grafico de barras en la figura 19 para el sistema
POCT y figura 20 para la técnica RT-gPCR. Ambos estudios ofrecen hallazgos relevantes para las

técnicas de deteccién molecular, como el sistema POCT.
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Porcentajes de Deteccion de virus por prueba

98,33%98,33%
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80,00%78,3396
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Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos
Influenza A Influenza B Virus Sincitial SARS-CoV-2
Respiratorio
mRT-Qpcr (%) POCT (%)
Figura 18 Diagrama de barras de resultados porcentuales de ambas pruebas.
Fuente: Los autores, 2023
Porcentajes de Deteccion de virus Sistema POCT
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Influenza A Influenza B Virus Sincitial SARS-CoV-2
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Figura 19 Diagrama de barras de resultados porcentuales del Sistema POCT.

Fuente: Los autores, 2023
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Porcentajes de Deteccion de virus por RT-gPCR
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Respiratorio

Figura 20 Diagrama de barras de resultados porcentuales de RT-qPCR.

Fuente: Los autores, 2023

Con la informacion recopilada en el estudio se consolidd los resultados de los cuatro virus
sometidos a estudio en positivos y negativos, como se observa en la figura 21 para el sistema
POCT y en la figura 22 para la RT-gPCR, se dividid los datos de acuerdo con la prueba aplicada
obteniendo los siguientes porcentajes para RT-gPCR valores de 41,64% negativos - 58,33%

positivos; por otro lado, para el sistema POCT valores de 50% para positivos y negativos.
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Figura 21 Diagrama de pastel de resultados de Figura 22 Diagrama de pastel de resultados
deteccion porcentuales del Sistema POCT. de deteccidn porcentuales de RT-gPCR.
Fuente: Los autores, 2023 Fuente: Los autores, 2023

Se investigaron en varias bases de datos analisis porcentuales realizados en virus que causan
enfermedades respiratorias, se evidencioé que existe una escasa informacion acerca de estudios
realizados sobre un determinado grupo de personas dénde el enfoque sea sobre la técnica de RT-
gPCR y sistema POCT como prueba confirmatoria en casos vigentes sobre los virus de la Influenza
Ay B, virus sincitial respiratorio y SARS-COV-2, por lo cual los resultados obtenidos se
compararon con el analisis del estudio realizado en un Hospital pediatrico (2009) en el cual se
utilizaron 124 aspirados nasofaringeos de 108 lactantes con afecciones respiratorias de vias bajas,
se encontr6 que el 16,12% (20 muestras) dieron positivo al hMPV (metapneumovirus humano)
mediante la IFD (inmunofluorescencia directa) , el 21,77% (27 muestras) mediante el EIA
(enzimoinmunoanalisis), y el 19,73% (15 muestras) mediante cultivo, finalmente las pruebas de
deteccidn de antigeno resultan valiosas para el diagndstico de infecciones agudas por hMPV
obtenidas de hospitales pediatricos sin acceso a técnicas de amplificacion viral inmediatas, siendo

importante notar que la IFD es més eficaz en un temprano padecimiento de la infeccion.
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4.3 Analisis univariado evaluacion detallada de las muestras individuales recopiladas
por prueba

a) Sexo de los pacientes.

Tabla 15 Distribucién de detectados por sexo.

Sexo Cantidad %
Positivos F 15 25%
M 15 25%
Negativos F 18 30%
M 12 20%
Total 60 100%

Fuente: Los autores, 2023

En las 60 personas investigadas, 33 fueron mujeres y 27 hombres, en la tabla 15 se detalla el
porcentaje de muestras positivas y negativas divididas por sexo, donde se representa con un 25%
de detectados positivos en hombres y mujeres, concluyendo que la incidencia de positividad de
infeccion no depende del género femenino o masculino del paciente, estos resultados se comparan
con el estudio realizado por Mosqguera y otros (2021) donde mencionan que el Ministerio de Salud
Publica de Ecuador, entre el 21 de febrero de 2020 y el 09 de julio de 2021, registr cifras de
467.073 pacientes de COVID-19 confirmados mediante RT-PCR, con 21.803 muertes de estas, el
64,78% eran hombres y el 35,22% mujeres. El analisis estadistico mostré que ser hombre era un
factor de riesgo para morir por COVID-19, representado con un valor OR de 1,746; p<0,0001.
Esta tendencia se observo en el 80% de las provincias ecuatorianas, la disparidad entre sexos en el
riesgo de muerte se evidencid especialmente en personas mayores de 20 afios, siendo los hombres
los méas afectados en comparacion con las mujeres. Ambos resultados presentan diferencias, sin
embargo, hay que tomar en cuenta la cantidad de muestras y el afio en el que se realiz6 el estudio,
en el 2021 existio un rebrote de COVID-19 y la presencia de infectados fue elevado en

comparacion al 2023.
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b) Edad de los pacientes.

