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RESUMEN

El diagndstico oportuno y preciso de la infeccion del SARS-CoV-2 es un factor
determinante en las medidas de contencién y propagacién de la COVID-19. La
deteccion del ARN viral en muestras clinicas es una estrategia primordial en este
proceso; no obstante, la estabilidad del material genético viral en diversas
condiciones de almacenamiento y transporte puede afectar significativamente los
resultados. Con el objetivo de comparar dos métodos de extraccion: manual y
semiautomatizado, se utilizaron muestras positivas a SARS-CoV-2 expuestas a
temperatura ambiente durante diferentes periodos de tiempo (0, 5, 10 y 15 dias
respectivamente), procedentes de la regién Huancavelica durante el periodo de
marzo - abril del 2022. Se seleccionaron 30 muestras positivos a SARS-CoV-2,
las cuales se agruparon segun su carga viral en tres grupos: Ct alto (> 30,10), Ct
medio (18,83 - 30,10) y Ct bajo (< 18,83). Estos grupos se emplearon para analizar
los genes ORF1ab y N mediante la U de Mann Whitney y cajas y bigotes. Las
muestras fueron extraidas y purificadas de forma paralela mediante la extraccion
manual “Mole Bioscience” y de manera semiautomatizada “Lifotronic”,
posteriormente se realizaron las amplificaciones mediante RT-PCR en tiempo real.
Los resultados indicaron diferencias significativas para el dia inicial con valores
(p<0,05); sin embargo, a partir del quinto dia no mostré diferencia significativa
(p>0,05) para el gen ORF1ab y N. En conclusioén, la extraccion semiautomatizada
es la mas adecuada para el dia inicial de extraccion. Sin embargo, para muestras
con mayor tiempo de exposicion a temperatura ambiente a partir del quinto dia,
ambos métodos evidenciaron ser eficientes en la deteccion del SARS-CoV-2 sin
diferenciacion.

Palabras clave: Ct, carga viral, RT-PCR, extraccibn manual, extraccion
semiautomatizada.
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. INTRODUCCION

La enfermedad del COVID-19, causada por el agente SARS-CoV-2, surgi6 el 2019
en Wuhan , China y fue declarada en el 2020 como una pandemia mundial, debido
a su alta capacidad de transmision (Britto et al., 2021). En la actualidad, uno de
los principales desafios es garantizar un diagndstico correcto y oportuno para
contener la infeccién. Por tanto, la prueba molecular empleada para reconocer los
genes especificos del SARS-CoV-2, es la reaccién en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa en tiempo real (RT-PCR), considerada la Gold estandar
para muestras recolectadas mediante hisopados del tracto respiratorio superior
(nasofaringeo y orofaringeo). (Dabanch, 2021). La CDC (Centro de Control y
prevencion de Enfermedades en EE. UU) prioriza el transporte adecuado de las
muestras para mantener la viabilidad del genoma viral. Se enfatiza el uso de un
medio de transporte viral (UTM) y puntualiza procesar las muestras en un plazo
de 72 horas. Ademas, es necesario conservar las muestras entre 2 - 8°C, y
aquellas que se procesaran después de las 72 horas deben mantenerse a -70°C
(Aguilar et al., 2020).

En la region Huancavelica, persiste un desafio en el traslado y conservacion de
las muestras bioldgicas por temas logisticos y geograficos de la region, donde un
porcentaje de las mismas experimentan demoras en la entrega al laboratorio de
procesamiento. Una preocupacion en el proceso de diagndstico es evitar la
exposicion del genoma del coronavirus a ARNasas presentes en el ambiente y
también en las manos, esto puede reducir la eficiencia en la extraccién del genoma
viral y a resultados deficientes durante la amplificacién exponencial, dando lugar
a resultados falsos negativos (Lopez et al., 2020). El Area de Biologia Molecular
del Laboratorio de Referencia Regional de Salud Publica - Huancavelica, emplea
dos métodos de extraccion de ARN viral: la extraccion por columnas de silice

(método manual) y la de perlas magnéticas (método semiautomatizado) (Perret



et al., 2022). Estos métodos son primordiales para obtener resultados confiables
en muestras heterogéneas, considerando factores que influyen en el proceso de
diagnoéstico, toma de muestra, cadena de frio, rotulacién, almacenamiento,
transporte, temperatura ambiental.(Pan et al., 2020).
La presente investigacion se centrd en la evaluacién comparativa de dos métodos
utilizados para la extraccién del ARN viral del SARS-CoV-2. El propdsito fue
determinar cual de ellos es mas eficaz en el rescate del genoma viral en muestras
positivas a SARS-CoV-2 expuestas a temperatura ambiente durante distintos
periodos de tiempo (0, 5, 10 y 15 dias) aparentando la llegada de muestras
heterogéneas con dias de retraso y conservadas inadecuadamente. Para alcanzar
este objetivo, se llevaron a cabo ensayos de la técnica de RT-PCR en tiempo real,
y se analizaron los valores de Ct en los genes ORF1ab y N. En base a lo expuesto,
se plantearon los siguientes objetivos de investigacion:
Objetivo general
Comparar dos métodos de extraccion de ARN viral para el diagndstico de la
infeccion por SARS-CoV-2 en muestras positivas, considerando diferentes
periodos de tiempo (0, 5, 10 y 15 dias) y expuestas a temperatura ambiente.
Objetivos especificos
1. Evaluar la eficacia de la extraccién manual en muestras positivas expuestas
a temperatura ambiente durante 0, 5, 10 y 15 dias.
2. Evaluar la eficacia de la extraccién semiautomatizada para muestras positivas

expuestas a temperatura ambiente durante 0, 5, 10 y 15 dias.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Internacionales

Vasquez et al., (2021) investigaron técnicas y procedimientos para la deteccién
del SARS-CoV-2 mediante RT-PCR con el propésito de mejorar las estrategias de
diagnéstico molecular. Para ello, utilizaron dos métodos principales de extraccién
de ARN viral: la extraccién por columnas de silice (manual) y la aplicacién de
particulas magnéticas (automatizado). Ambos procedimientos demostraron una
sensibilidad y especificidad del 100%, siendo igualmente efectivos y confiables,
detectando al menos una copia del ARN viral por microlitro. Asi, establecieron que
la extraccibn manual y la extraccion automatizada son apropiadas para el
diagnostico del virus, respaldando su uso en el diagndstico molecular de la
infeccion.

Pan et al., (2020) examinaron los efectos de la inactivaciéon térmica del ARN viral
en resultados cuantitativos de la RT-PCR del SARS-CoV-2, en relacidon con falsos
negativos en muestras con carga viral baja. Determinaron que aproximadamente
la mitad de las muestras positivas que analizaron con Ct bajo (7 de 15 muestras,
46,7%) tuvieron resultados negativos después de someterse a inactivaciéon
térmica. Por otro lado, utilizaron una técnica de lisis basada en guanidinio para la
conservacion de muestras, resultando cantidades menores de falsos negativos (2
de 15 muestras, 13,3%) y un aumento significativamente menor en los valores de
Ct en comparacién con la inactivaciéon térmica. Asi, afirmaron que la inactivacion
térmica afecta negativamente la eficiencia de la prueba de RT-PCR para la
deteccion del SARS-CoV-2.

Kucirka et al., (2020) plantearon como objetivo estimar la tasa de falsos negativos
segun los dias transcurridos desde la infeccion. Para ello, analizaron 7 estudios

sobre el rendimiento de la RT-PCR desde el inicio de los sintomas al SARS-CoV-



2, utilizando muestras del tracto respiratorio superior (n= 1330). Asi, reportaron
que la probabilidad de obtener un resultado falso negativo en una persona
infectada disminuyé al 100 % para el dia 1 y hasta el 67 % para el dia 4 antes de
la presencia de los sintomas. En el dia inicial de los sintomas, la tasa de falsos
negativos fue de 38 %, y luego disminuyd al 20 % en el dia 8. Sin embargo, a partir
del dia 9, la tasa de falsos negativos comenzé a aumentar nuevamente,
alcanzando un 66 % el dia 21. Finalmente, recomendaron una adecuada
interpretacion de los resultados de RT-PCR en etapas tempranas de la infeccién,
considerando el contexto clinico y epidemioldgico.

Ulloa et al., (2020) realizaron un estudio comparativo entre dos métodos de
extraccion de ARN viral: el método automatizado NucliSENS easyMag®
(BioMérieux) y el método manual de precipitacion con PEG/NaCl, donde
analizaron 94 muestras positivas con un rango de valores de Ctde 12,79 a 39,12,
y 10 muestras negativas de hisopado nasofaringeo. El método manual demostro
una sensibilidad y especificidad del 100% en la deteccién del ARN viral del SARS-
CoV-2. Ademas, encontraron diferencias significativas en los valores de Ct entre
el método PEG/NaCl y el easyMAG® para los genes Orflab y N (prueba de
Wilcoxon, P < 0,0001), determinando que el método manual puede ser eficiente
en ciertos casos. En conclusién, demostraron que el método de extraccion
PEG/NaCl tiene una alta sensibilidad y especificidad para la deteccion del ARN
viral del SARS-CoV-2 en las muestras analizadas.

