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Un nuevo coronavirus, el SARS-CoV-2, apareci6 en diciembre de 2019, sequido de un brote
informado por primera vez en Wuhan, China(1). De acuerdo con los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, la transmisién del virus se logra
principalmente a través del contacto directo o gotitas respiratorias(2) de manera cercanay
dependiente del tiempo, requiriendo a menudo un contacto cercano en un espacio de 2 metros o
menos de distancia" por un periodo de 15 minutos. por un periodo de 15 minutos 0 mas(3). Segun
la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) hasta el 21 de octubre del presente afio se han reportado
243.260.214 casos confirmados y 4.941.039 muertes (4) en Colombia se han reportado 4.991.050
casos confirmados y 127.067 muertes. El diagnéstico precoz en el laboratorio de una infeccion por
SARS-CoV-2 puede ser util para la gestion clinica y el control de brotes

Actualmente la deteccién de SARS-CoV-2 esta basada en la deteccién de genes virales por medio
de RT-PCR en tiempo real a partir de muestras nasofaringeos u orofaringeos o por hisopados
nasales u orales. Obtener este tipo de muestras requiere de personal de la salud altamente
entrenado, exponiéndolos a los aerosoles que pueden ser derivados de los pacientes,
adicionalmente es un proceso incomodo e invasivo al que muchos pacientes(principalmente en
ninosy adulto mayor) no desean someterse dificultando la toma de la muestray llevando a fallas
en la obtencién del resultado. Lograr tener una mejor experiencia de usuario (comodidad, confort
y autonomia) eliminando las barreras antes mencionadas, hace posible explorar la saliva como
muestra de facil acceso, recoleccion y no invasiva disminuyendo los riesgos asociados a la toma
de muestra. (5)



La saliva es un tema importante de investigacion, sobre tipos alternativos de especimenes de
muestras, asi como la muestra elegida por numerosas empresas que implementan programas de
pruebas de grandes volumenes, algunas ciudades como Hong Kong(China), ya adoptaron la
saliva en sus protocolos de deteccidén masiva(6). De manera similar, en Espana, también se
realiza el diagnostico de COVID-19 utilizando la saliva como muestra alternativa.
Especificamente en Valencia y Cataluna, a través de la red de Clinicas Biomédicas Ascires, se
realizan entre 2000 y 3000 RT-qPCR/dia para SARS-CoV-2 en muestras de saliva. Por su parte, en
Latinoameérica, paises como Ecuador, Brasil, Pertu y Chile, han realizado sus propios estudios
piloto, concluyendo que, si bien la muestra de saliva no viene a reemplazar los aspirados e
hisopados nasofaringeos, si se considera una muestra alternativay con importantes ventajas
para ser utilizada en circunstancias como: vigilancia epidemiologica, la busqueda activa de
casos en atencion primaria, establecimientos educativos, recintos deportivos, areas laborales,
entre otros mas. Recientemente, por ejemplo, la Universidad de Santiago (Chile), implementé el
test de saliva para deteccion de COVID-19 para quienes ingresan a sus instalaciones.

El fundamento fisiopatologico para el muestreo de saliva se basa en que la enzima convertidora
de angiotensina Il (ACE-2) que es el receptor celular para SARS-CoV-2(7,8), exhibe una alta
expresion en lamucosa oral y las glandulas salivales (9,10). Previamente, se ha identificado que
las células epiteliales de los conductos de las glandulas salivales podrian ser un objetivo para el
SARS-CoV en un modelo de macaco rhesus (11). Un estudio detecté el SARS-CoV-2 en la saliva
recolectada a través de expresion directa del conducto de la glandula salival (12). Estos hallazgos
sugieren que la saliva puede ser una muestra de diagnostico adecuada y de alto rendimiento
para las pruebas de SARS-CoV-2 basadas en la replicacion viral local, ademas de la posible
mezcla en la saliva de fluidos del tracto respiratorio superior e inferior que pueden transportar el
virus. Una de las ventajas mas importantes con este tipo de muestras es que al permitir ser
obtenida por el paciente, reduce el riesgo de infeccion para el personal de la salud, optimiza el
uso de equipo de proteccion personal y la dependencia de materiales para el proceso que
pueden estar sujeto a escasez de suministros, como hisopos nasales, Orofaringeos o
Nasofaringeos.

Con este estudio, Ayudas Diagnosticas Sura pretende verificar el rendimiento diagnostico del
uso de saliva como muestra adecuada para la deteccion de SARS-CoV-2 (COVID-19) por RT-gPCR
e implementar esta nueva opcion para latoma de muestra permitiendo un proceso mas comodo,
eficiente y sequro para los pacientes que conserven los estdndares de calidad, sensibilidad y
especificidad en el diagnostico clinico de COVID-19. En este estudio se emplearon juegos de
reactivos disenados especificamente para la toma de muestra de saliva, los cuales cuentan con
certificado IVD (Certificado de Diagnostico in Vitro), CE (Conformidad Europea) e INVIMA
(Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos de Colombia).



|

La toma de muestras con hisopados o aspirados nasofaringeos, a pesar del uso generalizado
pueden presentar un serie de limitacionesy presentar dificultades para su recoleccion ademas
de requerir personal altamente capacitado, por ello se ha planteado una muestra alternativa como
la saliva ampliamente utilizada en paises de América Latinay paises del resto del mundo,
proporcionando una opcion adicional para la recoleccion facil, sequray conveniente de las
muestras que se requieren para las pruebas, brindando mayor autonomia al paciente y sin ser una
toma de muestra exclusiva del ambiente intrahospitalario (consultorio médico, hospital o
laboratorio)(14).

Eluso de hisopos 0 sondas nasales o nasofaringeas son menos aceptables por los pacientes ya
que tienden a causar incomodidad al paciente e incluso sangrado en comparacion con métodos
no invasivos como la recoleccion de saliva. La aceptacion del paciente es muy deseable para los
meétodos de toma de muestra donde se necesita realizar monitoreo y sequimiento de la
enfermedad, como en el caso de COVID-19. Ademas, el riesgo de transmision de enfermedades al
personal sanitario al recoger estas muestras es alto, ya que requiere interaccion entre el
trabajador de la salud- paciente; dado lo anterior se debe hacer recambio en cada toma de
muestra llevando a altos costos en elementos de proteccion personal y que han escaseado a nivel
mundial debido a la pandemia COVID-19(15-16). Es preocupante el contagio y muerte en los
trabajadores de la salud que han sido infectados con SARS-CoV-2; en Colombia se tienen datos a
la fecha del dia b de mayo del 2021 de 56.558 casos confirmados de los cuales 270 han fallecido.

Eluso potencial de la saliva para la deteccién del SARS-CoV-2 esta cientificamente bien
fundamentado. Se considera que la saliva es un buen reservorio de virus que se originan en la
diseminacion oral y secreciones del tracto respiratorio inferior, nasofaringe y glandulas salivales
de ahi su alta tasa de transmisibilidad.



