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RESUMEN

Introduccion: La deteccion temprana y oportuna de los ca-
sos que presentan el virus SARS-CoV-2 permite implementar
medidas de aislamiento, las cuales estan encaminadas a
mitigar la trasmision de casos en esta pandemia. Por lo
anterior nosotros mostramos la evidencia obtenida en el
manejo de algunas alternativas como medio de transporte
para muestras de hisopados nasofaringeos para la identifica-
cion del SARS-CoV-2. Material y métodos: Se prepararon
tres medios de transporte: 1) solucién salina balanceada
de Hank, 2) solucion salina fisiologica al 0.9% y 3) buffer de
fosfatos (PBS) 1X. Los tres medios fueron suplementados
con 5% de suero fetal bovino inactivado con calor y 1% de
penicilina/estreptomicina. En el periodo de mayo-julio de
2020 se incluyeron las muestras de todos los pacientes
pediatricos del Hospital Infantil de México «Federico Gomez»
a los cuales se les realiz6 la prueba para la deteccion de
infeccion por COVID-19. En el proceso analitico de todos
los casos, se registraron los valores del cycle threshold (Ct)
de los genes virales y el control interno para fines de este
estudio, se utilizd inicamente el valor del Ct del gen humano
RNAasa P (control interno), para evaluar la presencia de
material genético obtenido en la toma de muestras. Resul-
tados: No se documentaron diferencias entre los diferentes
medios de transporte viral, tanto en los casos positivos como
en los negativos. Conclusiones: El uso de los medios de
transporte viral elaborados en los laboratorios de diagnéstico
como el nuestro, es de gran ayuda para la identificacion del
virus SARS-CoV-2 sin comprometer la calidad de los resul-
tados, siempre y cuando se realice el andlisis pertinente y el
monitoreo del desempefio en todas las etapas del proceso y
se establezcan puntos de control en cada etapa.

ABSTRACT

Introduction: Early and timely detection of cases with the
SARS-CoV-2 virus allows the implementation of isolation
measures, which are aimed at mitigating the transmission
of cases in this pandemic. Therefore, we show the evidence
obtained in the handling of some alternatives as a means
of transport for nasopharyngeal swab samples for the
identification of SARS-CoV-2. Material and methods: Three
transport media were prepared: 1) Hank’s balanced salt
solution, 2) 0.9% physiological saline, and 3) 1X phosphate
buffer (PBS). The three media were supplemented with
5% heat inactivated fetal bovine serum and 1% penicillin/
streptomycin. In the period May-July 2020, samples from all
pediatric patients of the Hospital Infantil de México «Federico
Gomez» who were tested for the detection of COVID-19
infection were included. In the analytical process of all cases,
the values of the cycle threshold (Ct) of the viral genes and
the internal control were recorded for the purposes of this
study, only the value of the Ct of the human RNAase P
gene (internal control) was used, to evaluate the presence
of genetic material obtained in the sampling. Results: No
differences were documented between the different means
of viral transport, both in positive and negative cases.
Conclusions: The use of viral transport media elaborated
in diagnostic laboratories like ours are of great help for the
identification of the SARS-CoV-2 virus without compromising
the quality of the results, as long as the pertinent analysis
and monitoring is carried out performance at all stages of the
process and establish control points at each stage.
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INTRODUCCION

[ SARS-CoV-2 es un virus de ARN monoca-

tenario con un genoma de 29,903 nucle6ti-
dos, lo cual lo hace el segundo genoma de ARN
mas grande que se conoce. Este consta de dos
regiones no traducidas (UTR) en los extremos
5"y 3’, asi como 11 marcos de lectura abiertos
(ORF), los cuales codifican 27 proteinas.'*

La identificacién de SARS-CoV-2 se basa
en la deteccién del ARN del virus mediante
ensayos de RT-PCR en tiempo real, en los
cuales se lleva a cabo la amplificacién de los
diferentes genes blancos o diana de acuerdo
al kit o prueba utilizada, siendo las regiones
mds utilizadas las ubicadas en los genes N, S,
RdRp y Orf 1ab.>®

En México, la pandemia generé muchos
problemas con respecto a la importacién y
adquisicion de productos e insumos de labo-
ratorio, siendo los medios de transporte viral
una limitante.

La deteccién temprana y oportuna de los
casos que presentan el virus SARS-CoV-2 per-
mite implementar medidas de aislamiento, las
cuales estan encaminadas a mitigar la trasmi-
sién de casos en esta pandemia. Por lo anterior
nosotros mostramos la evidencia obtenida en el
manejo de algunas alternativas como medio de
transporte para muestras de hisopados nasofa-
ringeos para la identificacién del SARS-CoV-2.

MATERIAL Y METODOS

En este estudio, se prepararon tres medios de
transporte distintos.