Montalvo et al., (2023) evaluaron dos medios de transporte viral: medio de
transporte universal (BTU) y el medio de transporte de acidos nucleicos (TAN),
para el diagnéstico mediante RT-PCR del SARS-CoV-2. Los medios fueron
analizados utilizando muestras de exudado nasofaringeo (ENF) recolectadas y
comparadas con un medio de referencia viral (BTV). Los resultados revelaron una
concordancia en las muestras recolectadas en el medio TAN, mientras que el
medio BTU mostraron una relacion moderada. La estabilidad de los especimenes
fue del 100 % a las 48 horas para ambos medios, reduciendo a 85,71 % para el
medio BTU a las 72 horas. En el caso del medio TAN, la estabilidad lo conservaron
hasta las 168 horas (100 %). No observaron discrepancias significativas en los
valores de Ct (umbral de ciclo) entre los medios evaluados y el medio de referencia
BTV. Determinaron que ambos medios de transporte son adecuados para la
detecciéon del SARS-CoV-2 por RT-PCR, siendo comparables con el medio de
BTV.



Chu et al., (2020) Desarrollaron dos ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real
de un solo paso para detectar dos regiones distintas (ORF1b y N) del genoma del
nuevo coronavirus 2019-nCoV, con disefio de cebadores y sondas especificos
para este virus y sus variantes cercanas, como el coronavirus del SARS. La
evaluacion de los ensayos con controles positivos y negativos, asi como con
muestras respiratorias de pacientes infectados, mostré un rango dinamico amplio
y limites de deteccion por debajo de las 10 copias por reaccién. Todos los controles
negativos resultaron negativos, mientras que las muestras de pacientes con 2019-
nCoV fueron positivas. Los ensayos desarrollados permiten la rapida deteccion
del 2019-nCoV en muestras humanas, facilitando la identificacién temprana de
pacientes.

Goldschmidt (2020) Estudio los desafios que pueden generar resultados falsos
durante la deteccion del genoma del SARS-CoV-2 mediante RT-PCR. Los falsos
negativos pueden estar relacionados con la toma de muestra, el almacenamiento
y la descongelacion de las muestras, asi como la inactivacion térmica de la
virulencia. Los caracteres retardados de controles internos pueden invalidar la
negatividad, y muestras con poco material biolégico pueden conducir a falsos
negativos. Establecié un umbral minimo de células epiteliales que puedan ayudar
a reducir estos errores. Aunque la totalidad de los kits detectan ADN humano, no
estan graduados para medir la carga celular. La presencia de acidos ribonucleicos
nucleares (ARN) virales en superficies como guantes y tubos puede resultar en
falsos positivos. Se sugiere controlar la contaminacion en series de 100 muestras.
2.1.2. Nacionales

Torres (2021) realiz6 la optimizacion del control de calidad interno de RT-PCR la
deteccion de SARSCoV-2 utilizando valores de Ct en tres tipos de controles:
control negativo de alicuotado, control negativo de extraccion y control positivo.
Los resultados mostraron desviaciones estandar de 1,37; 1,98 y 0,94 para los tres
tipos de controles. Ademas, los indices de capacidad real de proceso (Cpk) fueron
de 1,55; 1,35y 4,26, demostrando la aceptacion del lote de valores de Cty un Cpk
mayor a 1,33 para los controles del estudio. Como resultado, destaco que la
optimizacién del control interno de calidad se asocié con una mayor confiabilidad
en los resultados de los pacientes y una reduccion en los falsos positivos y falsos
negativos.

Quiroz et al., (2022) realizaron una correlacion entre el valor de Ct y la clasificacion

clinica de la COVID-19 mediante la RT-PCR orientado al gen N, donde incluyeron



un total de 718 casos, de los cuales el 77,7 % (558) fueron clasificados como
casos leves, el 21,3 % (153) como casos moderados y el 1 % (7) como casos
graves. Los valores de Ct se dividieron en tres niveles: Ct alto (> 30,10), Ct medio
(> 18,83 - 30,10) y Ct bajo (= 18,83). Asi, reportaron una correlacion significativa
pero débil entre el valor de Cty la clasificacion clinica (p = 0,002; rho de Spearman
=-0,117). Ciertas caracteristicas, como el sexo, la edad < a 65 anos, la presencia
de fiebre, escalofrios, diarrea, anosmia y sobrepeso-obesidad, existieron
asociacion al valor de Ct. Es decir, que al menor valor de Ct se estima una mayor
gravedad de la COVID-19; sin embargo, debido a la correlacion débil, su utilidad
como predictor de gravedad es limitada. En conclusién, otros factores clinicos y
epidemiolégicos afectan la evaluacion completa y precisa del estado clinico de los
pacientes con COVID-19.

Judrez & David, (2021) realizaron un estudio para evaluar la carga viral del SARS-
CoV-2 en pacientes confirmados por RT-PCR en dos distritos de la Region San
Martin: Juanjui y Tocache, durante los meses de mayo a setiembre del 2020. Para
ello, analizaron la asociacion de los valores de Ct obtenidos por RT-PCR,
buscando identificar diferencias significativas entre ambas poblaciones, asi como
las frecuencias segun grupo etario y sexo. En total, incluyeron 195 casos
confirmados, 133 pertenecientes a Juanjui y 62 a Tocache. Encontraron
diferencias significativas en los valores de Ct entre ambos distritos, con un
promedio de Ct mas bajo en Juanjui (23,52) en comparacion con Tocache (27,85).
Ademas, observaron que el sexo femenino fue mas afectado en las dos
poblaciones y el grupo etario de 31 - 50 afios tuvieron la mayor cantidad de casos
confirmados. Para ello, realizaron un analisis estadistico mostrando que todas las
diferencias en los valores de Ct fueron significativas (p<0,05). Sin embargo, la
correlacion entre la carga viral y la clasificacion clinica fue débil, limitando el valor
predictivo del valor de Ct para la gravedad de la enfermedad. Asi, destacaron la
importancia de considerar otros factores clinicos y epidemiolégicos en la
evaluacion del estado clinico de los pacientes con COVID-19.

Pampa & Quispe, (2022) investigaron el comportamiento de la epidemia de SARS-
CoV-2 en la poblacién de médicos en la Region La Libertad, teniendo en cuenta
la relacién de los valores de Ct obtenidos en pruebas RT-PCR. Evaluaron una
poblacion de 108 médicos diagnosticados con COVID-19 mediante pruebas RT-
PCR, de un total de 366 médicos afectados en la region. Por otro lado, identificaron

las comorbilidades frecuentes entre los médicos afectados, destacando la



obesidad, enfermedad cardiovascular y asma. Algunos médicos recibieron
oxigeno suplementario y ventilacion mecanica. Sus principales sintomas
observados fueron tos y dolor de garganta, y un porcentaje presentaron un cuadro
clinico severo. Sin embargo, entre los casos de médicos fallecidos, ninguno
mostré un valor de Ct alto. En ese sentido, analizaron una relaciéon entre los
valores de Cty el comportamiento de la infeccidn en estos médicos, determinando
que los valores de Ct en pruebas RT-PCR tienen implicaciones en el
comportamiento de la infeccién por SARS-CoV-2 en médicos de la region La
Libertad, teniendo en cuenta las diferencias de la presentacién clinica y la
gravedad de la enfermedad entre los médicos con distintos valores de Ct.
Mifano, (2022) realiz6 un estudio mediante la técnica de RT-PCR por el método
semiautomatizado de perlas magnéticas para detectar la infeccion de COVID-19.
Para ello, empleé muestras de hisopados nasofaringeas y orofaringeo,
preservandolas en tubos de medio viral (MTV), luego extrajo y purifico el material
viral utilizando el método de perlas magnéticas con un equipo de extraccion
Opentrons. Posteriormente, para la deteccion del genoma del virus, empled un kit
de amplificacion con alta sensibilidad y especificidad, garantizando resultados
confiables. Realizé el diagndéstico en 4 a 6 horas y establecié procedimientos
estandarizados para asegurar la trazabilidad en todas las etapas del proceso,
aquello contribuyé a obtener resultados validos y reducir posibles errores o
contaminantes. Concluy6é que la RT-PCR por el método semiautomatizado de
Perlas Magnéticas demostro ser una técnica confiable y eficiente para detectar la
infecciéon por COVID-19.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Taxonomia del SARS-CoV-2

Superreino : Riboviria

Orden : Nidovirales

Suborden : Cornidovirineae

Familia : Coronaviridae

Subfamilia : Orthocoronavirinae

Género : Betacoronavirus

Subgénero : Sarbercovirus

Especie : Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus SARS-

CoV, SARS-CoV-2.
Fuente: Gorbalenya et al., 2020)



El Comité Internacional de Taxonomia de Virus establecio el Superreino Riboviria,

donde agrupan a los coronavirus cuyo genoma son de ARN de cadena sencilla y

de polaridad positiva; es decir, secuencias de bases similares al ARN mensajero.

Estos virus utilizan una enzima existente llamada ARN polimerasa dependiente de

ARN (RdRp), que es capaz de utilizar el ARN viral como molde para sintetizar

nuevas cadenas de ARN complementarias. Ello permite que el virus produzca

copias de su genoma de ARN vy sintetice ARN mensajero (ARNm) para la

produccién de proteinas virales. El orden Nidovirales pertenece a este Superreino,

englobando 7 Subdrdenes, entre ellos el suborden: Cornidovirineae con una sola

familia: Coronaviridae, y la subfamilia: Orthocoronavirinae, dicha familia se divide

genotipicamente y serolégicamente en 4 géneros: deltacoronavirus,

gammacoronavirus (infectan aves), alfacoronavirus, y betacoronavirus (infectan

mamiferos), la ultima albergando al agente causante de la COVID-19 (Santos &

Salas, 2020).