De hecho, Chen et al en 2019, pudieron detectar ARN del SARS-CoV-2 en tres de cada cuatro
muestras de saliva recolectadas directamente de los conductos de las glandulas salivales,
evitando asi la contaminacion de las secreciones respiratorias de los casos criticos (17). De
acuerdo con esto, el posible uso diagndéstico de la saliva para varios virus respiratorios, incluido el
coronavirus ha sido respaldado por estudios que demuestran una alta sensibilidad y especificidad
de las pruebas basadas en saliva, con resultados que muestran de concordancia mayor al 90%
entre saliva e hisopados nasofaringeos(18).

Los estudios actuales de diferentes grupos han mostrado resultados prometedores sobre el
posible uso de la saliva para la deteccién del ARN del SARS-CoV-2 con un rango de sensibilidad
reportada desde 84.2% a 91.7% (19-26). Recientemente, investigadores del Instituto de Medicina
Tropical de la Universidad de Sao Paulo (IMT-USP), validaron el diagnéstico de COVID-19 con
muestras de saliva de 50 ninos con sintomas leves relacionados con la enfermedad.

Las muestras (Hisopados Nasofaringeos y saliva) fueron recolectadas en los primeros 7 dias
desde el inicio de sintomas. Reportaron una concordancia del 92% con una sensibilidad
aproximada del 90%. Concluyen que la saliva es una muestra alternativa viable para el diagnoéstico
de COVID-19 en poblacién pediatrica.

La sensibilidad de los métodos de deteccidén de ARN del SARS-CoV-2 que emplean saliva parece
ser comparable o mejor que la de los hisopos nasofaringeos. Ademas, la saliva puede ser un buen
candidato para la deteccion del SARS-CoV-2 para los casos con sintomas moderados a severos
(20), y para casos asintomaticos o leves (19). Este ultimo es particularmente importante para la
busqueda activay en el tamizaje de casos sospechosos y/o en la vigilancia de los trabajadores de
la salud. El auto muestreo de saliva también podria ser una opcion en estudios poblacionales de
prevalencia puntual a gran escala. Otro punto importante para tener en consideracién es que,
dado que la muestra de saliva es facil de recolectar, favorece su aplicacién en estrategias de
busqueda masiva de casos activos enfocadas por ejemplo en la reaperturay activacion de
instituciones de educacion basicay superior.

Ademas, la saliva se ha utilizado como opcion de muestra para RT-qPCR SARS-CoV-2 en mas de
25 estudios publicados, aplicados en paises como Japén, Francia, EE. UU. y China(13), sugiriendo
una recoleccion de la muestra salival dentro de los 7 primeros dias de sintomas, en los cuales |a
carga viral puede ser detectada(13). Por lo tanto, verificar el uso de saliva como muestra en los
pacientes con sospecha o sintomas de COVID-19 dentro de los b a 7 primeros dias para
diagnostico por RT-qPCR en el Laboratorio Ayudas Diagndsticas SURA permitiria una mayor
capacidad de atencion, mejorar los tiempos de esperay disminuir el gasto al sistema de salud,
logrando una mejor experiencia de usuario (comodidad, sequridad y rapidez) e incluso lograr que
el paciente pueda realizar la recoleccién en su domicilio asegurando la trazabilidad en |a
identificacion y marcaje de su propia muestra al llevarla al laboratorio evitando posibles contagios
al personal de salud derivados de la atencion del paciente.



ALCANCE Y CAMPO DE APLICACION

Este protocolo aplica para la deteccion de SARS-CoV-2 en muestras de aspirado nasofaringeo y
saliva en pacientes con sospecha de la infeccion. Ademas, esta estrategia puede apoyar la
deteccion de SARS-CoV-2 ya que no se requiere de personal capacitado en el caso de usar como
muestra la saliva, que incluso puede ser tomada por el mismo paciente.

OBJETIVO GENERAL

Verificar el rendimiento diagnostico de las pruebas de RT-qPCR ASCIRES SG Kit Covid19 Multiplex
One Step PCR Lyo-L y Allplex™ 2019-nCoV Assay a partir de muestras de aspirado nasofaringeo y
muestras de saliva recolectadas en el Saliva Viral Sample Collection Kit 2 de ASCIRES en pacientes
afiliados a EPS SURA en la ciudad de Medellin Colombia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes afiliados a EPS sura
participantes del estudio.

Determinar la presencia del virus SARS-CoV-2 en muestras de aspirado nasofaringeo y
saliva por medio de las pruebas RT-gPCR ASCIRES SG Kit y Allplex™ 2019-nCoV Assay.

Comparar los valores de CT obtenidos de muestras de aspirado nasofaringeo vs muestras
de saliva para las pruebas RT-gPCR ASCIRES SG Kit y Allplex™ 2019-nCoV Assay.

Comparar el desempeno diagnostico de la prueba RT-qPCR ASCIRES SG Kit Covid19
Multiplex One Step PCR Lyo-L frente a Allplex™ 2019-nCoV assay para la identificacion de
SARS-CoV2 en muestras de aspirado nasofaringeo y saliva.

B OO

Determinar las caracteristicas de desempeno diagnéstico de la prueba Allplex™
2019-nCoV Assay para la identificacion de SARS- CoV-2 en muestras de saliva.
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METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO: PROSPECTIVO

CALCULO DEL N MUESTRAL: para calcular el tamafio de la muestra para la evaluacion de
sensibilidad de la prueba RT-gPCR ASCIRES SG Kit Covid19 Multiplex One Step PCR Lyo-L, se
aplico la siguiente férmula de Jacobson (1998) Rev. sci. tech. Off. int. Epiz., 1998,17(2), 507-526:

={Se (1-Se)C’} / E* ={Sp (1-Sp) C2} / E?

Donde: Donde:

Se=Sensibilidad esperada (otorgada por el Sp=Especificidad esperada(otorgada por el
fabricante p la literatura) fabricante p la literatura)

C=Intervalo de confianza estimado (1.96 para C=Intervalo de confianza estimado (1.96 para
un 95% de confianza) un 95% de confianza)

E= % de error permitido en la estimacion de E= % de error permitido en la estimacion de

sensibilidad expresado en decimal especificidad expresado en decimal
(habitualmente * 5-20%) (habitualmente *5-20%)

Luego de aplicar la formula, se obtuvo ( Sensibilidad de la prueba 99.10% )
que se deben incluir minimo 14 muestras k paraun IC del 95 % 1.96
positivas para evaluar la sensibilidad E % de error permitido en la -
diagnostica. estimacion de la S entre (5%-20%)
Tamano de la muestra ”
L n=(S*(1-S)/K?)/E? )
Para evaluar la especificidad (Especificidad 99.90% )
diagnostica, se debe incluir minimo 2 K para un IC del 95 % 196
muestras negativas. E % de error permitido en la
estimacion de la S, entre (5%-20%) 5%
L Tamano de la muestra 2 )

POBLACION DE ESTUDIO: Pacientes afilados a EPS SURA que asisten a la sede Punto Clave de
Ayudas Diagnosticas SURA en la ciudad de Medellin. En total se incluyeron 71 pacientes con una
distribucion aproximadamente igual entre (31) positivos y (40) negativos para COVID-19.



CRITERIOS DE INCLUSION:
- Ordenamiento médico de RT-gPCR para SARS-CoV-2.

