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RESUMEN

Introduccion: A lo largo de la actual pandemia hemos publicado nuestra experiencia
en el diagndstico, manejo e intervenciones del laboratorio clinico y su impacto en la practica
médica para lo cual, en esta ocasion, estamos presentando la experiencia obtenida con el
cambio de residentes y la calidad de las muestras, basados en los diferentes puntos de

control de las pruebas moleculares.

Objetivo especifico: Describir la experiencia obtenida con el cambio de residentes

y la calidad de las muestras para la identificacion del virus SARS CoV-2.

Material y métodos: En el periodo comprendido de enero-marzo de 2022 se incluyeron las
muestras de todos los pacientes pediatricos con sintomas de infeccién por COVID-19
tomadas por médicos residentes del Hospital Infantil de México Federico Gomez.
Se analizaron las caracteristicas de los ensayos y nos basamos en los resultados obtenidos

en el control interno de la prueba.

Resultados: Se identificaron 731/3,391 (21.55%) pacientes que resultaron positivos para
el virus SARS COV-2 en la prueba. Con respecto a resultados indeterminados o no
concluyentes posterior a un analisis multivariado se identificé que la distribucion de los datos

del control interno, no afectan o compromete el resultado o calidad del resultado.

Conclusiones: Nosotros nos atrevemos a decir que el cambio o rotacion de residentes
no ha afectado la calidad de muestra (cantidad de material genético a utilizar) para

la realizacién de pruebas moleculares en la identificacion del virus SARS CoV-2.
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Abstract

Diagndstico, COVID-19, toma de muestras,
Introduction: Throughout the current pandemic we have published our experience in the control de calidad.
diagnosis, management and interventions of the clinical laboratory and its impact on medical
practice, for which on this occasion we are presenting the experience obtained with the change KEYWORDS
of residents and the quality of the samples, based on the different control points of the molecular Diagnosis, COVID-19, sampling, quality

control.
tests.

Specific goal: Describe the experience obtained with the change of residents and the quality of

the samples for the identification of the SARS CoV-2 virus.

Material and methods: In the period from January to March 2022, samples from all pediatric
patients with symptoms of COVID-19 infection taken by resident physicians of the Hospital
Infantil de México Federico Gdmez were included. The characteristics of the trials were

analyzed and we based ourselves on the results obtained in the internal control of the test.

Results: 731/3,391 (21.55%) patients were identified who tested positive for the SARS COV-2
virus. Regarding indeterminate or inconclusive results after a multivariate analysis, it was
identified that the distribution of the internal control data does not affect or compromise the result

or quality of the result.

Conclusions: We dare to say that the change or rotation of residents has not affected the
quality of the sample (amount of genetic material to be used) for carrying out molecular tests to
identify the SARS CoV-2 virus.
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INTRODUCCION

El pasado 31 de diciembre de 2019 fue notificada por primera vez en Wuhan (China)
la presencia del virus SARS-CoV-2 el cual es un virus de ARN monocatenario con un
genoma de 29,903 nucledtidos, 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,

mismo que es causante de la actual pandemia. (1-4).

La identificacion de SARS-CoV-2 se realiza mediante en la deteccion del ARN del
virus usando pruebas de biologia molecular, principalmente las basadas en la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), en los cuales se lleva a cabo la
deteccion y amplificacion de los diferentes genes blancos o diana de acuerdo al kit
o0 prueba utilizada, siendo las regiones mas utilizadas las ubicadas en los genes N, S,
RdRp y Orf 1ab (5-6).

A lo largo de la actual pandemia hemos publicado nuestra experiencia en el
diagndstico, manejo e intervenciones del laboratorio clinico y su impacto en la practica
meédica (6-7), para lo cual en esta ocasion estamos presentando la experiencia obtenida
con el cambio de residentes y la calidad de las muestras, basados en los diferentes

puntos de control de las pruebas moleculares.