Se utilizaron 500 mL de solucién salina ba-
lanceada de Hank (HBSS) 1X (Gibco) (medio
de transporte #1); Solucién salina fisiologica
al 0.9% (PiSA) (medio de transporte #2) y
PBS 1X (Gibco) (medio de transporte #3). Los
tres medios fueron suplementados con 5% de
suero fetal bovino (FBS) (Gibco) inactivado
con calor y 1% de penicilina/estreptomicina
(Gibco). Posteriormente, las soluciones se
filtraron empleando botellas al vacio con
membranas con un didmetro de poro de 0.22
pm (Corning). Finalmente, de cada medio se
realizaron alicuotas de 2 mL en tubos Falcon
de 15 mL (Corning) y se mantuvieron a cua-
tro grados centigrados hasta su uso. Para la

identificacion de las alicuotas elaboradas, los
tubos fueron identificados de acuerdo a un
cédigo de colores: Medio de transporte #1
(tubos tapén azul), medio de transporte #2
(tap6n amarillo) y medio de transporte #3
(tap6n verde).

En el periodo comprendido de mayo-julio
de 2020 se incluyeron las muestras de todos
los pacientes pediatricos con sintomas de in-
feccién por COVID-19 del Hospital Infantil de
México «Federico Gomez». Los hisopados se
colectaron durante la primera semana del inicio
de los sintomas, mediante un procedimiento
estdndar de toma de muestra.®” Las muestras
se colocaron en los medios de transporte viral
preparados con anterioridad. El ARN total
fue extraido y purificado empleando el robot
QIAcube (QIAGEN) y el QIAamp® Viral RNA
Mini Kit (QIAGEN), siguiendo los protocolos
del fabricante. La deteccion de los genes virales
ORF-1ab, nucleocapside (NC), espicula (S) y
del gen humano RNAasa P (control interno)
se realizo mediante reaccién en cadena de
polimerasa—trascripcién reversa (RT-PCR) en
tiempo real con los kits Detection Kit for 2019
Novel Coronavirus (2079-nCoV) RNA (PCR-
Fluorescence Probing) (DAAN Cene Co. Ltd. Of
Sun Yat-Sen University) y TagMan 2019-nCoV
Assay Kit v1 (Thermo Fisher Scientific). Los ter-
mocicladores QuantStudio 5 System (ABI/Life
Technologies) equipado con el QuantStudio
Design & Analysis Software versién 2.3.3 vy el
CFX96 Real-Time System (BIO-RAD) se utilizaron
para la amplificacién y deteccién del material
genético siguiendo las recomendaciones de
los fabricantes y los lineamientos operativos
vigentes establecidos por el INDRE.®” En todos
los casos se registraron los valores del cycle
threshold (Ct) de los genes virales y el control
interno para fines de este estudio, se utiliz6
Gnicamente el valor del Ct del gen humano
RNAasa P (control interno), para evaluar la
presencia de material genético obtenido en la
toma de muestras.

En los casos en los que se detect6 la presen-
cia del virus SARS-CoV-2, se realizé el andlisis
de la distribucion de la carga viral relativa,
ademas de un andlisis estadistico descriptivo
con los datos obtenidos a partir de los ensayos
de laboratorio, utilizando el sistema informatico
GraphPad Prism 6.0 para Windows.
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RESULTADOS

Se document6 informacién de 522 muestras de pacien-
tes pedidtricos (edad de 0 a 18 afios, con una media de
edad de 6.9 aios), que reciben atencién de tercer nivel.
Dentro de las caracteristicas de estos pacientes, el 70%
se atendieron en consulta externa y dentro de los hos-
pitalizados coexistieron con comorbilidades, siendo las
patologias mas frecuentes las neoplasias, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades pulmonares.

Se identificaron 65/522 (12.5%) pacientes que resul-
taron positivos para la prueba, de los cuales, 305/522
(58.4%) fueron del sexo masculino. De todos los pacientes
positivos se estimo la distribucién de carga viral relativa de

9
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Figura 1. Distribucién de la cantidad de ARN viral al momento del
diagndstico (carga viral relativa) de acuerdo al valor de cycle thres-
hold (Ct).

acuerdo al sexo y la edad,® asi como el momento en que
se realizé la deteccién (mes del diagnéstico). De acuerdo
al valor del valor de Ct (utilizado para estimar la cantidad
ARN viral) se observé que 9/65 (12.30%) de los pacientes
positivos presentaron carga viral muy alta, 6/65 (9.23%)
carga viral alta, 10/65 (15.38%) carga viral media y 41/65
(65.07%) carga viral baja (Figura 1).

Los resultados indeterminados o no concluyentes se
observaron en 13 muestras (siete en el medio de trans-
porte #1, cinco en el medio de transporte #2 y una en
el medio de transporte #3), los cuales fueron también
incluidos en el andlisis. La distribucion de las muestras
de acuerdo a cada medio de transporte y la distribucién
de los valores del Ct del gen humano RNAsa P (control
interno) se describen en la Tabla 1.

En la Figura 2 se muestra la distribucion del valor del Ct
y de los percentiles en los diferentes medios de transporte,
se incluye también la distribucién de los Ct del control
interno de los casos indeterminados o no concluyentes.