Edad de los pacientes
30

25
20
15
10

()]

- 5-10 10-15 15-30 30-45 45-60 60-75 Masde
afios afios afios afios afios afios aflos 75 afios

Figura 23 Distribucién de edades de individuos por intervalos.

0

Fuente: Los autores, 2023

El intervalo de los pacientes analizados va desde una nifia de 2 meses de edad hasta un hombre de
91 afos (el maximo). En la figura 23 se puede visualizar la distribucion de los pacientes sometidos
a estudio por intervalos donde se observa qué la menor cantidad de pacientes se encuentra en la
edad de 15 a 30 afios y la mayor cantidad de pacientes se encuentran en el intervalo de 0 a 5 afios,
en este intervalo se encuentra la mayor cantidad de pacientes positivos como se detalla en la tabla
16.

La susceptibilidad, manifestacién y severidad de muchas infecciones virales pueden variar
significativamente entre diferentes grupos etarios, los sistemas inmunoldgicos de jovenes y
ancianos pueden responder de manera distinta a un virus, influenciando tanto en la eficacia de
posibles tratamientos como en la mortalidad asociada, ademas, entender la relacién entre la edad
y la respuesta viral puede guiar estrategias de vacunacion, identificando a poblaciones prioritarias,
asi mismo, permite disefiar intervenciones preventivas mas efectivas y adaptadas a las necesidades
especificas de cada grupo de edad, por ello la importancia de realizarlo en el estudio (Martin

Peinador, Jiménez Alés, Suarez Rodriguez, & Berghezan Suarez, 2016).
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Tabla 16 Distribucion de Edades por prueba.

RT-gPCR POCT
Edad en afios | Positivos % Negativos % Positivos % Negativos %
0-5 16 271% 10 17% 18 30% 8 13%
5-10 2 3% 6 10% 3 5% 5 8%
10-15 1 2% 1 2% 1 2% 1 2%
25-30 1 2% 0 0% 1 2% 0 0%
30-35 0 0% 4 7% 0 0% 4 7%
35-40 1 2% 2 3% 2 3% 1 2%
40-45 2 3% 1 2% 2 3% 1 2%
45-50 0 0% 2 3% 0 0% 2 3%
50-55 2 3% 1 2% 2 3% 1 2%
55-60 0 0% 2 3% 0 0% 2 3%
60-65 0 0% 2 3% 0 0% 2 3%
70-75 0 0% 1 2% 0 0% 1 2%
85-90 0 0% 1 2% 0 0% 1 2%
90-95 0 0% 2 3% 1 2% 1 2%
25 42% 35 58% 30 50% 30 50%

Fuente: Los autores, 2023

De acuerdo con la informacién detallada anteriormente, se presentd una alta incidencia de
positividad de 27% y 30% para la prueba de RT-gPCR y sistema POCT respectivamente en el
intervalo de nifios de hasta 5 afios. El siguiente grupo con mayor incidencia fue en pacientes de 5
a 10 afos representando un 8% de positividad para ambas pruebas. El analisis comparativo de
resultados es recomendable hacerlo con investigaciones realizadas con la misma estacién y meses
donde se tomaron las muestras para que los resultados puedan tener relacion entre si, debido a la
falta de investigaciones en este ambito, los datos obtenidos se compararon con la investigacion
realizada por Herrera y otros (2022) se encontro que la gravedad de la COVID-19 aumentaba con
la edad, siendo especialmente notable en pacientes mayores, el umbral critico se establecié en 71,5
afios, a partir de los 70 afios, se notdé un aumento en comorbilidades, alteraciones en pruebas de

laboratorio, sintomas mas severos, mas tiempo en el hospital y un mayor nimero de muertes, la
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edad se identifica como un factor determinante en la severidad de la enfermedad, particularmente
a partir de los 70 afos, donde varios factores, sumados a la avanzada edad, afectan negativamente
el desenlace de la enfermedad. Estos datos tienen una baja concordancia con nuestros resultados
obtenidos debido a que durante el periodo en que se recopilaron las muestras, observamos una
afluencia predominante de pacientes en el rango de edad de 0 a 10 afios en el Hospital Teodoro
Maldonado Carbo.