- Diligenciamiento y firma del consentimiento informado: “Validacion del uso de saliva como
muestra para el diagnéstico de COVID-19 en Ayudas Diagnésticas SURA".

- Diligenciamiento encuesta de sintomas: "ENCUESTA PARA VINCULACION DE PARTICIPANTES
PARA INVESTIGACION EN COVID-19".

CRITERIOS DE EXCLUSION: Haber consumido alimentos, masticar chicle o haber fumado en los
ultimos 30 minutos antes de la toma.

DESCRIPCION DE LA UNIDAD DE ANALISIS: Aspirados nasofaringeos y muestras de saliva.

OBTENCION DE LA INFORMACION DEMOGRAFICA Y CLINICA: Encuesta de sintomas'y
ficha epidemiologica.

PREPARACION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS:

Las muestras de aspirados nasofaringeos fueron recolectadas utilizando una sonda en un volumen
minimo de 3ml de solucion salina estéril, dejando parte de la sonda dentro del recipiente, la cual se
retird en el momento que se procesoé la muestra, después de realizar una homogenizacion por
vortex para asegurar una mejor resuspension.

Las muestras de saliva fueron recolectadas usando el kit PCR2Go Saliva (IVD, CE Ed 10/20
RBMSAL2V01-100; Registro INVIMA 2021DM-0023201) de ASCIRES Sistemas Gendémicos (Durviz s.l.
46980, Paterna - Valencia - Espafa) 10 minutos después de haber realizado un enjuague bucal con
agua. El procedimiento consistio en tres pasos:

Frotar las mejillas y paladar con lalengua para la estimulacion de la secrecion de saliva.

Escupir la saliva en el embudo hasta que el liquido (sin incluir las burbujas) alcance la linea
de 1mL en el tubo de recoleccidn.

Anadir la solucién conservadora al tubo de recoleccién que contiene la salivay mezclar
por inmersion durante 15 sequndos (Volumen final 2 mL).

® Enviara

analisis

h°4

2

Figura 1. Esquema recoleccion de muestra de saliva.



Las muestras de Aspirado Nasofaringeo y Saliva fueron recolectadas simultaneamente
dentro de los primeros 7 dias de inicio de sintomas.

Las muestras se deben transportar al laboratorio garantizando una temperatura entre 4°C y 25°C,
y ser procesadas en el mismo dia de la recoleccion (Si el analisis no puede ser realizado el mismo
dia, congelar a-20°C por 24 horas 0 -80°C por tiempos prolongados)

CALCULOS ESTADISTICOS.
Tabla 2x2 Resultado de Verdadero diagnéstico
la prueba ... .
COVID-19 Positivo | CcoVvID-19 Negativo
Positivo Verdadero positivo VP Falso positivo FP
Negativo Falso Negativo FN Verdadero negativo VN J

Sensibilidad: Proporcion de resultados de positivos que son detectados como
positivos en las muestras analizadas. VP/ VP+FN.

Especificidad: proporcion de resultados negativos que son detectados como
negativos en las muestras analizadas. VN/ VN+ FP.

Valor predictivo positivo: probabilidad de tener COVID-19 dado que se obtiene un
resultado positivo VP/VP + FP.

Valor predictivo negativo: probabilidad de no tener COVID-19 dado que se obtiene un
resultado negativo VN/ VN+FN.

Criterio de exactitud diagnéstica: proporcién de resultados correctamente
clasificados como positivos y negativos VP+VN/VP+VN+FP+FN.

indice Youden: diferencia entre la proporcién de verdaderos positivos y la de falsos
positivos. VP/FP.

Concordancia: Cada una de las 71(muestras positivas y negativas por los dos
métodos de toma de muestra empleados (ASN y Saliva) que fueron sujeto de
proceso de extracciony amplificacion. Para evaluar la concordancia entre las
muestras fue empleado el calculo del indice kappa.

P RO OO

Las variables cualitativas se describieron con medidas de frecuencia(‘n"y “%")y para establecer
posibles asociaciones estadisticas se uso la prueba de Chi cuadrado de independencia.



Para las variables cuantitativas se aplico la prueba de normalidad Kolmogorov - Smirnov con la
correccion de Lillefors. La descripcion de los datos se realizé con medidas de tendencia central
(Media)y dispersion (DS)y con medidas de posicion (Medianay RIC). La prueba de Wilcoxon se
aplicé para comparar el rango medio de dos muestras relacionadas (Ct de Aspirado
Nasofaringeo y Saliva)y determinar si existen diferencias entre ellas.

EXTRACCION DE ARN VIRAL : En la extraccion del ARN viral se emplearon reactivos de LifeRiver
Bio-Tech de microparticulas magnéticas, que poseen certificados IVD (In vitro diagnostic), CE
(Conformidad Europea)y registro INVIMA 2020RD-0006226 (Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos), en conjunto con el instrumento de extraccién automatizado
EX3600 de LifeRiver.

ESPECIFICACIONES DEL EQUIPO DE EXTRACCION EX3600:

' Nombre del equipo ‘ EX3600 Automated
Nucleic Acid Extraction

Cat. # IE-0002
Volumen de muestra 300 pL
Cantidad de muestras 36 units/time
CMOD 1
Tiempo de proceso de la muestra 20 min
Eficiencia de las perlas magnéticas 299%
96 pozos por plato 3
Barra magnética 24
Capa magnética desechable 3 tiras (12 pozos)
Keypad Start/Stop/Direction Keys
Monitor LCD (text display)
Léampara UV Disponible
Dimensiones 53*50*45 cm
Peso 30kg
Condicién de operacion Temperatura ambiente
CMOD 1




COMPONENTES DEL KIT DE EXTRACCION: VIRAL RNA ISOLATION KIT - LIFERIVER BIO-TECH

Componentes

Cantidad

ME-0044 (60 pruebas) | ME-0045 (240 pruebas)

Almacenamiento

Plato precargado 5 piezas 20 piezas Temperatura ambiente
Tiras Magnéticas desechables 5 tiras desechables 20 tiras Temperatura ambiente
Proteinasa K 1.3mL 1.3mLx4 Temperaturaambiente
Carrier de ARN 1tubo 1tubo X 4 Temperatura ambiente
Buffer del carrier de ARN 600 uL 600 UL X 4 Temperatura ambiente

Para la preparacion de reactivos y el procedimiento de adicion de las muestras, se realizo
siguiendo las instrucciones del inserto de la casa comercial. Se agregaron 10 yL de RP-V IC
(Control Interno Exdgeno del kit de PCR de referencia: Allplex 2019-nCoV Assay) antes de la

extraccién de acidos nucleicos.

RT-qPCR EMPLEADAS PARA LA DETECCION DE SARS-CoV-2

PRUEBA DE REFERENCIA

Prueba 1 ‘ Allplex 2019-nCoV Assay

Fabricante Seegene, inc Korea

Componentes Mezcla maestra, Primers 2019-nCoV MOM,
Tampén, Control Positivo (PC), Control Interno
Exogeno (IC)y Agua libre de nucleasas.