MATERIALY METODOS

En el periodo comprendido de Enero-Marzo de 2022 se incluyeron las muestras de
todos los pacientes pediatricos con sintomas de infeccion por COVID-19 del Hospital
Infantil de México Federico Gomez. Las muestras de hisopado nasofaringeo fueron
tomadas por los médicos residentes. Los hisopados se colectaron durante la primera
semana del inicio de los sintomas, mediante un procedimiento estandar de toma de
muestra (6-7). Las muestras se colocaron en los medios de transporte viral preparados

con anterioridad.
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Purificacion de acidos nucleicos y RT-PCR

Los &cidos nucleicos totales fueron extraidos y purificados empleando el equipo
Exiprep 96TM vy el kit Exiprep 96TM viral DNA/RNA kit (K-4614), ambos de
Bioneer, siguiendo las instrucciones del fabricante. La deteccion de los genes virales
E (envoltura), N (nucleocéapside), RdRp (RNA polimerasa dependiente de RNA) y del
control Interno (gen humano) se realiz6 mediante RT-PCR en tiempo real con el kit
GeneFinderTM COVID-19 Plus RealAmp Kit (GeneFinderTM). El programa de PCR
y el analisis de datos se realizé empleando el termociclador QuantStudio 5 System
equipado con el QuantStudio Design & Analysis Software versién 2.3.3 (ABI/Life

Technologies).

Se utilizaron para la amplificacion y deteccion del material genético siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes y los lineamientos operativos vigentes establecidos
por el INDRE (6-7). 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 utilizé unicamente 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 presencia del virus SARS-CoV-2, se realizo 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 informético GraphPad Prism 6.0 para Windows.

RESULTADOS

Se document6 informacién de 3,391 muestras de pacientes pediatricos (edad de 0 a 18
afios, con una media de edad de 6.9 afios), tomadas por los médicos residentes de
nuestro instituto. Dentro de las caracteristicas de estos pacientes, el 70% se atendieron
por consulta externa y dentro de los hospitalizados coexistieron con comorbilidades,
siendo las enfermedades més frecuentes las neoplasias, enfermedades cardiovasculares

y enfermedades pulmonares.

Se identificaron 731/3,391 (21.55%) pacientes que resultaron positivos para el virus

SARS COV-2 en la prueba. Con respecto a resultados indeterminados o no
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GRAFICA 1:
Distribucion del valor

del Ct del control interno
en los diferentes grupos
de resultados.

El impacto de la rotacion de residentes en el diagnéstico de COVID-19

concluyentes (que nosotros definimos al tener solo la expresion de un gen viral en Ct’s
igual o mayor a 38 o dos genes posterior al corte en los CT,s 0 mayor a 40) se

observaron en 35 muestras los cuales fueron también incluidos en el anélisis.

Los valores del control interno de la prueba se describen en la Tabla 1.

TABLA 1: Valores del control interno de la prueba.

IC IC IC
Positivos | No concluyentes | Negativos
NUmero de determinaciones 731 35 2,625
Valor minimo 19.26 21.08 16.94
Percentil 25% 23.13 23.62 23.84
Mediana 24.35 24.47 24.99
Percentil 75% 25.42 25.73 26.07
Valor maximo 30.67 27.16 32.43
Media 24.34 24.65 24.99
Desviacion estandar 1.798 1.449 1.778
Error en la DS 0.06650 0.2450 0.03470
IC 95% valor minimo 24.21 24.15 24.93
IC 95% valor maximo 24.47 25.15 25.06

Los valores obtenidos en las diferentes categorias se muestran en la Grafica 1.
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El impacto del cambio de residentes se evalué comparando los valores del Ct obtenido
del control interno en los diferentes grupos de resultados, en diferentes momentos
(enero y febrero versus marzo del 2022) se graficaron los resultados con respecto a los
meses de enero-febrero 2022 (E-F) y marzo 2022, para su comparacion en las
diferentes categorias, esto se visualiza en la Gréfica 2.
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En la Tabla 2 se muestra la distribucién de los datos en los diferentes meses del estudio.

TABLA 2: Distribucion de los datos en los diferentes meses del estudio.

E-F Marzo E-F No Marzo No E-F Marzo
Positivo Positivo concluyentes concluyentes Negativo Negativo

Numero de determinaciones 1,653

Valor minimo 19.26 21.12 21.01 21.08 16.94 19.51
Percentil 25% 23.08 23.70 24.11 23.64 23.76 23.97
Mediana 24.23 24.70 25.24 24.48 24.93 25.09
Percentil 75% 25.38 25.73 26.30 25.75 26.04 26.15
Valor maximo 30.67 29.55 29.26 27.16 32.15 32.43
Media 24.27 24.66 25.25 24.72 24.94 25.09
Desviacién estandar 1.827 1.635 1.693 1.410 1.774 1.781
Error en la DS 0.07488 0.1402 0.2133 0.2419 0.04363 0.05713
IC 95% valor minimo 24.12 24.39 24.83 24.23 24.85 24.98
IC 95% valor maximo 24.42 24.94 25.68 25.21 25.02 25.20
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Para finalizar el analisis se realizo la prueba de comparacion maltiple en las diferentes

categorias de resultado y en los diferentes meses.