Independencia de variables

No se hallé relaciones bivariadas entre las variables Sexo, Edad y las de los virus. Por lo tanto, no

fue necesario realizar pruebas de independencia entre variables.

4.4 Analisis comparativo de los resultados de las pruebas PCR y POCT

A continuacion, se muestran las proporciones correspondientes Unicamente a los resultados
positivos de cada virus, es esencial destacar que estas proporciones no equivalen a 1, esto se debe
a que no reflejan la relacién del virus respecto al conjunto total de los pacientes sometidos a
estudio. En la figura 24 se visualiza la eficacia de cada prueba para identificar un virus especifico,

sin tener en cuenta la posible deteccion de otros virus en la misma muestra.

Proporcion de personas con virus detectado

0,30
0,25 0.22
0,20 '

020 017 m PCR
0,15 0,13 0,13

0,10
0,10

0,05 0,02 0,02
0,00 |
Influenza A Influenza B VRS SARS-CoV-2

Figura 24 Proporcién de casos positivos para cada virus en cada prueba.

Fuente: Los autores, 2023
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Se determina que ambas pruebas detectaron positivamente el virus SARS-CoV-2 en la misma
proporcidn, lo mismo se presentd para el virus de Influenza B. En el caso del virus de Influenza A
la proporcion de muestras detectadas positivas para RT-gPCR fue 0,10 y 0,17 para el sistema
POCT evidenciando que esta Ultima técnica detectd en mayor proporcion los casos positivos a
comparacion de RT-qPCR. Con respecto a la deteccion del SARS-CoV-2, causante del COVID-
19, varios estudios han enfatizado la relevancia de las pruebas rapidas (POCT), un articulo del
Grupo ECZA de la Facultad de Ciencias de la Salud Bogota, en 2020, resalta el desarrollo de
métodos rapidos de laboratorio que reducen el tiempo de diagndstico y los riesgos de contagio,
estas técnicas incluyen ensayos de inmunoadsorcién ligados a enzimas (ELISA) y pruebas de

inmunocromatografica con particulas de oro coloidal (Zhu, y otros, 2020).

4.5 Especificidad de las pruebas

La especificidad asegura que nuestros hallazgos reflejen de manera precisa y fiable la capacidad
de la prueba para identificar correctamente a los individuos sanos y, por ende, minimizar la
probabilidad de obtener falsos positivos. Este indicador es el pardmetro principal del presente
estudio, acorde a la investigacién realizada por Bravo et al. (2015) y Renddn et al. (2020) donde
llevaron a cabo andlisis con el objetivo principal de establecer bases sélidas para la comprensién
y estudios centrados en la precision diagnostica. Los atributos de sensibilidad y especificidad,
fundamentales en este contexto, son caracteristicas intrinsecas de la prueba diagnostica en cuestion
y determinan su aplicabilidad en decisiones clinicas para pacientes especificos. Es vital reconocer
que, dependiendo del grupo de pacientes al que se apliquen, estos atributos pueden estar sujetos a
ciertos sesgos, lo cual podria influir en los resultados de estudios relacionados, se detalla los

calculos empleados en el anexo 8 para la prueba RT-gPCR y sistema POCT.

A partir del analisis de los resultados de los datos segln el sexo, edad y porcentaje de incidencia

se puede determinar la especificidad de cada prueba detallada a continuacion:
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RT-gPCR.

Tabla 17 Especificidad RT-gPCR.

Especificidad RT-gPCR
(Asumiendo POCT como dato real)
POCT
Resultado detecta virus  Positivo Negativo
RT-  Positivo 25 0
gPCR Negativo 5 30
Total general 30 30

Fuente: Los autores, 2023

Tomando el diagnéstico de POCT como dato real, la especificidad de PCR es 30/30 = 100%. La
tabla 17 presenta datos del sistema POCT divididos entre pacientes categorizados como
"Positivos" y "Negativos"”, dispuestos verticalmente en columnas y horizontalmente, se muestran
los resultados de "Positivo™ y "Negativo" obtenidos a traves de la RT-gPCR en donde el sistema
POCT se considera como la "prueba de oro" o estandar de referencia. Para determinar la
especificidad de la RT-gPCR, se segmento el nimero de verdaderos negativos (pacientes sanos
que dieron negativo en la prueba) con el total de pacientes sanos, de esta comparacion. En la
investigacion realizada por Busquets y otros (2018) destacaron la importancia de detectar y
cuantificar con precision el material genético viral en la salud publica e investigacion médica y
subrayaron la alta sensibilidad y especificidad de la RT-PCR en tiempo real para detectar virus
gripales en muestras respiratorias, sefialando su capacidad para identificar incluso cargas virales

bajas y casos asintomaticos.
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POCT.