Blanco molecular gen E,RdRp y N de la cepa SARS-CoV-2

Control interno de extraccion

Control interno exégeno (RP-V IC)

Volumen de reaccion

250L

Esquema de reaccion

8uL de eluido de ARN + 17uL mezcla maestra

Limite de deteccion (copias/mL)

4167 copias/mL (100 copias de ARN/reaccién)

Sensibilidad en muestras 93.07%

respiratorias superiores

Sensibilidad en muestras 96.84%

respiratorias inferiores

Especificidad 100%

Certificados IVD, CE, INVIMA 2020RD-0006094




PRUEBA SUJETO DE VERIFICACION

Prueba 2 RT-qPCR ASCIRES SG Kit Covid19 Multiplex
One Step PCR Lyo-L

Fabricante Sistemas Genomicos-ASCIRES

Componentes Mezcla maestra Ready to use (liofilizada),
Buffer de rehidratacion y control positivo

(C+)y Agua libre de nucleasas, control de
calidad de extraccion

Blanco molecular gen ORFla y ORFlab (RdRp)de la cepa
SARS-CoV-2

Control de calidad de la extraccion gen RNaseP humano (Opcional)

Control interno de PCR
Limite de deteccion (copias/rxn)

Ambas pruebas utilizan un control interno exégeno (heterélogo). Este control permite
verificar el paso de extraccion de ARN viral. El control exégeno de qPCR se "aiiade” al tampén
de lisis con la muestra antes de la extraccion. La presencia (amplificacion) del control interno
en la PCR confirma el éxito del paso de extraccion y reduce la posibilidad de obtener un
resultado falso negativo en la muestra evaluada, ademas evaliia inhibicion de la PCR.

En el caso de la prueba RT-qPCR ASCIRES SG Kit Covid19 Multiplex One Step PCR Lyo-L, el
fabricante recomienda realizar el analisis de RNAseP como control de calidad aleatorio y
semanal para verificar los procesos de manera periddica.

Como limitante, no se incluye control interno endégeno o gen de referencia como: RNAseP de
rutina en todas las corridas. Este gen debe expresarse en la muestra que esté siendo analizado y
su expresioén no puede verse influenciada por el tratamiento experimental. Este tipo de control
se utiliza principalmente en la PCR en tiempo real para normalizar las diferentes cantidades de
carga de acidos nucleicos, pero en el presente caso cumple una funcion muy importante ya que
permite evaluar el proceso de obtencidn de la muestra respiratoria, la calidad la muestray el
proceso de extraccién de acidos nucleicos.




PREPARACION DE LA REACCION PARA CADA UNA DE LAS PCRS EMPLEADAS

Todas las preparaciones de reaccion incluyeron suficientes pocillos de reaccion para el numero
de muestrasy al menos un control positivo (CP)y negativo (NTC)(# de muestras + 2 = total de
pocillos de reaccién necesarios). Se descongelaron los reactivos en hielo, o en un bloque frio,
antes de comenzar la preparacion.

Todo el pipeteo se hizo en hielo

PREPARACION DE MEZCLA MAESTRA SEGUN EL NUMERO DE REACCIONES:

ALLPLEX 2019-NCOV ASSAY

5X Real-time One-step Buffer 5
Primers 2019-nCoV MOM 5
Agua libre de nucleasas. 5
L Real-time One-step Enzyme 2 )

1. Repartir alicuotas de 17 uL de One-step RT-QPCRMastermix en cada pozo del plato de reaccion.
2. Anadir 8 pL de los acidos nucleicos de cada muestra

3. Anadir 8 uL de un control (NTC y CP por cada corrida de PCR)

4. Se colocaron las placas de PCR en el instrumento de PCR en tiempo real (CFX-96)

RT-0PCR ASCIRES SG KIT COVID19 MULTIPLEX ONE STEP PCR LYO-L:

‘ Num. de reacciones

Num. de reacciones
RT-qPCRCOVID-19 MIX RT-gPCRCOVID-19 MIX
L Muestra/Controles Muestra/Controles J

1. Realizar spin a la placa con el reactivo de mezcla maestra liofilizado. En caso de no realizar
un montaje completo (96 reacciones), el plato puede ser dividido en tiras de 8 reacciones
(12X8 reacciones).

2. Rehidratar el plato o las tiras necesarias para la cantidad de muestras y controles que se vayan
a utilizar con 15pL de buffer de rehidratacion.

3. Anadir b L de los acidos nucleicos de cada muestra

4. Anadir 5 yL de un control (NTC y CP por cada corrida de PCR)

El control positivo viene en presentacion: Liofilizado. Previamente se debe rehidratar
con 70 uL del buffer de rehidratacion.




PREPARACION DEL INSTRUMENTO DE PCR (CFX-96)
PARA CADA UNA DE LAS METODOLOGIAS

Se program¢ el instrumento de PCR con las condiciones de ciclo que se indican a continuacion
para la prueba:

ALLPLEX 2019-NCOV ASSAY

Fase ‘ Ciclos \ Temperatura ‘ Tiempo ‘ Deteccion de fluorescencia
Transcripcién inversa 1 50°C 20 minutos -
Desnaturalizacion inicial 1 95°C 15 minutos -
Amplificacién 45 94°C 15 segundos -
58°C 30 segundos FAM(E), HEX(CI), Cal Red 610
L (RdRp)y Quasar 670 (N)

RT-OPCR ASCIRES SG KIT COVID19 MULTIPLEX ONE STEP PCR LYO-L

Fase ‘ Ciclos \ Temperatura ‘ Tiempo ‘ Deteccion de fluorescencia
Transcripcién inversa 1 45°C 10 minutos -
Activacién Polimerasa 1 95°C 20 segundos -
Amplificacién 40 95°C 5 segundos -
58°C 20 segundos | CY5(ORFla), FAM(ORFlab-
L RdRp), HEX/VIC (CI)

ALGORITMO DE INTERPRETACION DE RESULTADOS

VERIFICACION DEL RESULTADO DE LOS CONTROLES DE LA PRUEBA:

ALLPLEX 2019-NCOV ASSAY

Tipo de control ‘ Nombre de control ‘ Resultado
Gen E(FAM) +
Gen RdRP(CalRed 610) +
Control positivo COVID-19
Gen N (Quasar 670) +
IC (HEX) +
Gen E(FAM) -
Gen RdRP(CalRed 610) -
Control Negativo de PCR
Gen N (Quasar 670) -
IC(HEX) -
N




RT-qPCR ASCIRES SG KIT COVID19 MULTIPLEX ONE STEP PCR LYO-L

Tipo de control | Nombre de control | Resultado
ORFla(CY5) +

Control positivo COVID-19 ORFlab-RdRp (FAM) +
IC(HEX) +
ORFla(CY5) -

Control Negativo de PCR ORF1lab-RdRp (FAM) -
IC(HEX) +

N J

Silos controles pasaron, se procedio a analizar los resultados de las muestras

INTERPRETACION DE RESULTADOS:
ALLPLEX 2019-NCOV ASSAY

IC(HEX) | E(FAM) RdRp | N(Quasar Interpretacion
(Ca

IRed 610) 670)

-/+ + + - 2019-nCoV
Detectado

-/+ - + +

-/+ - - +

_/+ - + -

-/+ + - - Presuntivo positivo

+ - - - Negativo
L _ - - - Invalido )

Un resultado positivo mostrara una curva de
amplificacion o un valor de umbral de ciclo para
COVID - 19 s 40 ciclos.