2.2.2. Estructura y morfologia viral

El viribn se caracteriza por presentar un diametro de 60 a 140 nm, de forma

esférica con picos de aproximadamente de 9 a 12 nm en su membrana, lo cual

confiere la caracteristica principal de una corona solar. Esta conformado por

cuatro estructuras proteicas principales: la glicoproteina espiga (S), la

glicoproteina membrana (M), la proteina envoltura no glicosilada (E) y la

nucleocapside (N). Ademas, presenta proteinas accesorias como la proteina

hemaglutinina esterasa (HE), proteina 3, proteina 7a, entre otras (Vargas et al.,

2020).

Estas proteinas estructurales presentan diferentes funciones principales.

1. La glicoproteina espicula (S) tiene forma de espicula que favorece la union y
entrada del virion a la célula huésped receptora.

2. La glicoproteina membrana (M) mantiene la curvatura de la membrana del
virién y el ensamblaje con la nucleocapside.

3. La proteina envoltura (E) realiza la funcion fundamental en el ensamblaje y la
descarga del virion.

4. La proteina nucleocapside (N) conforma parte de la nucleocapside helicoidal al
unificar el material genético viral.

5. La proteina accesoria (HE) se estima en algunos Betacoronavirus y su actividad

de esterasa facilita la entrada del virus en la célula huésped (Pastrian, 2020).
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Figura 1. Estructura del virion
Fuente: Ruiz & Jiménez, 2020.

2.2.3. Estructura genética

El genoma del SAR-CoV-2 presenta un ARN monocatenario de polaridad positiva

(+ssARN) de aproximadamente 30,000 pares de bases, asemejandose

estructuralmente al ARN de una célula eucariota. Contiene una cola poliadenilada

(poli-A) en el extremo 3’ y un capuchén metilado (cap) en el extremo 5’. Los ORF

son idénticos a otros coronavirus y varios genes adicionales (Ezpeleta & Azorin,
2020).

El genoma del SARS-CoV-2 esta organizado de la siguiente manera:

Dos tercios del ARN viral, ubicados en el extremo 5', codifican para dos marcos
abiertos de lectura (ORF1a y ORF1b). Estos ORF son traducidos en dos
poliproteinas de gran tamano llamadas pp1ay pp1ab.

Las poliproteinas pp1ay pp1ab son procesadas proteoliticamente para generar
16 proteinas no estructurales (nsps). Estas proteinas no estructurales
desempenan un papel crucial en la replicacién del genoma viral del SARS-CoV-
2 como tambien en la transcripcién del RNAm subgendmicos (sgRNAs).

El ultimo tercio del genoma viral, mas cercano al extremo 3', codifica los genes
de las cuatro proteinas estructurales principales: glicoproteina S (spike),
glicoproteina M (membrana), proteina E (envoltura) y proteina N
(nucleocapside). También codifica los genes de las proteinas accesorias, como

la proteina HE, 3 y 7a, entre otras (Lam et al., 2021).

Proteinas no estructurales Proteinas estructurales
ORFla ORF1b ? PHE
5 - S O I S - 3oy ()
PLpro [ | RdRp [Hell ® o
3CLpro M N
30Kb (aprox.)

Figura 2. Genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva del SARS-CoV-2.
Fuente: (Pastrian, 2020).



2.2.4. Ciclo infeccioso del SARS-CoV-2

Inicia con la identificacién del viribn a un receptor en la superficie de la célula
huésped, denominado enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2). En este
proceso, la glicoproteina espiga (S) presente en la superficie del virus es
responsable de su identificacion. Una vez formado el complejo resultante de la
unién de la glicoproteina espiga y el receptor ECA2, se desencadena un proceso
proteolitico conducido por la proteasa transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), esta es
responsable de la division de glicoproteina espiga. La subunidad S1 contiene un
dominio de union (RBD), encargada de la interaccion con el receptor ACE2 de la
célula hospedera, y la subunidad S2 contiene el péptido para la fusion a la
membrana celular. Este paso es importante para la entrada a la célula mediante
la formacién de una endosoma, especificamente a los nheumocitos y enterocitos.
(Dabanch, 2021).

Posteriormente, el ARN viral es liberado en el citoplasma de la célula hospedera,
para iniciar la traduccion en el ribosoma de las poliproteinas 1a y 1ab, y estas son
procesadas proteoliticamente para formar las proteinas no estructurales que
participan en la replicacion del genoma viral y en la transcripcion de los ARNs
subgendmicos; a medida que se forman las glicoproteinas de envoltura, estas se
implantan en el reticulo endoplasmatico rugoso o en el sistema membranoso del
aparato de Golgi. Al mismo tiempo, el ARNm y las proteinas de nucleocapside se
ensamblan para dar lugar a la formacion de viriones. Los viriones se localizan en
el espacio intermedio entre el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico y luego
son transportados a través de vesiculas hacia la membrana plasmatica.
Finalmente, se fusionan con la membrana celular, resultando en la liberacién de
viriones completamente constituidos, listos para iniciar un nuevo clico de infecciéon

en otras células hospederas (Oliva, 2020).
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Figura 3. Entrada de SARS-CoV-2 a la célula del hospedero.
Fuente: Pefia et al., 2020.
2.2.5. Estructura de la proteina S

En la membrana basal, se encuentra la glicoproteina S de tipo | homo-trimérica,
organizada en tres dominios: dominio extracelular (EC), dominio anclaje
transmembranal y un dominio tipo cola intracelular (Serrano, 2020). El dominio EC
se compone de dos subdominios primordiales para el proceso de unién al receptor
celular (S1) y ensamblaje de la membrana (S2). El subdominio S1 muestra dos
dominios autonomos: un dominio N-terminal (S1-NTD) y un dominio de union al
receptor (RBD), que cumple un papel clave en los métodos de uniéon y
reconocimiento. Durante el proceso de ensamblaje hospedador-virus, la proteina
S se fracciona en el limite de los subdominios S1/S2 por las proteasas de la célula
huésped, desprendiendo un péptido de fusion, el cual es indispensable para la
entrada del virus (Pefa et al., 2020).

2.2.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa con transcriptasa reversa (RT-

PCR)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
(RT-PCR) es un procedimiento molecular que permite amplificar e identificar

segmentos del material genético de agentes patégenos (ADN y ARN) de manera

11



eficiente, altamente sensible y especifica. Esta técnica es una variante de la PCR
convencional, empleando un paso inicial en el cual un fragmento de ARN es
convertido en ADN complementario (ADNc) mediante la accion de la enzima
transcriptasa reversa, para ser amplificado siguiendo los pasos de una PCR
convencional (Dorado, 2020).

Por otro lado, al desarrollar una RT-PCR en tiempo real, permite seguir el proceso
de amplificacion del ADN mientras este va realizando la reaccion. Cada vez que
los fragmentos de ADN producen una nueva copia (amplificacién), se emite una
sefnal de fluorescencia gracias a las sondas fluorescentes especificas que emplea
la técnica. La sefial es identificada por un equipo llamado termociclador y este la
traduce en un grafico generando una “curva de amplificacion”, la cual es indicativo
que el fragmento de ADN inicial ha sido multiplicado varias veces durante todo el
proceso. La prueba molecular permite detectar diferentes tipos de marcadores
moleculares claves presentes en el virus, entre ellos estan el gen E, N, RdRp y
ORF, validados a nivel global por la OMS (Carranza et al., 2020).

a) Transcriptasa reversa

En la técnica de RT-PCR, la enzima transcriptasa reversa cumple un papel
fundamental al convertir el ARN viral en ADN complementario (ADNc) antes de la
amplificacion mediante la PCR en tiempo real. Esta enzima tiene la capacidad de
sintetizar una cadena de ADN a partir de una molécula de ARN molde, utilizando
un cebador especifico y nucledtidos dNTPs (Sandoval et al., 2023).

b) Desnaturalizacién

El primer paso en la PCR es la desnaturalizaciéon del ADNc, donde las hebras se
separan a una temperatura de mas de 90°C debido a la ruptura de los enlaces
puentes de hidrogeno. Esto permite que cada hebra actue como plantilla para la
generacién de nuevas hebras complementarias durante los ciclos. Es un paso
clave para obtener el ADN en forma de cadena unica y listo para la amplificacion
(Carranza et al., 2020).

c) Hibridacién

Es un paso fundamental, que consiste en el emparejamiento y alineacién de
cebadores y sondas especificos a cada una de las hebras especificas del genoma.
Un cebador es un fragmento corto de ADN sintético que se emplea como material
de partida para la copia del ADN molde y cuenta con una secuencia determinada
de primers (18-24 nucledtidos), que permite unirse a una posicion especifica del

ADN y esto ocurrird a una temperatura entre 40°C y 60°C (Rodriguez et al., 2021)
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d) Extension

Es la etapa final del proceso de amplificacién, la enzima ADN polimerasa, se
encarga de sintetizar la nueva hebra complementaria, utiliza el ADN molde como
plantilla y el cebador como punto de inicio. Durante este proceso, se utilizan
sondas marcados con fluoréforos, dichas sondas son secuencias de ADN cortas
que contienen un fluoréforo y un quencher (apagador) en sus extremos. Cuando
la ADN polimerasa incorpora nucleétidos en direccion del extremo 5’ a 3’, con una
temperatura éptima de 72°C, se libera el fluoréforo de la sonda. En la ausencia de
un quencher cercano, el fluoréforo emite fluorescencia detectable. Posteriormente,
el producto de la amplificacion, que es una nueva doble cadena de ADN, puede
someterse a un nuevo ciclo de amplificacién, comenzando nuevamente con el
primer paso de desnaturalizacién (Tamay de Dios et al., 2013).