DISCUSION

Dentro de las recomendaciones que se han establecido
al momento de la toma de muestras para la identifica-
cion del virus SARS-CoV-2, se ha enfatizado la calidad
del hisopado; sin embargo, algunos factores importantes
como lo son: 1) tiempo de proceso entre la toma de
muestra y la extraccion de ARN, 2) la temperatura de
almacenamiento y trasporte, y 3) la estabilidad de la
muestra en los diferentes viales o medios de transporte,
hace imperativo generar informacién con respecto a estos

Tabla 1: Distribucién de muestras.

Medio de transporte #1 Medio de transporte #2 Medio de transporte #3
(sales de Hank) (solucion salina) (buffer de fosfatos)

NUmero de muestras 301 116 105
Valor del Ct minimo 21.81 21.65 21.18
Percentil 25% 24.57 25.18 25.31
Mediana 25.96 27.90 27.54
Percentil 75% 27.72 29.77 29.76
Valor del Ct maximo 38.33 34.17 34.17
Media = DE 26.37 £2.460 27.67 £ 2.760 27.62 £ 2.670
Valor minimo intervalo 26.09 27.16 25.31
de confianza al 95%
Valor maximo intervalo 26.65 28.18 27.54

de confianza al 95%

Ct = cycle threshold (umbral del ciclo).
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Figura 2: Se describen los valores del cycle threshold (Ct) del gen
humano RNAsa P (control interno), en donde se observa la distribu-
cion en las muestras positivas (+), negativas (-) e indeterminadas o
no concluyentes (7).

puntos; es por ello que el haber realizado las diferentes
comparaciones con los tres medios disponibles en nuestro
hospital genera informacion importante que puede ser
Gtil para la estandarizacién de los procesos. Con base
en los resultados estadisticos, podemos decir que no se
observaron diferencias significativas en los valores obte-
nidos, pues las medias, medianas y desviaciones estandar
en los diferentes viales resultan muy similares, por lo que
no encontramos diferencias estadisticas que hagan inferir
afectacion en los resultados. En el caso de los valores de
pacientes negativos a la deteccién de SARS-CoV-2, se
observé una distribucion heterogénea. En la Figura 2 se
observa que en sales de Hank (medio de transporte #1)
se tienen valores de Ct menores a los otros dos medios de
transporte (p < 0.05); sin embargo, considerando otros
criterios y puntos clave en la interpretacion de los resul-
tados, como lo es el ciclo de PCR utilizado como corte
o limite (ciclo 38), ningln valor obtenido se encuentra
cerca de dicho valor.

Los resultados indeterminados o no concluyentes ob-
servados pueden atribuirse a varias causas, dentro de las
diversas fases del proceso, siendo las mas significativas y
mencionadas con anterioridad: 1) el momento de la toma
de la muestra a partir del inicio de signos y sintomas de la
enfermedad, 2) la calidad de la muestra al momento de
la toma, 3) el tiempo y temperatura de transporte desde
la toma de muestra hasta su proceso, 4) la eficiencia del
proceso de extraccion de dcidos nucleicos, 5) la sensibili-
dad analitica del método o plataforma analitica utilizada.
Por lo anterior, las 13 muestras identificadas (siete en el

medio de transporte #1, cinco en el medio de transporte
#2 y una en el medio de transporte #3) no permiten
hacer inferencias sobre la eficiencia y funcionalidad de
los medios utilizados; por ello, cada caso se analiz6 de
manera particular, solicitando una nueva muestra para
atender principalmente el contexto de la pandemia, ya
en la segunda muestra se caracterizaron como positivas
0 negativas a la presencia de SARS-CoV-2.

En situaciones de emergencia como en esta pande-
mia, se debe considerar que los recursos son finitos y
que la adquisicion de los mismos puede ser compleja;
por lo tanto, los analistas en conjunto con los directivos
y responsables de calidad de las instituciones deben
generar evidencias de sus procesos a fin de garantizar la
confiabilidad de los mismos. Nosotros documentamos y
compartimos esta informacion a fin de generar evidencia
y basados en el estudio de Perchetti GA y colaboradores’
y otras publicaciones importantes,''* en donde hacen
énfasis en que el PBS es un medio clinicamente (til que
se puede implementar facilmente para el transporte y la
conservacion a corto plazo de muestras que contienen
SARS-CoV-2. Ademas, existe evidencia que refiere que el
uso de PBS como medio de transporte tiene el potencial
de aumentar la capacidad de prueba para el SARS-CoV-2,
ayudando a una deteccién mas generalizada y un diag-
néstico temprano de COVID-19.%-14

CONCLUSIONES

Nos atrevemos a decir que en situaciones de escasez
de recursos, el uso de los medios de transporte viral
elaborados en los laboratorios de diagnéstico como
el nuestro, son de gran ayuda para la identificacion
del virus SARS-CoV-2 sin comprometer la calidad de
los resultados, siempre y cuando se realice el andlisis
pertinente y el monitoreo del desempeio en todas las
etapas del proceso y se establezcan puntos de control
en cada etapa.
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