RT-QPCR ASCIRES SG KIT COVID19 MULTIPLEX ONE STEP PCR LYO-L

ORFla | ORFlab(RdRp) ‘ IC (HEX) ‘ Interpretacion
(CY5) (FAM)
+ + +
" SARS-CoV-2
+ -
Positivo
- + +

+ SARS-CoV-2 Negativo

-/+ -/+ - Invalido

RESULTADOS

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas del grupo de estudio.

Variables cuantitativas ‘ Media #(DS) ‘ Mediana (RIQ) ‘ Min-Max
Edad 37(14) 33(26-45) 16-79
L Evolucion de sintomas (dias) | 4(2) 3(3-5) 1-10 J

Prueba de normalidad p<0.05: datos no paramétricos; las medidas de resumen se interpretan con la mediana y RIQ.

Variables cuantitativas ‘ Clasificacion ‘ n ‘ %
Sexo Masculino 17 24%
Femenino 54 76%
Movilidad Vehiculo Particular 47 66 %
Transporte Publico 23 32%
Otro 1 1%
Viajes nacionales en los No 64 90%
ultimos 10 dias Si 7 10%
Tipo de vivienda Familiar 64 90%
Individual 7 10%
Nexo Epidemioldgico No 33 49%
Si 34 51%
Orden de toma de muestra Antes del ASN 51 72%
(saliva): Después del ASN 20 28%
Manana 38 54%
Horario de toma de muestra
Tarde 33 46%
Resultado RT-qPCR Aspirado Negativo 40 56%
Nasofaringeo con prueba de Positivo 3] L4,
referencia

AN

*ASN: Aspirado Nasofaringeo



La caracterizacion demografica de los individuos por sexo mostro una frecuencia de mujeres del
76%; el 50% de los datos centrales de la edad se ubicaron entre 26-45 anos cumplidos con una
mediana de 33. La mediana desde el inicio de sintomas y la toma de la muestra fue de 3 dias con
el 50% de los datos centrales ubicados entre 3y 5 dias, con un rango entre 1y hasta 10 dias de
sintomas para la toma de muestray realizacion de la RT-qPCR.

Los analisis de frecuencia muestran que las mujeres representan el 76% en la poblacion de
estudio; el 66% de las personas incluidas se movilizan en vehiculo particular. Solo el 10%
refieren un viaje nacional en los ultimos 10 dias; el 51% reporta haber tenido contacto con alguna
persona diagnosticada con COVID-19. Mas del 70% de las muestras de saliva fueron tomadas
antes del aspirado nasofaringeo y el 54% de las muestras fueron colectadas en el horario de la
manana. En total se obtuvieron 40 (56%) resultados positivos para COVID-19.

CoVID-19

VARIABLES RELACIONADAS Negativo Positivo
n % n %
Movilidad Vehiculo Particular 27 57.4% 20 42.6%
Transporte Publico 13 56.5% 10 43.5%
Otro 0 0.0% 1 100.0%
Viajes nacionales en No 36 56.3% 28 43.8%
los ultimos 10 dias Si 4 571% 3 49.9%
Familiar 38 59.4% | 26 | 40.6%
Tipo de vivienda Individual 2 | 286%| 5 | 74%
Nexo Epidemiolégico No 17 | 515% | 16 | 48.5%
Si 20 58.8% | 14 41.2%
Orden de toma de Antes del ASN 26 51.0% 25 | 49.0%
muestra (saliva): Después del ASN 14 | 700% | 6 | 30.0%
Horario de toma Mafnana 18 474% | 20 | 52.6%
L de muestra Tarde 22 66.7% 1 33.3% )

*ASN: Aspirado Nasofaringeo

Los analisis de frecuencia muestran que 3 de 7(43%) pacientes con antecedentes de viajes
nacionales en los ultimos 10 dias resultaron positivos para SARS-CoV-2. Solo el 41.2% de los que
refirieron haber tenido contacto con alguien con COVID-19 resultaron positivos. El 49% de las
muestras de saliva tomadas antes del ASN dieron positivas, en contraste con el 70% de las
muestras de saliva que se tomaron después del ASN con resultado negativo, sin embargo, estos
resultados fueron concordantes con el resultado obtenido con el ASN. De acuerdo con el horario,
cerca del 53% de las muestras tomadas en la manana resultaron positivasy el 67% de las
muestras tomadas en la tarde resultaron negativas. No se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas.



Tabla 2. Sintomatologia reportada por el grupo de estudio.

Variable | Clasificacien | n | %
Fiebre No presenta 39 55%
Presenta 32 45%
Anosmia No presenta 23 32%
Presenta 48 68%
Ageusia No presenta 31 44%
Presenta 40 56%
Odinofagia No presenta 32 45%
Presenta 39 55%
Disnea No presenta 49 69%
Presenta 22 31%
Rinorrea No presenta 23 32%
Presenta 48 68%
Tos seca No presenta 30 42%
Presenta 41 58%
Tos productiva No presenta 53 75%
Presenta 18 25%
Taquicardia No presenta 53 75%
Presenta 18 25%
Taquipnea No presenta 61 86%
Presenta 10 14%
Vomito No presenta 61 86%
Presenta 10 14%
Dolor muscular No presenta 20 28%
Presenta 51 72%
Diarrea No presenta 50 70%
Presenta 21 30%
Dolor de cabeza No presenta 30 42%
Presenta 41 58%
Clasificacion Sintométicos 66 93%
§ del caso Asintomatico 5 7%

Los analisis de frecuencia muestran que el 93% de los pacientes incluidos presentaron un
cuadro sindrémico de infeccion respiratoria aguda leve o moderado (clasificados como
sintomaticos). Especificamente, en relacion con los sintomas, se observé que el dolor muscular
representa el 72% de los sintomas reportados; EI 68% reporta Anosmiay Rinorrea como
sintomas asociados. Alrededor del 58% reportaron Ageusia, Odinofagia, tos secay dolor de
cabeza. Solo el 45% de los pacientes reportaron fiebre.



Tabla 2. Anexo 1. Caracteristicas clinicas ajustadas por el resultado para COVID-19.