2.2.7. El valor del Umbral de ciclos (Ct)

El cycle threshold o umbral de ciclos (Ct), permite cuantificar los ciclos de
amplificacion necesarios para identificar el punto de encuentro entre la curva de
amplificacién y la linea del umbral, indicando la presencia del virus en las muestras
del tracto respiratorio mediante la RT-PCR, que proporciona informacién sobre la
cantidad relativa. El valor de Ct es inversamente proporcional a la carga viral
presente en las muestras. Es decir, un Ct bajo indica que el virus esta presente en
alta concentracién, mientras un Ct alto indica una menor carga viral. La
cuantificacion del Ct es importante para la interpretacion de los resultados en el
diagndstico y seguimiento de la infeccion, permitiendo evaluar la progresion de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento en pacientes infectados. Ademas, es
relevante para la vigilancia epidemioldgica y la toma de decisiones en la salud
publica (Garcia et al., 2020).

2.2.8. Técnicas de extraccion de ARN viral para deteccién del SARS-CoV-2

a) Método de purificacion por columnas de silice (manual)

La técnica de extraccion de acidos nucleicos mediante el empleo de columnas de
silice es ampliamente utilizada para obtener ARN viral de diversas muestras. Esta
técnica se basa en la alta afinidad de las columnas de silice hacia los acidos
nucleicos, gracias a las condiciones idnicas adecuadas que se encuentran en los
principales kits de extraccion comercial de ARN. Los acidos nucleicos (ADN y
ARN) se unen a la fase sélida de silice, mientras que los restos del material celular
y viral lisado se eliminan mediante la centrifugacion previa a la purificacién. Por

otro lado, durante el proceso, se utilizan buffers de lavado para limpiar los acidos
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nucleicos retenidos en la columna. Una vez que el material genético esta libre de
impurezas, se recupera en un microtubo estéril mediante el uso de un buffer de
elucién. Es importante destacar que esta extraccion permite obtener acidos
nucleicos de alta pureza en comparaciéon con otros métodos de aislamiento de
ADN o ARN. Sin embargo, también es sustancial mencionar que el rendimiento
obtenido mediante el método de columnas de silice no suele ser muy alto, lo que
puede ser un inconveniente para la sensibilidad de deteccién de un segmento
especifico de ADN o ARN mediante una PCR convencional o sus variantes (Cao
et al., 2019).

b) Método de purificacion por perlas magnéticas (semiautomatizado)

El método semiautomatizado se basa en la extraccion y purificacion de acidos
nucleicos mediante el uso de perlas magnéticas. Se emplea generalmente para el
procesamiento de muestras a gran escala, utilizando un equipo que desarrolla
todos los pasos en el procedimiento de extraccion (Leon, 2021). Las perlas
magneéticas usadas en este tipo de técnica interactuan con los acidos nucleicos
gracias a la accion de un campo magnético (6xido de hierro), y como resultado de
dicha interaccién, el material genético queda retenido por las perlas magnéticas y
el resto celular, como carbohidratos, proteinas y lipidos, son removidos de la
solucién. Al igual que el método que emplea columnas de silice, la técnica
mediante perlas magnéticas emplea buffers de lavado que permiten limpiar al
material genético retenido con las perlas para, finalmente, desactivar el campo
magnético y los acidos nucleicos puedan ser liberados en el buffer de elucion. Este
tipo de técnica de extraccion permite la obtencidn de un volumen alto de
procesamiento de muestras, ya que el personal capacitado se encarga
principalmente de colocar correctamente la muestra en la solucion de lisis y el
equipo semiautomatizado se encarga de subsiguientes pasos en el proceso de
extracciéon. Las perlas magnéticas presentan un tamafo aproximadamente es
entre 0,5y 10 um, sintetizadas a partir de biopolimeros, vidrio poroso o materiales
magneéticos inorganicos como el oxido de hierro. Son adecuadas por su afinidad
con las moléculas de acidos nucleicos. Las perlas magnéticas utilizadas en el kit
de extraccion estan especialmente revestidas, teniendo una fuerte afinidad por el
acido nucleico de la muestra en determinadas condiciones. Cuando las
condiciones cambian, las perlas magnéticas liberan el acido nucleico adsorbido
(Ali et al., 2017).
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Figura 4. Extraccion de acidos nucleicos por el método de extraccion por columnas de

silice y perlas magnéticas.
Fuente: Goldschmidt, 2020.
2.2.9. Obtencién, transporte y conservacién de muestras para RT-PCR

a) Obtencion de muestras

¢ Hisopado nasofaringeo

El proceso de toma de muestra para detectar el virus implica una serie de pasos
cuidadosos. Primero, se inclina suavemente la cabeza del paciente para facilitar
el acceso a las fosas nasales. Luego, se introduce un hisopo seco en una de las
fosas nasales y se guia hacia atras, llegando a la nasofaringe. Se detiene alli por
unos segundos para asegurar una adecuada recoleccidén del material. Después,
se retira el hisopo con movimientos rotatorios, ejerciendo una leve presion contra
el tabique nasal para maximizar la recogida de muestras. Este proceso se repite
en la otra fosa nasal utilizando el mismo hisopo. Una vez que se han tomado las
muestras de ambas narinas, el hisopo se introduce en un tubo que contiene un
medio de transporte viral, generalmente 2 - 3 ml. Luego, se rompe el extremo del
hisopo y se cierra herméticamente el tubo para evitar la contaminacion.
Finalmente, es importante rotular correctamente las muestras para asegurar su
correcta identificacion y posterior procesamiento en el laboratorio. Siguiendo estos
pasos meticulosamente, se garantiza una recoleccién precisa y adecuada de las
muestras para el analisis del virus (Morales et al., 2020).

e Hisopado orofaringeo

El procedimiento para tomar una muestra de la faringe posterior consta de varios

pasos. En primer lugar, se le pide al paciente que abra la boca y baje la lengua
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emitiendo la letra "a" para mantener la faringe cerrada. Luego, se utiliza un hisopo
para obtener la muestra de la faringe posterior, impidiendo el contacto con las
amigdalas. Posteriormente, el hisopo con la muestra se introduce cuidadosamente
en el medio de transporte adecuado, asegurandose de mantener la parte con la
muestra dentro del tubo. Por ultimo, se corta y descarta la parte restante del hisopo
de manera adecuada para evitar contaminacion. Este procedimiento garantiza una
toma de muestra precisa y segura, adecuada para el analisis en la deteccion del
SARS-CoV-2 u otras infecciones respiratorias (Pavez et al., 2019).

b) Transporte de muestras

El transporte de las muestras biolégicas se realiza en un triple envase refrigerado,
que incluye un contenedor principal con tapa de rosca, un contenedor secundario
hermético, a prueba de derramamientos con sefal de riesgo bioldégico y un
contenedor terciario como una caja de Tecnopor o0 una hielera con bolsas
congelantes. Es importante descontaminar los envases con hipoclorito de sodio al
1% y que el contenedor terciario presente el simbolo de bioseguridad, sila muestra
no puede ser trasladada en el tiempo previsto, se debe congelar a -70 °C para
preservar la integridad del material biologico. El transporte se realiza hasta el
posterior analisis en el laboratorio dentro de las 24 horas. La muestra debe ser
enviada al laboratorio en un tiempo inferior a 2 horas en un medio de transporte
que pueda conservar la muestra a temperatura 2 - 8°C (INS, 2019).

c) Almacenamiento y estabilidad de los medios de transporte viral

El medio de transporte viral (MTV) se compone de soluciones que incluyen sales,
proteinas, antibioticos y/o agentes antifungicos. Estos componentes tienen un
beneficio fundamental: aseguran la estabilidad y la esterilidad de las muestras
recolectadas hasta la fecha de vencimiento que esta impresa en cada envase.
Este proceso garantiza la integridad y la calidad 6ptima de las muestras obtenidas,
lo que, a su vez, refuerza la confiabilidad de los resultados en el diagndstico tanto
del SARS-CoV-2 como de otras posibles infecciones respiratorias (INSN-SB,
2020).

2.3. Marco legal ético

El Laboratorio de Biologia Molecular de Referencia Regional Huancavelica, en la
etapa pre - analitica, se procede a la codificacidon secuencial de las fichas
epidemiolégicas y muestras de los pacientes de acuerdo al orden de llegada. Todo
el procesamiento de la informaciéon de las muestras positivas de la Viroteca se

llevé a cabo exclusivamente con el cédigo interno asignado por el tesista, asi
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manteniendo el anonimato y la confidencialidad de los datos. Esta medida fue
necesaria debido a que se manejan datos sensibles protegidos por ley. El plan de
tesis fue evaluado y autorizado por el comité de investigacion de la DIRESA -
HUANCAVELICA (Anexo 1), asegurando la proteccion y privacidad de los datos
de acuerdo con la legislacion peruana (Ley 25). Se garantiza que no se divulgaran
datos sensibles y que la informacion obtenida se trabajé con riguroso cuidado

ético.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Zona de estudio
La presente investigacion fue realizada en el Area de Biologia Molecular del
Laboratorio de Referencia de Salud Publica - Huancavelica, durante los meses de
julio - agosto del 2022.

3.1.1. Ubicacion politica

Pais : Peru

Region : Huancavelica
Provincia  : Huancavelica
Distrito : Santa Ana

3.1.2. Ubicacion geografica

Las instalaciones del Area de Biologia Molecular del Laboratorio de Referencia de
Salud Publica se encuentran localizadas en las coordenadas: -12° 78,76"S vy
74°96' 65"0, a una elevacion de 3,660 m.s.n.m.

3.2. Poblacién de estudio

La poblacion de estudio estuvo conformada por muestras positivas a SARS-CoV-
2, de hisopado nasofaringeo y orofaringeo confirmadas previamente por RT-PCR
en tiempo real. Estas muestras fueron conservadas a -30° C en la Viroteca del
Area de Biologia Molecular del Laboratorio Referencial de Huancavelica.