TABLA 3: Prueba de comparacion mdltiple.

Periodos de comparacién con base ¢ Significancia | Prueba de comparacion
en el Ct del gen humano RNAasa P estadistica? multiple (Holm-Sidak's)
(control interno) Valor de P
Marzo Positivo vs. E-F Positivo No 0.1989
E-F No concluyentes vs. E-F Positivo Si 0.0004
Marzo No concluyentes vs. E-F No 0.6865
Positivo
E-F Negativo vs. E-F Positivo Si < 0.0001
Marzo Negativo vs. E-F Positivo Si <0.0001
E-F No concluyentes vs. Marzo No 0.2543
Positivo
Marzo No concluyentes vs. Marzo No 0.8718
Positivo
E-F Negativo vs. Marzo Positivo No 0.4963
Marzo Negativo vs. Marzo Positivo No 0.0994
Marzo No concluyentes vs. E-F No No 0.6865

concluyentes
E-F Negativo vs. E-F No concluyentes No 0.6865

Marzo Negativo vs. E-F No No 0.8541
concluyentes

E-F Negativo vs. Marzo No No 0.8541
concluyentes

Marzo Negativo vs. Marzo No No 0.6865
concluyentes

Marzo Negativo vs. E-F Negativo No 0.2739
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DISCUSION

Dentro de las recomendaciones que se han establecido al momento de la toma de
muestras para la identificacion del virus SARS CoV-2, se ha enfatizado la calidad
del hisopado (8-9), sin embargo, algunos factores importantes como lo son: 1) tiempo
de proceso entre la toma de muestra y la extraccion de RNA, 2) la temperatura de
almacenamiento y trasporte y 3) la estabilidad de la muestra en los diferentes viales
0 medios de transporte, hace imperativo generar informacion con respecto a
estos puntos, es por ello que haber realizado las diferentes comparaciones con las

herramientas estadisticas que las variables analiticas nos permiten (10-14).

En nuestro laboratorio a lo largo de esta pandemia hemos generado informacion
importante que puede ser Util para la estandarizacién de los procesos. Con base en los
resultados estadisticos podemaos decir que no se observaron diferencias significativas
en los valores obtenidos, pues las medias, medianas y desviaciones estandar en los
diferentes viales resultan muy similares, por lo que basados en las pruebas estadisticas

realizadas no encontramos diferencias que hagan inferir afectacion en los resultados.

En el caso de los valores de pacientes negativos a la deteccién de SARS CoV-2, se
observo una distribucion heterogénea en el grafico, sin embargo, considerando otros
criterios y puntos clave en la interpretacion de los resultados como lo es el ciclo de
PCR utilizado como corte o limite (ciclo 35 para el control interno), ningun valor

obtenido se encuentra cerca de dicho valor.

Los resultados indeterminados o no concluyentes observados pueden atribuirse a varias
causas, dentro de las diversas fases del proceso, siendo las mas significativas y

mencionadas con anterioridad: (12-14)

1) el momento de la toma de la muestra a partir del inicio de signos y sintomas
de la enfermedad,

2) lacalidad de la muestra al momento de la toma,

3) el tiempo y temperatura de transporte desde la toma de muestra hasta su
proceso,

4) laeficiencia del proceso de extraccion de &cidos nucleicos,

5) la sensibilidad analitica del método o plataforma analitica utilizada
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Tener un monitoreo de la calidad de la muestra en los hisopados nasofaringeos que se
utilizan para la deteccion del virus SARS CoV-2 contribuye a fortalecer el proceso de
deteccion del virus, en nuestro caso por tener médicos residentes como responsables
de la toma de muestra es muy importante tener la mayor certeza del proceso, ya que se
pueden establecer acciones o medidas que fortalezcan la etapa preanalitica en esta
prueba.

En esta publicacion nosotros estamos utilizando como fuente de informacién el Ct del
gen humano RNAasa P (control interno) para monitorear la calidad de la muestra, sin
embargo este valor se puede ver afectado por el rendimiento en la extraccion de acidos
nucleicos totales por el método utilizado o por la eficiencia del proceso entre analistas,
corridas, lotes de reactivo y otras variables que pueden afectar el proceso, es por ello
gue se debe generar mas evidencia que ayude a controlar los procesos analiticos en las

pruebas moleculares.

En conclusién; nosotros nos atrevemos a decir que el cambio o rotacién de residentes
no ha afectado la calidad de muestra (cantidad de material genético a utilizar) para la

realizacion de pruebas moleculares en la identificacion del virus SARS CoV-2.
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