COVID-19

SINTOMAS Negativo Positivo

n % n %
Fiebre No presenta 23 59% 16 4%
Presenta 17 53% 15 47%
Anosmia No presenta 21 91% 2 9%
p=0,000* Presenta 19 40% 29 60%
Ageusia No presenta 21 68% 10 32%
Presenta 19 48% 21 53%
Odinofagia No presenta 16 50% 16 50%
Presenta 24 62% 15 38%
Disnea No presenta 26 53% 23 47%
Presenta 14 64% 8 36%
Rinorrea No presenta 16 70% 30%
Presenta 24 50% 24 50%
Tos seca No presenta 19 63% 11 37%
Presenta 21 51% 20 49%
Tos productiva No presenta 34 64% 19 36%
p=0,023* Presenta 6 33% 12 687%
Taquicardia No presenta 32 60% 21 40%
Presenta 8 L4 10 56%
Taquipnea No presenta 35 57% 26 43%
Presenta 5 50% 5 50%
Vomito No presenta 34 56% 27 449,
Presenta 6 60% 40%
Dolor muscular No presenta 14 70% 30%
Presenta 26 51% 25 49%
Diarrea No presenta 28 56% 22 L4,
Presenta 12 57% 9 43%
Dolor de cabeza No presenta 15 50% 15 50%
Presenta 25 61% 16 39%
Clasificacién del caso Sintomatico 35 53% 31 46%
L Asintomatico 5 100% 0 0%

prueba de chi-cuadrado p<0.05

Los anélisis de frecuencia muestran que el 60% y 53% de los pacientes con afectacion del olfato
y el gusto, respectivamente, fueron positivos para COVID-19. EI 67% de los pacientes con tos
productiva también resultaron positivos.



Con las variables: Anosmiay tos productiva se encontro una asociacion estadisticamente
significativa entre presentar el sintoma y resultar positivo para SARS-CoV-2.

Al analizar el comportamiento de los resultados de la PCR de los pacientes asintomaticos, estos
fueron negativos para COVID-19. Todas las muestras fueron tomadas entre 5-7 dias después de
reportar el contacto estrecho no protegido con algun caso confirmado (social o laboral) para
SARS-CoV-2.(ver tabla 2 anexo 2.)

Tabla 2. Anexo 2. Nexo epidemioldgico en los pacientes asintomaticos incluidos en el estudio.

Pacientes asintomaticos | Dias desde dltimo contacto Tipo de nexo epidemiolégico
MIE33277MFN 7 Conyugue

M1133227MFN 5 Social

M1133255MFN 5 Laboral

M1033152MFN 7 Social

M1033218MFN 7 Novio

Tabla 3. Descripcion de los valores de Ct obtenidos en las muestras de aspirado nasofaringeo con
el kit de RT-gPCR Allplex 2019-nCoV.

Gen(Ct) Media #(DS) | Mediana (RIQ) Min-Max
E(n=30) 17.36(5.76) 16.18(13.17 - 19.68) 11.39 - 38.87
RdRP (n=29) 18.04 (4.08) 17.25(15.17 - 20.81) 12.62 - 32.64

L N(n=31) 20.07(6.10) 18.70(15.49 - 21.92) 13.07 - 38.40 )

Tabla 4. Descripcion de los valores de Ct obtenidos en las muestras de saliva con el kit de RT-qPCR
Allplex 2019-nCoV.

Gen(Ct) | Media +(DS) | Mediana (RIQ) | Min-Max

E(n=29) 25.84(5.86) 26.51(21.96 - 30.25) | 12.60-36.38
RdRp (n=28) 27.16(5.92) 28.99(22.88-31.95) | 13.16-34.18
N(n=29) 27(5.49) 28.64(23.14-30.88) | 13.07-33-80
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Figura 1. Valores de CT para los genes E, RARP y N segun el tipo de muestra con la prueba ALLPLEX 2019-nCoV Assay. Prueba de Wilcoxon
*p<0.05 (ASN=Aspirado Nasofaringeo)

Enlos resultados expuestos en las tablas 3y 4 se observa una diferencia aproximada de 8 ciclos
entre las medias de los diferentes genes incluidos en la prueba de RT-gPCR Allplex 2019-nCoV
(ver Figura 1), observandose de esta manera una amplificacién mas tardia en las muestras de
saliva, lo cual podria estar relacionado con una recuperacién de ARN viral ligeramente menor, sin
embargo, se observaron altos niveles de concordancia entre los diagnosticos obtenidos
(positivo o negativo).

Tabla 5. Descripcion de los valores de Ct obtenidos en las muestras de ASN con la prueba RT-qgPCR
ASCIRES SG Kit

Gen(Ct) | Media+(DS) | Mediana(RIQ) | Min-Max
ORFlab (RdRp)(n=27) 20.40(4.43) | 20.62(18.12-23.10) | 12.39-33.68
ORFla(n=29) 20,57(4.75) | 20.85(17.88-23.07) | 12.69 - 37.65 J

Tabla 6. Descripcion de los valores de Ct obtenidos en las muestras de saliva con la prueba
RT-qPCR ASCIRES SG Kit.

Gen(Ct) | Media +(DS) | Mediana (RIQ) | Min-Max
ORFlab (RdRp)(n=26) 26.41(4.59) 27.83(22.90 - 29.91) 15.10 - 33.12
L ORFla(n=29) 26.67(5.38) 27.52(23.47 - 29.41) 14.78 - 37.85 J




ASCIRES SG kit
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Figura 2. VValores de CT para los genes E, RARP y N segun el tipo de muestra con la prueba ALLPLEX 2019-nCoV Assay. Prueba de Wilcoxon
*p<0.05 (ASN=Aspirado Nasofaringeo)

Enlos resultados expuestos en las tablas 4 y b se observa una diferencia aproximada de 6 ciclos
entre las medias de los diferentes genes incluidos en la prueba de RT-gPCR ASCIRES SG Kit (ver
Figura 2), de manera similar a los resultados anteriores, se observa una amplificacién mas tardia
en las muestras de saliva, lo cual podria estar relacionado con una recuperacion de ARN viral
ligeramente menor, no obstante, los niveles de concordancia entre los diagnosticos obtenidos
son muy altos (99%).

Adicionalmente, se compararon los resultados en las muestras de saliva para el gen
confirmatorio ORF1ab/RdRp en las pruebas ALLPLEX 2019-nCoV Assay y RT-gPCR ASCIRES SG
Kit (ver figura 3). En este andlisis, no se observan diferencias estadisticamente significativas
entre las medianas de ambos resultados, mostrando una correlacion muy alta en el rendimiento
diagnostico de ambas pruebas al emplear la saliva.

SALIVA: ORF1ab/RdRp

354 T —|_

25+

154

I T
Allplex 2019-ncov ASCIRES SG kit

Figura 3. Valores de CT para el gen confirmatorio ORFlab (RdRp) en saliva con las pruebas ALLPLEX 2019-nCoV Assay y RT-qPCR ASCIRES SG Kit.



ANALISIS DE CONCORDANCIA Y DESEMPENO DIAGNOSTICO

Tabla 6. Tabla de contingencia con la comparacion de los resultados obtenidos en ASN y Saliva
con la prueba RT-gPCR Allplex 2019-nCoV. indice Kappa de cohen=0.94

CALCULO iNDICE KAPPA DE COHEN

RO R n il (3l Muestra comparacion: ASN

SALIVA Positivo Negativo

POSITIVO 29 0 29

NEGATIVO 2 40 42
\_ TOTAL 31 40 71

Al analizar los resultados obtenidos en |la evaluacion de la concordancia analitica, la muestra de
saliva obtuvo un porcentaje de concordancia del 97% con un indice Kappa "Muy bueno", al
compararse con los resultados obtenidos con aspirados nasofaringeos (muestra de referencia) de
pacientes con resultados tanto Positivos como Negativos por la prueba Allplex 2019-nCoV Assay.