3.3. Muestra

Estuvo compuesta por 30 muestras positivas a SARS-CoV-2 de hisopado
nasofaringeo y orofaringeo, procedentes de las siete provincias de Huancavelica
durante los meses marzo - abril del 2022.

3.3.1. Criterios de inclusién

Muestras de hisopados que dieron resultado positivo a la prueba de diagnédstico
de COVID-19.
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3.3.2. Criterios de exclusion

e Muestras de hisopados que dieron resultado negativo a la prueba de
diagnéstico de COVID-19.

e Muestras cuyas codificaciones internas no garantizaron la privacidad y
confiabilidad de los pacientes.

3.4. Sistema de muestreo

Muestreo no probabilistico — por conveniencia, ya que las muestras positivas a

SARS-CoV-2 fueron seleccionadas de acuerdo a la disponibilidad en el momento

de la investigacion debido a las restricciones de tiempo y recursos, agrupandolos

en 3 grupos (CT, alto, medio y bajo). (Gonzalez, 2020).

3.5. Metodologia y recoleccién de datos

3.5.1. Métodos y procedimiento

La investigacion siguio el protocolo de la Resolucion Ministerial N°004-2021-J-

OPE/INS, especificamente el Documento técnico que detalla la DIRECTIVA QUE

ESTABLECE DISPOSICIONES PARA LA CONSTATACION Y VERIFICACION DE

LOS LABORATORIOS PUBLICOS Y PRIVADOS PARA REALIZAR LA

DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS SARS-CoV-2.

La ejecucion del trabajo conté con la autorizacién del Comité de Etica Institucional

DIRESA-HUANCAVELICA (Anexo 1).

3.5.2. Seleccion de muestras

e Se seleccionaron aleatoriamente 30 muestras positivas a SARS-CoV2,
previamente alicuotas de 1,8 mly preservadas a - 30°C (Anexo 2).

e Las muestras positivas se agruparon en tres grupos: Ct alto (>30,10) Ct medio
(18,83 - 30,10) y Ct bajo (<18,83) (Anexo 12)

e Se utilizé dos controles blanco de extraccion tanto para el método manual y el
semiautomatizado.

3.5.3. Preparacion de Buffer para la extraccion manual

e Se utilizé alcohol absoluto.

e Se afiadieron 13 ml de alcohol absoluto al Buffer A (6,5 ml).

e Se afiadieron 38 ml de alcohol absoluto al Buffer B (18 ml) (Anexo 14).

3.5.4. Extracciéon del ARN manual Marca kit MOLE BIOSCIENCE

o Se realizdé la limpieza y desinfecciéon de las superficies de la cabina de
extraccién con alcohol etilico de 70%.

e Se anadié 200 ul de buffer lisis en los tubos Eppendorfs junto con 200 ul de

muestra positiva.
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Se homogenizo con agitador de tubos por 15 segundos y luego se centrifugé a
2000 rpm por 30 segundos.

Se incubo durante 5 minutos.

Se traspasoé el volumen total de 400 ul a la columna de extraccion, la cual se
centrifugd a 12,000 rpm por 30 segundos.

El exceso se elimind invirtiendo el tubo colector sobre una hoja limpia de papel
absorbente.

Primer lavado: se anadié 500 ul de buffer de lavado A sobre la columna de
extraccién y se centrifugd a 12,000 rpm por 30 segundos.

El exceso de etanol se eliminé mediante la inversion del tubo colector sobre
una hoja limpia de papel absorbente.

Se descart6 y reutilizo los tubos de colectores.

Segundo lavado: se anadio 450 ul de buffer de lavado B sobre la columna de
extraccién y se centrifugd a 12,000 rpm por 30 segundos.

El exceso de etanol se elimind invirtiendo el tubo colector sobre una hoja limpia
de papel absorbente.

Se descartd y se reutilizé los tubos colectores.

Tercer lavado: se repitio el paso del segundo lavado.

Se traspaso la columna de extracciéon a un tubo Eppendorfs de 1.5 ml, afadio
60 ul de Buffer de Elusion en el centro de la columna.

Se incubd por 1 minuto a temperatura ambiente, luego se centrifugé a 12,000
por 2 minutos.

El genoma viral extraido se conservé de 2 - 8°C (Anexo 14).

3.5.5. Extraccion del ARN semiautomatizado kit LIFOTRONIC

Se realizé la limpieza y desinfeccién de las superficies de la cabina de
extraccion con alcohol etilico de 70%.

Se dispuso 2 placas de 96 pozos, cada uno con procesamiento de 16 muestras.
Se dispuso 2 protectores para los separadores magnéticos.

Se etiquetaron 2 placas de 16 pocillos de la siguiente manera: Placa 1 (15
muestras positivas + 1 control blanco) y Placa 2 (15 muestras positivas + 1
control blanco).

Se retiro el papel aluminio adherente que cubre la placa.

Se anadi6 200 yl de muestra en orden A1 a H1 y de A7 a H7.

Se colocé un set de peines de punta Lifotronic en una microplaca.
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e Se llevaron las dos placas al equipo extractor semiautomatizado de acidos
nucleicos durante 23 minutos (Anexo 15).

3.5.6. Amplificacion mediante de la RT-PCR en tiempo real, kit LIFOTRONIC

e Se realizdé la limpieza y desinfeccion de las superficies de la cabina de
extraccion con alcohol etilico de 70%.

e Las muestras se mantuvieron sobre hielo y se taparon para evitar la exposicion
directa a la luz.

e Todos los reactivos para la PCR fueron descongelados y homogenizados.

e Se calcularon las cantidades para el Master Mix considerando 30 muestras, 4
controles de extraccién (manual y semiautomatizado) y 3 controles de
amplificacion (C.P, C.N y NTC) (Anexo 13).

e Se rotul6 un vial de 1,5 ml para preparar la mezcla reaccién y se afnadié las
cantidades previamente calculadas y homogenizar suavemente en un spin.

e Se taparon los tubos y trasladados al area de siembra protegidos de laluz y en
cadena de frio.

o Se repartié 20 ul de la mezcla de reaccién (Master Mix y solucion de reaccién).

o Se mezcldé suavemente el ARN extraido y se agregaron 20 pl a la placa de
extraccién (columna 6 y 12) a la placa strips de amplificacion.

e Se uso los pocillos para las muestras y controles de contaminacion.

e Se agrego 20 pl del control negativo (C.N).

e Se agreg6 20 ul del control positivo (C.P).

e Los tubos se centrifugaron para eliminar burbujas que puedan interferir con la
lectura de la fluorescencia y asegurar que la solucién quedara en el fondo de
los tubos.

¢ Se sello firmemente los strips y se cubri6 de la luz.

e Se transport6 los strips al area de amplificacion.

e Se coloco los strips con ARN al termociclador y se programé (Anexo 16).

o Se realizo la lectura del umbral exponencial de los Ct: canal fluorescente: FAM
para el gen ORF1ab, VIC para el gen N, CY5 para el gen de control interno.

3.6. Tipo de investigacion

Tipo comparativo, ya que la presente investigacion tiene como propésito comparar

dos métodos de extraccion de ARN viral para analizar y establecer las diferencias

entre los mismos. Para lograr una correcta comparacion, se describiran en detalle

las caracteristicas de cada método al inicio y final del estudio (Goodrick, 2014).
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3.7. Diseino de investigacion

Cuasi experimental, ya que las muestras no cumplieron una distribucién de forma
aleatoria entre las situaciones de tratamiento, y los grupos de comparacion se
crearon por medios estadisticos mediante un muestreo no probabilistico (por
conveniencia). Esto difiere del experimento controlado (clasico) en el cual el
tratamiento se distribuye de manera aleatoria entre los grupos de estudio (Ramos,
2021).

3.8. Anadlisis estadistico

Para el analisis de la informacién obtenida, se manejé el software estadistico
SPSS versién 27 y Microsoft Excel 2019, que facilité el procesamiento de los
resultados. Se empleé el test de normalidad de Kolmogoérov-Smirnov para evaluar
la normalidad de los datos conseguidos de la variable Ct. Posteriormente, se
realizaron pruebas de hipotesis para comparar medias, como U de Mann-Whitney
y Cajas y Bigotes, con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre

los valores de Ct de las dos extracciones de ARN viral.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Muestras positivas totales en diferentes periodos de tiempo: 0, 5, 10 y 15 por la Prueba de Kolmogérov-Smirnov. Laboratorio de Biologia

Molecular en la Regiéon Huancavelica, 2022

Dias (o] 5 10 15
Genes ORF1ab N ORF1ab N ORF1ab N ORF1ab N
N 60 60 60 59 57 58 54 57
Parametros Media 23,755 22,700 25,551 24,492 25,914 25,049 26,1617 25,3804
normales 2  Desv. Desviacién 6,4971 6,6677 6,9546 7,0156 6,9670 7,3321 6,4015  6,9206
Maximas Absoluta ,152 ,140 ,164 ,146 ,148 141 ,138 ,133
diferencias Positivo ,152 ,140 ,164 ,146 ,148 ,141 ,138 ,133
extremas Negativo -,077 -,065 -,084 - 111 -,083 -,091 -,076 -,090
Estadistico de prueba ,152 ,140 ,164 ,146 ,148 141 ,138 ,133
Sig. asin. (bilateral)° ,001 ,005 <,001 ,004 ,003 ,006 ,012 ,013
Sig. Monte Sig. ,002 ,006 <,001 ,004 ,003 ,005 ,011 ,013
Carlo Intervalo de Limite inferior ,001 ,004 ,000 ,002 ,002 ,003 ,008 ,010
(bilateral)d confianza al 99%  Limite superior ,003 ,008 ,001 ,005 ,005 ,007 ,014 ,015

Resultados de la prueba estadistica Kolmogérov-Smirnov, utilizada para analizar la distribucién normal de los valores de Ct. Los datos obtenidos no siguen una distribucién normal, los valores
son inferiores (p< 0,05), decidiendo emplear pruebas no paramétricas.