Tabla 18 Especificidad sistema POCT.

Especificidad POCT
(Asumiendo RT-gPCR como dato real)

RT-gPCR

Resultado detecta virus Positivo  Negativo

Positivo 25 5
POCT ;

Negativo 0 30

Total general 25 35

Fuente: Los autores, 2023

Tomando el diagnostico de RT-qPCR como dato real, la especificidad de POCT es 30/35 = 85,7%.
La tabla 18 presenta datos de la RT-qPCR divididos entre pacientes categorizados como
"Positivos" y "Negativos"”, dispuestos verticalmente en columnas y horizontalmente, se muestran
los resultados de "Positivo" y "Negativo" obtenidos a través del sistema POCT en donde la RT-
gPCR se considera como la "prueba de oro" o estandar de referencia. Para determinar la
especificidad del sistema POCT, se segmento el nimero de verdaderos negativos (pacientes sanos

que dieron negativo en la prueba) con el total de pacientes sanos de esta comparacion.

Las técnicas moleculares se destacan por su alta sensibilidad y especificidad en el diagnostico de
virus respiratorios, permiten no sélo una deteccién temprana de infecciones, sino también la
identificacion de nuevas variantes y facilitan decisiones clinicas informadas, un estudio de Duarte
y colaboradores (2014) compararon pruebas serologicas, como Elisa, con pruebas moleculares,
como la PCR, sensibilidad y especificidad se observaron diferencias significativas entre estas
pruebas, ChagaTest ELISA sobresali6 en la deteccidn de T. cruzi debido a su alta especificidad,
indicando una menor probabilidad de resultados falsos positivos al identificar pacientes sanos, en
este enfoque de validacion diagnostica a las pruebas moleculares del Sistema POCT y laRT-qPCR,
se puede inferir que ambos métodos tienen una alta confiabilidad en la deteccion de virus, sus
valores de especificidad, oscilan entre 80-100%, resultados que se comparan con los obtenidos en
este estudio, para RT-qgPCR una especificidad sobresaliente del 100%, por otro lado, la
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especificidad del sistema POCT alcanz6 un valor de 85,7%, resaltando su capacidad para

identificar correctamente microorganismos patdgenos, minimizando las posibilidades de errores.

La literatura cientifica cuenta con escasas investigaciones centradas en el sistema POCT como
instrumento de diagnostico molecular, esto realza la importancia de nuestros hallazgos, que
destacan la capacidad del sistema POCT para ofrecer resultados rapidos y precisos, estas pruebas
son cruciales, especialmente en entornos con recursos escasos o remotos, facilitando una deteccion
temprana de enfermedades infecciosas y monitorizacion longitudinal, la agilidad del POCT es
fundamental en estudios poblacionales y epidemioldgicos, permitiendo una respuesta médica mas

rapida y eficaz.
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5. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones:

Las muestras de hisopados nasofaringeos recolectadas en la zona mucosa donde se replican
los virus, permitieron maximizar la cantidad de particulas virales lo cual ayudd de manera
significativa a la deteccion tanto positiva como negativa de los virus respiratorios para las
pruebas de RT-gPCR y sistema POCT, obteniendo asi resultados precisos y eficaces para

un optimo pronostico de la enfermedad.

Analizar la historia clinica de cada paciente y considerar factores como sexo y edad es
fundamental para entender la susceptibilidad ante ciertas enfermedades, las diferencias
bioldgicas entre géneros pueden influenciar la manifestacion de sintomas y el desarrollo
de enfermedades, por otra parte, la edad puede determinar la predisposicion hacia

determinadas afecciones.

La especificidad de ambas pruebas analizadas arrojé resultados con alto impacto al
Ecuador, tedricamente las pruebas eran especificas, con el presente estudio validamos qué
las técnicas alcanzaron un alto porcentaje de especificidad, el Sistema POCT tiene un valor
de 85,7% y es importante que la prueba RT-gPCR alcanzé una especificidad del 100%,
atribuido a su capacidad de contar con un cebador especifico para cada virus que detecta.