Tabla 7. Tabla de contingencia con la comparacion de métodos de RT-qPCR entre Allplex
2019-nCoV con ASN y RT-qPCR ASCIRES SG Kit con ASN. Indice Kappa de cohen=0.94

CALCULO iNDICE KAPPA DE COHEN

Método y muestra de comparacion:

Muestra a verificar: Allplex 2019-nCoV Assay en ASN
RT-qPCR ASCIRES SG Kit en ASN
Positivo Negativo
POSITIVO 29 0 29
NEGATIVO 2 40 42
TOTAL 31 40 71

Al analizar los resultados obtenidos en la evaluacién de la concordancia analitica, la prueba
RT-gPCR ASCIRES SG Kit obtuvo un porcentaje de concordancia del 97% con un indice Kappa "Muy
bueno”, al comparar aspirados nasofaringeos de pacientes con resultados tanto positivos como
negativos por la prueba Allplex 2019-nCoV Assay (prueba de referencia).

Tabla 8. Tabla de contingencia con la comparacion de los resultados obtenidos en ASN y Saliva
con la prueba RT-gPCR ASCIRES SG Kit. indice Kappa de cohen=0.97(Casi perfecto)

CALCULO iNDICE KAPPA DE COHEN

Muestra a verificar:

Muestra comparacion: ASN

catle Positivo Negativo

POSITIVO 28 0 28

NEGATIVO 1 42 43
\_ TOTAL 29 42 71




Al analizar los resultados obtenidos en la evaluacion de la concordancia analitica, la muestra de
saliva obtuvo un porcentaje de concordancia del 99% con un indice Kappa "Muy bueno", al
compararse con los resultados obtenidos con aspirados nasofaringeos (muestra de referencia) de
pacientes con resultados tanto Positivos como Negativos por la prueba RT-gPCR ASCIRES SG Kit.

Tabla 9. Tabla de contingencia con la comparacion de métodos de RT-qPCR entre Allplex 2019-nCoV
con ASN y RT-gPCR ASCIRES SG Kit con saliva. ndice Kappa de cohen=0.91(Casi perfecto)

CALCULO INDICE KAPPA DE COHEN

Método y muestra a verificar: Método y muestra de comparacion:

RT-qPCR ASCIRES SG Allplex 2019-nCoV Assay en ASN

Kit en SALIVA - .

Positivo Negativo
POSITIVO 28 0 28
NEGATIVO 3 40 43
TOTAL 31 40 7
\ J

Al analizar los resultados obtenidos en la evaluacion de la concordancia analitica, la prueba
RT-gPCR ASCIRES SG Kit obtuvo un porcentaje de concordancia del 96% con un indice Kappa "Muy
bueno" empleando como muestra saliva, al comparar aspirados nasofaringeos de pacientes con
resultados tanto positivos como negativos por la prueba Allplex 2019-nCoV Assay (muestray
prueba de referencia). En este caso, se obtiene una sensibilidad del 90%

Tabla 10. Caracteristicas de desempeno y concordancia diagndstica de las pruebas evaluadas.

Prueba y muestra de referencia: Allplex 2019-nCoV en ASN

Prueba Muestra Sensibilidad Especificidad VPP VPN
RT-qPCR Allplex 2019-nCoV | Saliva 94% 100% 100% 95%
(1C95%: 85%-100%) (IC95%:100%)
RT-qPCR ASCIRES SG Kit Saliva 97% 100% 100% 93%
(IC95%: 90%-100%) (IC 95%:100%)
RT-qPCR ASCIRES SG Kit ASN 94% 100% 100% 95%
L (IC95%: 85%-100%) (IC 95%:100%) )

En cuanto a los criterios de exactitud diagndstica, se obtuvo una Sensibilidad entre 94% y 97% y
Especificidad del 100%, cumpliendo con el lineamiento vigente del Ministerio de Salud y Proteccién
Social, el cual exige un desempeno minimo del 85% de Sensibilidad y 95% de Especificidad para
que la prueba pueda ser empleada como diagnostico para SARS-CoV-2 (Covid19).



Tabla 11. Descripcion de los valores de CT obtenidos en las muestras no concordantes en el diagndéstico.

Allplex 2019-nCoV en Assay RT-qPCR A SCIRES SG Kit

Tipo de E |RdRP| N | Tipode E |RdRP| N Tipo de Orfla| Orflab | Tipo de Orfla |Orflab
muestra:ASN muestra:SALIVA muestra:ASN (RdRp) | muestra:SALIVA (RdRp)
*POSITIVO - - | 38.4 | NEGATIVO - - - NEGATIVO - - NEGATIVO - -
**POSITIVO 38.9| - | 36.4| NEGATIVO - - - NEGATIVO - - NEGATIVO - -
***POSITIVO 19.7 | 21.1 | 21.4 | POSITIVO 36 - 33.8 POSITIVO 22.2 | 22.3 | NEGATIVO - -

*Paciente 1, **Paciente 2 ,**Paciente 3

Enlatabla 11 se observa que las muestras no concordantes #1y 2 tienen un CT tardio (>35) en los
genes evaluados con la muestra de ASN y la prueba de referencia ALLPLEX 2019-nCoV Assay,
los cuales generalmente no son reproducibles incluso procesando desde la misma matrizy por
metodologias diferentes; por su parte la muestra #3 correspondiente al ASN, presento CTs
entre 19y 21 en todos los genes evaluados con el kit de Allplex 2019-nCoV, este resultado fue
coherente con los obtenidos al procesar el ASN con el kit ASCIRES SG, y aunque la muestra de
saliva tiene un resultado positivo con el kit de Allplex 2019-nCoV con CTs muy alargados (Gen E:
36.4, Gen N: 33.80), el resultado obtenido al procesar la saliva con el Kit ASCIRES SG es
negativo, lo cual puede estar relacionado con la toma de la muestra por estimulacion
insuficiente de las glandulas salivales o por no haber seguido las instrucciones de la toma de Ia
muestra y por consiguiente no se obtiene una carga viral suficiente en saliva para ser
detectada. (ver caracteristicas clinicas tabla 12)

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los pacientes con resultados no-concordantes

Sintomas . d‘?, Ne?(o s
evolucion | epidemioldgico

Paciente 1 Cefalea, odinofagia, rinorrea, mialgias, tos seca 3 Sl
(M1033090MFN) y malestar general.

Paciente 2 Anosmia, odinofagia, rinorrea, adinamia, tos 4 NO
(M1P33138MFN) seca, fiebre y malestar general.

Paciente 3 Anosmia, ageusia, cefalea, odinofagia, rinorrea, 4 Sl

L (M1R33295MFN) adinamia, tos seca, fiebre, dolor muscular.




Tabla 13. Comparacion entre el uso de las muestras de saliva y nasofaringeas para el diagndstico

de COVID-19.

Toma de muestra

‘ Muestras de saliva

- Auto-recoleccion
-No-invasiva
- Facilidad, rapidez y comodidad en su

obtencién

- Kit para recolectar la saliva: frasco de

recolecciony medio de transporte.

-Mejora los tiempos de espera.

‘ Muestras nasofaringeas

-Requiere personal de salud calificado y
entrenado.