N: tamafio de muestras

Sig. asin. (bilateral) ¢: Nivel de significancia (p-valor)
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Tabla 2. Tendencia del promedio de Rango y suma de Rangos para los Genes ORF1ab y

Gen N. Laboratorio de Biologia Molecular de la Region Huancavelica, 2022.

Rangos
Dias 0 5 10 15
z Rango 5 de N Rango v ge z Rango v de z Rango 5 ge
X rangos X rangos X  rangos X  rangos
° 1 30 36,07 10820 30 34,17 10250 28 32,32 90500 26 30,65 797,00
% 2 30 2493 748,00 30 26,83 80500 29 2579 748,00 28 24,57 688,00
§| Total 60 60 57 54
1 30 3593 107800 29 34,16 99050 28 32,75 917,00 27 31,37 847,00
il 2 30 2507 752,00 30 2598 779,50 30 26,47 794,00 30 26,87 806,00
[0
O]

Total 60 59 58 57

a. Variable de agrupacion:

Método:

1: Manual

2: Semiautomatizado

N: tamafio de muestras

Promedio de rangos y sumas de rangos para los genes ORF1ab y N en distintos dias. Estos valores proporcionan
una vision general de las variaciones entre los métodos de extraccion en los intervalos de dias.
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Tabla 3. Analisis comparativo de métodos de extraccion: manual y semiautomatizado
mediante la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon por Dia y Gen. Laboratorio de

Biologia Molecular de la Region Huancavelica, 2022.

Estadisticos de prueba ?
Dias 0 5 10 15
Gen ORF1ab N ORF1ab N ORF1ab N ORF1ab N
U de Mann-Whitney =~ 283,00 287,000 340,00 314,500 313,000 429,000 282,00 341,00

W de Wilcoxon 748,00 752,00 805,00 779,500 748,000 794,000 688,00 806,000
z -2,469 -2,410 -1,626 -1,827 -1,485 -1,416 -1,420 -1,023
Sig. asin.(bilateral) ,014 ,016 ,(104 ,064 , 138 157 ,156 ,306

Sig. asin. (bilateral)' Nivel de significancia (p-valor)

Resultados de la prueba estadistica realizada en intervalos de tiempo (0, 5, 10 y 15 dias) para los genes ORF1ab
y N, evaluando las diferencias entre los métodos de extraccion. Los estadisticos U de Mann-Whitney y W de
Wilcoxon revelan las discrepancias entre los grupos, la significancia que indica la relevancia estadistica de las
diferencias observadas.
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Tabla 4. Mediana y rango de los genes ORF1ab y el Gen N en la region. Laboratorio de

Biologia Molecular de la Region Huancavelica, 2022.

Genes Gen ORF1ab Gen N
Mediana Rango Mediana Rango
Manual 23,04 23,64 22,85 2417
0 Método
Semiautomatizado 20,68 21,97 19,96 22,38
Manual 2481 21,63 2421 21,76
5 Método
Numero Semiautomatizado 22,59 23,21 21,70 22,29
de dias Manual 25,26 21,44 24,25 22,64
10 Método
Semiautomatizado 22,71 22,64 21,83 23,63
Manual 25,32 21,45 24,92 22,33
15 Método
Semiautomatizado 23,37 20,85 22,05 23,02

Comparacioén de las medianas y rangos para el gen ORF1ab y N en distintos dias, utilizando los métodos manual
y semiautomatizado. Proporciona una perspectiva sobre como estos valores varian en funcién de los dias y los
métodos empleados para la extraccion.
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Figura 5. Comparacion mediante diagrama de cajas agrupado por el gen ORF1ab, segun
numero de dias y métodos. Laboratorio de Biologia Molecular de la Region Huancavelica,
2022.

Diagrama de cajas Agrupado de CT_ORF1ab por Numero de dias por METODO
METODO
40,00 M Manual
M Semiautomatizado
58
8
30,00
:@ 24,81 25,26 25,32
4 23,04 22,599 22,71 23,37
gl 20,00 20.68
10,00
00
00 5,00 10,00 15,00
Numero de dias

Nota. En el diagrama de caja, el eje “y” corresponde al gen ORF1ab y el eje “x” corresponde a los diferentes
dias, donde se visualizan las distribuciones y tendencias de los datos. La caja azul representa el método manual
y la caja verde representa el método semiautomatizado. La linea central dentro de cada caja indica la mediana,
mientras que la extension de la caja abarca desde el cuartil inferior hasta el cuartil superior.
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Figura 6. Comparacion mediante diagrama de cajas agrupado por el gen N segun, nimero

de dias y método. Laboratorio de Biologia Molecular de la Regién Huancavelica, 2022.

40,00

30,00

20,00

CT_GEN_N

10,00

00

Diagrama de cajas Agrupado de CT_GEN_N por Numero de dias por METODO

METODO
M Manual

M Semiautomatizado
24,21 24,25 24,92
22,85 21,70 21,83 22,05
19,96

00 5,00 10,00

Numero de dias

15,00

Nota. En el diagrama de caja, el eje “y” corresponde al gen N y el eje “x” corresponde a los diferentes dias, donde
se visualizan las distribuciones y tendencias de los datos. La caja azul representa el método manual y la caja
verde representa el método semiautomatizado. La linea central dentro de cada caja indica la mediana, mientras
que la extension de la caja abarca desde el cuartil inferior hasta el cuartil superior.
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V. DISCUSION

En el contexto de la pandemia de COVID-19, la region Huancavelica enfrenté uno
de los mayores desafios para el diagnéstico de la enfermedad, siendo un reto la
conservacion y el transporte de muestras al laboratorio de procesamiento. Asi, un
porcentaje de las muestras experimentaron considerables retrasos y exposicion a
agentes degradantes (ARNasas, T° ambiente, ADNasas, etc.), teniendo como
resultados, falsos negativos al momento de la amplificacion por PCR-RT en tiempo
real.(Montalvo et al., 2023) mencionan un problema similar relacionado con la
estabilidad del ARN viral a partir del tiempo 0 (en las primeras 12 h de recoleccion),
y alas 48y 72 horas de colectadas las muestras, afirmaron que todas las muestras
deben ser procesados a las 24 horas y conservarse a -4°C y -8°C, para obtener
resultados confiables. Ademas, (Leon, 2021) senala el uso de dos métodos para
la extraccion y purificacion del ARN (manual y automatizado), que funcionan
perfectamente para el proceso de diagnéstico de COVID-19 y son utilizados en el
area de Biologia Molecular del Laboratorio Referencial de Huancavelica. Por ello,
cuando las muestras de hisopado son recibidas con retraso, no esta claro cual de
estos métodos emplear para recuperar mejor el material genético del virus en
dichas condiciones. Para abordar esta problematica, el presente estudio utilizd
muestras positivas de SARS-CoV-2 agrupadas en Ct bajo, medio y alto,
sometiéndolas a temperatura ambiente a diferentes dias, representando la llegada
de muestras heterogéneas con dias de retraso y conservadas inadecuadamente.
En la tabla 1 se determiné la distribucion normal de los grupos expuestos a
temperatura ambiente, se analizaron los valores de Ct obtenidos por PCR-RT en
tiempo real mediante la prueba de Kruskal Wallis con un nivel de confianza del
95%. Teniendo como resultados para el dia 0: gen ORF1ab p= 0,001 y gen N p=
0,005; dia 5: gen ORF1ab p= <0,001 y gen N p= 0,004; dia 10: gen ORF1ab p=
0,003 y Gen N p= 0,006; dia 15: gen ORF1ab p= 0,012 y Gen N p= 0,013,
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presentando una distribucion no normal (p< 0,05). Por consiguiente, se aplico
estadistica no paramétrica: la U de Mann-Whitney. (Ayala etal.,, 2013)
mencionaron que esta posible atribucion de los resultados radica en el tamafio de
las muestras en cada grupo, ya que se manejé una cantidad especifica de
muestras debido a la provision institucional de reactivos y materiales. Ademas, es
necesario tener en cuenta que el periodo de ejecucion coincidié con la quinta ola
de la pandemia y bajo las condiciones del area de Biologia Molecular de
Huancavelica. A pesar de estas limitaciones, estos hallazgos iniciales abren la
puerta para investigaciones mas exhaustivas que profundicen el estudio de la
conservacion de muestras, evaluando hasta qué punto una muestra pueda ser
conservada y aun asi arrojar un resultado positivo en situaciones similares.

En la tabla 2 y 3, se muestran los resultados del analisis por U de Mann-Whitney
en el dia 0 para el gen ORF1ab p=0,014 y gen N p=0,016 con un nivel de
significancia (p<0,05). Los resultados muestran que existe diferencias estadisticas
entre ambos métodos para el dia inicial de extraccidon, siendo el método
semiautomatizado el mas adecuado y eficaz en la recuperacion del ARN (tabla 4).
(Ali et al., 2017), resaltaron el uso del método semiautomatizado que esta basado
en pequefnas particulas cubiertas con material magnético (6xido de hierro) que
permiten capturar y aislar el ARN viral que se manipula mediante un campo
magnético en muestras que se encuentran frescas y recién recolectadas en el dia
inicial de la extraccion.