A través de este estudio, hemos alcanzado nuestro principal objetivo que es validar la
especificidad de los meétodos de diagndstico molecular para virus respiratorios. Asi,
proporcionamos a los médicos especialistas una herramienta eficaz y precisa para el

diagnostico y monitoreo de enfermedades relacionadas con virus respiratorios.
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Recomendaciones:

e Antes de manipular muestras nasofaringeas, es crucial preparar y limpiar adecuadamente
el area de trabajo puesto que, durante el proceso de PCR, es vital manejar los reactivos con

precaucion para evitar su degradacion durante la homogenizacion.

e Es fundamental procesar las muestras dentro de una cabina de bioseguridad, cumpliendo
estrictamente las directrices del laboratorio y al manipularlas se requiere emplear guantes

limpios, en particular al manejar ampollas de Sample Buffer y viales de hidratacion.

e Se propone llevar a cabo investigaciones sobre diferentes virus que afectan a variados
grupos de edad, con el objetivo de identificar patrones de susceptibilidad y manifestaciones

clinicas asociadas con la edad.

e Se sugiere desarrollar metodologias analiticas que sean mas sensibles y que tengan la
capacidad de producir resultados cuantitativos, estos valores numéricos facilitaran los

analisis estadisticos y seran significativos para futuras evaluaciones.
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7. Apéndice/Anexos

Anexo 1 Recepcion y manejo de muestras de hisopados nasofaringeos.

Ingreso al area de recepcidn de muestras para posterior analisis.

Fuente: Los autores, 2023.
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Anexo 2 Sistema POCT equipo para diagnostico molecular.

Sistema POCT, BioFireTorch®.

Fuente: Los autores, 2023.

Placa de reaccién y cartucho empleado en el sistema POCT.

Fuente: Los autores, 2023.
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Anexo 3 Procesamiento del Sistema POCT.

Proceso de preparacion de cartucho para Sistema POCT.

Fuente: Los autores, 2023.

Carga de la mezcla de muestra.

Fuente: Los autores, 2023.
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Anexo 4 Lectura y analisis del cartucho del Sistema POCT.

Ingreso del codigo de barras del cartucho para procesamiento de la prueba.

Fuente: Los autores, 2023.
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Anexo 5 Pre-PCR, materiales y equipos de extraccion de ARN purificado.

Cabina de flujo laminar para extraccion de ARN y preparacion de la PCR.

Fuente: Los autores, 2023.

Reactivos y muestras para la extraccion de ARN.

Fuente: Los autores, 2023.
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Extraccion de ARN, colocacion de compuestos de lisis celular.

Fuente: Los autores, 2023.

Equipo Maelstrom™ 9610, para extraccion de ARN.

Fuente: Los autores, 2023.
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Extraccion de ARN, colocacion de placa en equipo Maelstrom™ 9610.

Fuente: Los autores, 2023.
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Anexo 6 RT-gPCR, materiales y equipos para deteccion de amplicones.

Termociclador utilizado en la PCR para identificacion de fluorescencia.

Fuente: Los autores, 2023.

RT-qPCR, preparacion de master mix en placa multipocillo Hard-Shell.

Fuente: Los autores, 2023.
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Carga de master mix en placa multipocillo Hard-Shell.

Fuente: Los autores, 2023.

Ingreso de placa en el Termociclador.

Fuente: Los autores, 2023.
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Anexo 7 Configuracion predeterminada para el equipo de PCR.

Parametros de PCR.

Fuente: Los autores, 2023.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 50°C 20:00m
2 95°C 15:00m
3 95°C 0:10m
4 60°C 0:40m
5 72°C 0:20m
6 Ejecutar desde 3 2 repeticiones
7 95°C 0:10m
8 60°C 0:15m
+Lectura
9 72°C 0:10m
+Lectura
10 Ejecutar desde 7 41 repeticiones
Finalizacion
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Anexo 8 Calculo de la especificidad para cada prueba.

Ecuacion de la especificidad RT-gqPCR.

E ificidad =
specificida BTD

Especificidad =
pecif sanos

30
Especificidad = 30" 1=100%

Fuente: Los autores, 2023.

Ecuacidn de la especificidad sistema POCT.

Especificidad =

B+D

Especificidad =
pecif sanos

30
Especificidad = 3E = 0,85714 = 85,7%

Fuente: Los autores, 2023.
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