-Invasiva

-Requiere de una preparacion previa del
paciente. Métodos dolorosos e
incomodos para el paciente

-Requiere de multiples elementos como:
hisopos, sondas, medio de transporte
adecuado, solucion salina, EPP.

-Esun proceso lento y laborioso.

Ambiente de toma de
muestra

- Extrahospitalario.

-Centros de atencion primaria, Sede de
toma de muestray centros hospitalarios

Complicaciones

-Ninguna reportada

-Sangrado, desgarros, y hematomas.

Contraindicaciones

-Ninguna reportada

-Se debe evitar en pacientes con
epistaxis frecuente y sangrados nasales
severos previos, traumatismos nasales
0 cirugia reciente.

Transmision nosocomial

-Bajoriesgo

- Alto riesgo.

AN

Deteccion en PCR

- Pacientes sintomaticos con una toma

de muestra hasta 10 dias desde el
inicio de los sintomas.

-Recomendada hasta el dia 11 de inicio de
sintomas.

EPP: Elementos de proteccion personal

IMPACTO ESPERADO

- Tener disponible una metodologia de PCR en tiempo real adicional para la deteccion de
SARS-CoV-2 en muestras respiratorias en Ayudas Diagnosticas SURA.

- Tener disponible una toma de muestra con una mejor experiencia del paciente: cémoda,

rapiday seqgura.

- Optimizar recursos técnicos y en talento humano, disminuyendo el gasto asociado a los
meétodos actualmente empleados como aspirado/hisopado nasofaringeo.

- Extender y masificar la recoleccion de muestras fuera de centros hospitalarios y centros de

atencion primaria.




- E193% (n=66) de los pacientes evaluados presentaron algun sintoma relacionado con COVID-19
(pacientes sintomaticos), de los cuales el 53% (n=35) resultaron negativos para SARS-CoV-2y
el 46% (n=31) positivos para SARS-CoV-2. Cabe resaltar que en 28 de los resultados positivos
se obtuvo un CT menor a 25.

«EI 7% (5) de los pacientes evaluados no presentaron ningun sintoma relacionado con COVID-19.
Ninguno de ellos resulto para positivo para SARS-CoV-2 por las metodologias empleadas.

- La concordancia en lainterpretacion diagndstica en la muestra de Aspirado Nasofaringeo
(ASN) con la prueba RT-gPCR ASCIRES SG Kit usando como prueba de referencia el kit Allplex
2019-nCoV fue casi perfecta, dada por un indice kappa de 0.94, lo que nos indica que la prueba
RT-gPCR ASCIRES SG puede ser utilizada en la deteccion de SARS-CoV-2 con muestras
respiratorias en ayudas Diagnosticas SURA.

- Se obtuvo una sensibilidad del 94% (1C95%: 85%-100%)y una especificidad del 100% (IC 95%:
100%) con la prueba RT-gPCR ASCIRES SG Kit empleando como muestra aspirados
nasofaringeos. Los resultados fueron concordantes con el desempeno diagnostico reportado
por los fabricantes e indica un desempeno satisfactorio del método, de acuerdo con los
estandares minimos de sensibilidad y especificidad de 85% y 95% establecidos por el INS en el
documento: Lineamientos para el uso de pruebas en el Laboratorio de Salud Publica (LSP) en
el marco de la emergencia sanitaria por COVID-19 en Colombia.

- La concordancia en la interpretacion diagnostica entre las muestras de salivay Aspirado
Nasofaringeo (ASN) con la prueba RT-gPCR Allplex 2019-nCoV y RT-gPCR ASCIRES SG Kit fue
casi perfecta, dada por un indice Kappa de 0.97y 0.91, respectivamente, lo que nos indica que
la saliva es un tipo de muestra adecuado para la identificacion de SARS-CoV-2 por RT-qPCR.

- Se obtuvo una sensibilidad del 94% (1C95%: 85%-100%)y 97% (IC95%: 90%-100%) para las
pruebas RT-qPCR Allplex 2019-nCoV y RT-qPCR ASCIRES SG Kit, respectivamente y una
especificidad del 100% (IC 95%: 100%) para ambas técnicas empleando saliva como muestra.
Los resultados fueron concordantes con el desempeno diagnostico reportado por los
fabricantes e indica un desempeno satisfactorio del método, de acuerdo con los estandares
minimos de sensibilidad y especificidad de 85% y 95% establecidos por el INS en el
documento: Lineamientos para el uso de pruebas en el Laboratorio de Salud Publica(LSP) en
el marco de la emergencia sanitaria por COVID-19 en Colombia.



- Los resultados de esta verificacion demuestran el desempeno satisfactorio y la capacidad
diagnostica de los métodos con muestras de salivay de la prueba RT-gPCR ASCIRES SG Kit con
muestras respiratorias para ser implementados en el laboratorio de Biologia Molecular de
Ayudas Diagnésticas Sura para la deteccion de SARS-CoV-2.

- Las medias de los valores de Ct obtenidos para todos los genes blanco de SARS-CoV-2 en las
muestras de saliva fueron mayores (diferencias estadisticamente significativas, estadistico de
Wilcoxon p<0.05) en comparacion con los obtenidos en los Aspirados Nasofaringeos.

- Se obtuvieron 3 muestras (pacientes sintomaticos) no concordantes dentro del estudio, que se
podrian explicar por una toma de la muestra con estimulacién insuficiente de las glandulas
salivales o por no haber sequido las instrucciones de la toma de la muestra por parte del
paciente y por consiguiente no se obtiene una carga viral suficiente en saliva para ser detectada,
esto evidenciado en dos de las tres muestras que tuvieron un Ct tardio >36.

- El proceso de recoleccién de la muestra de saliva se debe realizar siguiendo estrictamente las
recomendaciones del medio de recoleccion, ya que un proceso inadecuado puede afectar la
integridad de la muestra, influyendo en los resultados finales.

- Lamuestra de saliva es una alternativa importante para la deteccion del SARS-CoV-2, con una
alta concordancia al compararse con muestras respiratorias en pacientes sintométicos en las
pruebas de RT-qPCR. La toma de muestra de Saliva no se requiere procedimientos invasivos, ni
personal especializado y altamente equipado, por lo tanto, presentan ventajas muy importantes
relacionadas con la simplificaciéon y comodidad de la toma de muestra, la disminucién de
exposicion a contagios en el personal de salud o para el paciente al tener de asistir a centros de
atencion primaria para su realizacion permitiendo la auto-tomay la disminucién de costos.

- Con los resultados obtenidos en este estudio de verificacién, se evidencia que la muestra de
saliva puede ser empleada en el diagndstico de SARS-CoV-2 en pacientes sintomaticos con o sin
nexo epidemioldgico.

- Es muy importante considerar la posibilidad de realizar estudios complementarios donde se
pueda analizar a profundidad el desempeno de este tipo de muestra en pacientes asintomaticos
0 con sintomas superiores a los 10 dias de evolucién empleando la técnica RT-PCR.

- Gracias ala facilidad de su obtencion, las muestras de saliva son ideales para el diagnostico en
poblacion pediatrica, adultos mayores y pacientes con restricciones especiales por
antecedentes de obstruccién nasal o epistaxis.
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