Sin embargo, a partir del quinto dia los valores de Ct para el gen ORF1ab p= 0,104
y gen N p=0,064; décimo dia, el gen ORF1ab p= 0,138; gen N p=0,157; y décimo
quinto dia, el gen ORF1ab p= 0,156; gen N p=0,306, mostraron diferencias
estadisticas no significativas (p>0,05). En este contexto, ambos métodos de
extraccién pueden utilizarse de manera indistinta para el procesamiento. Es
preciso sefalar que el método manual puede ser igual de eficiente en la extraccion
del ARN. (Cao et al., 2019) atribuyen su afinidad quimica entre los grupos fosfato
del ARN y los grupos silanol de la matriz de silice. El ARN se logra ajustar a las
condiciones de los tampones de union y elucion para promover o disminuir las
interacciones electrostaticas entre el ARN y la matriz. Este enfoque de afinidad y
separacion selectiva es esencial para obtener ARN de alta calidad y pureza a partir
de muestras bioldgicas complejas.

Las muestras evaluadas permanecieron expuestas a temperatura ambiente hasta

por 15 dias y experimentaron una degradacion progresiva del ARN a partir del
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quinto dia. Ello podria afectar ambas técnicas de extraccion, explicando en cierta
medida la falta de diferencias estadisticas entre ambos métodos a partir del quinto
dia. Ademas, la estabilidad del ARN viral fluctia dependiendo de las condiciones
ambientales y el tiempo transcurrido desde la recoleccion hasta su punto de
procesamiento. Vasquez et al., (2021) enfatizaron que no existen diferencias
significativas entre ambos métodos utilizados para la extraccion de la infeccién del
SARS-CoV-2, teniendo como resultado un 100% de sensibilidad y especificidad
en la deteccién del genoma viral a partir del quinto dia de la infeccién, lo cual es
concordante con la evaluacion del presente estudio que incluyen la importancia
de la adecuada conservacion y recoleccién de las muestras para garantizar una
suficiente concentracion de carga viral. Este enfoque garantiza una correcta
amplificacion mediante RT-PCR, que tiene la capacidad de detectar inclusive
niveles virales muy bajos. Por tanto, para mejorar la confiabilidad de los
resultados, se debe tener precaucion al interpretar los resultados de muestras que
experimentaron retrasos en su procesamiento y han sido expuestas a condiciones
variables de temperatura. Asi mismo, Ulloa et al., (2020) afirma no encontrar
diferencias estadisticas significativas entre los métodos de extraccion manual y
semiautomatizado. En dicho estudio resaltan, que ambos métodos pueden
detectar el gen del SARS-CoV-2 con valores cercanos al limite de deteccion de la
técnica de RT-PCR (CT > 39), destacando que el método automatizado es ideal
en los primeros dias de infeccion por una mayor carga viral y la ventaja del uso de
perlas magnéticas. Ademas, determinando que el método manual puede ser mas
eficiente en ciertos casos (cantidad de muestra y con retrasos).

Chu etal., (2020) abordan el uso de la RT-PCR en muestras de hisopado
orofaringeo recolectadas a partir de los 5 dias de infeccion de SARS-CoV-2,
realizando diluciones de hasta 1/10 de ARN viral, resaltando, aun asi, que ambos
métodos de extraccion lograron extraer y purificar el genoma viral en diferentes
proporciones de las diluciones, por tanto, la RT-PCR en tiempo real sigue siendo
capaz de detectar cantidades minimas de ARN viral. De igual manera, Corman
et al., (2020) sefalan que es posible detectar la presencia de ARN del SARS-CoV-
2 con diluciones de 1/10, evidenciando que la RT-PCR es altamente sensible y
capaz de detectar el ARN viral incluso en diluciones extremadamente bajas, con
una amplificacién de miles de veces en condiciones Optimas. Los resultados
obtenidos en el presente estudio concuerdan con la detencién del genoma viral en

muestras tomadas en los dias iniciales de infeccion, cuando la carga viral es alta.
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Por otro lado, el analisis de muestras positivas hasta con 15 dias de exposicion a
temperatura ambiente, donde se experimentd una disminucién de la carga viral,
se determind que los valores de Ct para los genes ORF1ab, y N no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los métodos de extraccion,
confirmando que ambos métodos pueden utilizarse indistintamente a partir del
quinto dia.

En la figura 5 y 6 los resultados obtenidos muestran que el método
semiautomatizado tiene valores de Ct inferiores, mientras que el método manual
presenta valores de Ct ligeramente superiores, indicando que el método
semiautomatizado extrae de manera mas efectiva el ARN viral, como se observa
los diagramas las cajas. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Mifano, (2022) quien menciona que la RT-PCR por el método semiautomatizado
de perlas magnéticas demostrd ser una técnica mas confiable y eficaz para
detectar la infeccion por COVID-19. También se analizo la degradacion del ARN
viral para los genes Orf1ab y N, donde se detalla una disminucién gradual desde
el dia inicial hasta el decimoquinto dia. A medida que las muestras estuvieron
expuestas a diferentes tiempos a temperatura ambiente, muestras con Ct > 38
sufrieron degradacion completa a partir del décimo dia. Asimismo, Russo et al.,
(2020) sefialan que la degradacion del genoma viral puede ser causada por varios
factores, incluyendo la toma de muestra, el etiquetado, el almacenamiento ,
transporte inadecuado y prolongado. Por otra parte, Pan et al., (2020) senalaron
que una temperatura inadecuada afecta negativamente la eficiencia de la prueba
de RT-PCR para la deteccion del SARS-CoV-2. En la region de Huancavelica, se
observaron algunos de estos factores debido al dificil acceso a diferentes lugares
de los centros de salud, afectando la integridad del ARN viral y en consecuencia
los resultados de los andlisis. Goldschmidt (2020) destaca la importancia de
reducir estos factores y mantener técnicas asépticas durante el proceso de toma
de muestra, aislamiento y purificacion del genoma viral. Ademas, es crucial utilizar
reactivos y materiales libres de ARNasas para evitar la degradacion del SARS-
CoV-2, ya que este virus es sensible a los cambios de temperatura y la exposicion
a estas enzimas. Los métodos de extraccion de ARN funcionan de manera
eficiente para respaldar el proceso de diagnéstico de COVID-19. En el actual
contexto, donde aun enfrentamos una situacidn pandémica en constante
agravamiento, resulta de vital importancia que estos métodos de extraccion sigan

estando accesibles de manera sencilla para los investigadores, quienes continuan
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laborando incansablemente para frenar el avance del COVID-19 y aportar
informacion de gran valor en este proceso. Finalmente, es preciso sefalar que los
resultados de la presente investigacion muestran un enfoque preliminar en la
evaluacion de los métodos empleados en el Laboratorio Referencial de
Huancavelica y teniendo en cuenta el contexto de dicha region en el marco de la
pandemia de la COVID-19. En tal sentido, se requerira de estudios mas profundos
para tener una mejor comprensioén de la dinamica de degradacion del ARN del

SARS-Cov-2 y contar con metodologias mas robustas para su diagndstico.
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VI. CONCLUSIONES

El método semiautomatizado destaca su eficacia de la extraccion de ARN al
realizarse en el dia 1, no obstante, a partir del quinto dia, ambos métodos
ofrecen resultados similares, considerando el tiempo de almacenamiento y la
exposicion a diferentes rangos de temperatura, destacando la importancia de
la degradacion progresiva del ARN y la heterogeneidad de las muestras al
seleccionar el método de extraccion del ARN del SARS-CoV-2.

El método manual demostré ser eficaz en muestras positivas expuestas a
temperatura ambiente a partir del dia 5, 10 y 15, sugiriendo la adaptabilidad
en determinadas circunstancias de extraccion.

El método semiautomatizado resulté mas eficiente para muestras positivas
expuestas a temperatura ambiente desde el dia 1 hasta el dia 15,
especialmente en muestras frescas, destacando su rapidez y eficiencia en

cantidad de muestras.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios adicionales con un tamafio de muestra mas extenso y
ampliar el tiempo de exposicién a rangos de temperatura para mejorar el
estudio en este tipo de muestras, proporcionando informacién mas completa
y precisa sobre la estabilidad del material genético viral y su impacto en los
resultados de la prueba de RT-PCR, lo cual contribuira a una mejor
comprension de la dinamica de la infeccion por SARS-CoV-2 en condiciones
reales.

Evaluar la cuantificacion de la carga viral del ARN/ul por cada dia expuesto
(0, 5, 10 y 15 dias) a rangos de temperatura. Esto proporcionara informacion
adicional sobre la viabilidad del genoma viral del SARS-CoV-2 en funcion del
tiempo de exposicidn y permitira evaluar la relacién entre la carga viral y los
valores de CT.

Evaluar muestra salival, para determinar la eficacia de la extraccion y
purificacion del ARN viral, permitiendo evaluar la efectividad de los métodos
de extraccion en muestras salivales y su utilidad en el diagnéstico de COVID-
19.
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Anexo 1. Carta de autorizacion del CIEI DIRESA en la regiéon Huancavelica, 2022.

\ g

\¢i !2:;:
'ﬂ&' “Afio dol Fortalacimiento do la Sob

-
GOBIERNO REGIONAL

UANCAVELICA

Huancavelica, 11 de abril 2022

CARTAN° 24 ( -2022/GOB.REG.HVCA/GRDS-DIRES

Sefior:
Bach. Roger Orlandini CUBA QUISPE

Presente.-

ASUNTO . AUTORIZACION PARA TRABAJO DE CAMPO PROPUESTA DE INVESTIGACION
TITULADO “VERIFICACION DE LA SENSIBILIDAD DE DOS METODOS DE
EXTRACCION DE ARN VIRAL DEL SARS-COV-2 PARA GARANTIZAR UN
DIAGNOSTICO CERTERO"

Ref. . Acta del CIEI DIRESA de fecha 13 de abril 2022

Reglamento del Comité Institucional de Etica en Investigacién DIRESA.

Es grato dirigirme a Usted, para saludarlo cordialmente a nombre
de la Direccion Regional de Salud, en referencia al documento, el Comité .
Institucional de Etica en Investigacion CIEI DIRESA, autoriza el trabajo de campo
3 Propuesta de investigacion titulado “VERIFICACION DE LA SENSIBILIDAD DE
;.- DOS METODOS DE EXTRACCION DE ARN VIRAL DEL SARS-COV-2 PARA
%." GARANTIZAR UN DIAGNOSTICO CERTERO”. El cual se desarrollara en el
" Laboratorio Referencial de la Direccion Regional de Salud Huancavelica.

Por lo que, se invoca cumplir con los aspectos éticos
recomendados en el trabajo de campo; asimismo precisar que, los resultados
encontrados debera socializar obligatoriamente en esta representada.

Aprovecho la op idad para expresarle. mi especial

consideracion.

DMG/acav/imat!
Ce

REG.DOC. | 22isusé .
REG. EXP. | 11638594

Av. Andrés A. Caceres S/N-Huancavelica Tel. 067 - 453113 - Anexo -1603 Fax 067 - 451557 Anexo 1604
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Anexo 2. Seleccién de las muestras de la Viroteca. Laboratorio de Biologia Molecular de

la region Huancavelica, 2022.
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Anexo 3. Descongelamiento de las muestras con CT alto, medio y bajo, con contenido

suficiente (1,600 ml). Laboratorio de Biologia Molecular de la Regiéon Huancavelica, 2022.

53



Anexo 4. Area de extraccion manual. Laboratorio Biologia Molecular de la Region

Huancavelica, 2022.
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Anexo 5. Area de extraccion semiautomatizada. Laboratorio de Biologia Molecular de la

Regién Huancavelica, 2022.
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Anexo 6. Area limpia para la siembra de muestras. Laboratorio de Biologia Molecular de

la Region Huancavelica, 2022.
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Anexo 7. Area de amplificacién y lectura en RT-PCR. Laboratorio de Biologia Molecular

de la Region Huancavelica, 2022.
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Anexo 8. Lectura de las curvas de los CT del dia 0. Laboratorio de Biologia Molecular de

la Region Huancavelica, 2022.
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Anexo 9. Lectura de las curvas de los CT del dia 5. Laboratorio de Biologia Molecular de

la Region Huancavelica, 2022.
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Anexo 10. Lectura de las curvas de los CT del dia 10. Laboratorio de Biologia Molecular

en la region Huancavelica, 2022.
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Anexo 11. Lectura de las curvas de los CT del dia 15. Laboratorio de Biologia Molecular

de la Region Huancavelica, 2022.
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Anexo 12. Seleccion de muestra positivas de acuerdo a la carga viral (bajos, medios y

altos). Laboratorio de Biologia Molecular de la Region Huancavelica, 2022.

Codigo interno por  Codigo de Viroteca de CT Gen FAM VIC CY5
tesista Biologia molecular ORF1ab N Humano

1 5005 BAJO 17,18 16,63 25,95
2 3028 BAJO 14,12 10,88 24,84
3 2998 BAJO 17,36 17,08 23,73
4 4790 BAJO 15,23 14,36 25,57
5 3706 BAJO 14,36 12,02 23,22
6 3357 BAJO 18,37 17,1 25,61
7 3386 BAJO 18,9 18,21 23,08
8 3470 BAJO 17,89 19,96 24,76
9 3697 BAJO 17,31 20,23 25
10 3702 BAJO 19,22 18,25 24,04
11 3684 MEDIO 16,74 15,74 26,03
12 8325 MEDIO 18,74 17,05 26,03
13 5083 MEDIO 23,19 21,24 25,4
14 5042 MEDIO 21,83 20,2 25,31
15 4070 MEDIO 26,24 24,16 20,58
16 3635 MEDIO 29,45 28,73 25,19
17 3692 MEDIO 23,24 22,17 25,05
18 3712 MEDIO 21,69 20,61 26,59
19 3698 MEDIO 24,8 24,11 26,25
20 3705 MEDIO 20,93 20,57 24,02
21 3772 MEDIO 24,37 22,98 26,78
22 3855 ALTOS 29,45 27,41 23,61
23 4505 ALTOS 28,26 27,72 27,08
24 4046 ALTOS 36,62 35,51 26,26
25 5286 ALTOS 35,18 32,82 22,83
26 3472 ALTOS 30,74 30,18 24,34
27 3703 ALTOS 34,58 34,57 23,67
28 3686 ALTOS 33,22 37,72 24,76
29 3364 ALTOS 34,92 34,94 25,49
30 3700 ALTOS 35,03 34,68 2291
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Anexo 13. Temple de trabajo para la PRE RT-PCR. Laboratorio de Biologia Molecular de la Regién Huancavelica, 2022.

Ensayo: PRO:0,5,10y 15 Termociclador: MOLARRAY MA-6000
Fecha: julio-agosto Master Mix: VAZYME-7TE652G2AA
Operadores: Roger C- Jorge L
Objetivo: Deteccidn por RT-PCR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1 9 16 24 1 9 17 24

B 2 10 17 25 2 10 18 25

C 3 11 18 26 3 11 19 26

D 4 12 19 27 4 12 20 27

E 5 13 20 28 5 13 21 28

F 6 14 21 29 6 14 22 29 C.N

G 7 15 22 30 7 15 23 30 NTC

H 8 C.E 23 C.E 8 16 C.E C.E - cP
Rz Set Up sec. diana: sec. diana: TOTAL, DE Rx: 67
# RX 1 67
PREPARACION
Mezcla de RX 18,30 1,226.1
Enzima tubo tapa blanca (Enzimas) 1,70 113,9
Total 20,00 1,340
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Anexo 14. Preparacién de los Reactivos Was A y Was B para la extraccion manual.

Laboratorio de Biologia Molecular de la Regiéon Huancavelica, 2022.

Sec. Etiquetas Contenidos principales No. (24 pruebas)
1 Tampon lisis Sal de guanidina 5 mL/botella (1 botella)
2 Tampén de lavado A (WA) Sal de guanidina 6,5 mL/botella (1 botella)
3 Tampon de lavado B (WB) Trimetol aminometano 4.5 mL/botella (1 botella)
4 Tampén de elucion Trimetol aminometano 5 mL/botella (1 botella)
5 columna - 24 piezas/bolsa (1bolsa)
6 Tubo de recogida - 24 piezas/bolsa (1bolsa)
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Anexo 15. Contenido de la placa para la extraccidon semiautomatizado. Laboratorio de Biologia

Molecular de la Regién Huancavelica, 2022.

Tiempo de Tiempo de Velocidad de
. Iman Vol. Temp.
Paso Bien Nombre mezcla (Seg) espera L) mezcla °C)
(min) 9 (min) H (1-10)
1 5 Extraccion de 0.1 10 0 600 8 0
materiales
2 1 Lisis 8 20 0 800 8 68
3 2 Lavado 1 0,5 10 0 600 8 0
4 3 Lavado 2 0,5 10 0 600 8 0
5 4 Lavado 2 0,5 10 4 600 8 0
6 6 Elucion 3,4 10 0 100 8 60
7 2 Abandonord'e perlas 0.1 0 0 600 8 0
magnéticas
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Anexo 16. Pasos para la amplificacion por RT-PCR del kit Lifotronic.

Biologia Molecular de la Region Huancavelica, 2022

Laboratorio de

Paso Temperatura Hora Ciclos
1 Transcripcion inversa 50°C 15 minutos 1
2  Pre —desnaturalizacion 95°C 1 minuto 1
3 Desnaturalizacién 95°C 10 segundos 42
4 Extension 60°C 30 segundos

Componentes Del Kit

Solucion de reaccion (Contiene buffer primers y sondas para los 3 marcadores) (kit 96

Rx — 2 viales marrones de 880uL)

Mezcla de enzimas (kit de 96 Rx — 1 vial de 170uL)

Control positivo (1 vial de 100uL)
Control negativo (1 vial de 100uL)
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Anexo 17. Cuantificacion del Gen N para el dia: 0, 5, 10 y 15 por el método manual.

Laboratorio de Biologia Molecular de la Regiéon Huancavelica, 2022.

Gen N
Muestras/Dias 0 5 10 15
1 20,37 22,57 22,33 23,72
2 14,48 17,6 17,84 17,94
3 19,73 21,28 21,88 22,2
4 18,78 19,59 19,58 20,05
5 14,7 16,9 17,12 17,3
6 20,32 20,38 20,77 21,15
7 20,56 21,02 21,11 21,13
8 15,12 18,12 18,09 18,58
9 22,09 23,87 23,5 24,92
10 21,01 22,32 22,65 23,08
11 18,23 18,91 18,98 19,25
12 17,43 18,15 20,98 21,44
13 21,53 21,47 21,24 21,75
14 23,96 24,18 23,54 24,13
15 29,11 29,03 29,32 29,06
16 27,06 34,07 33,72 34,12
17 21,34 25,73 26,28 27,02
18 25,46 24,21 25,3 25,72
19 25,92 28,83 28,78 31,4
20 23,14 24,21 25,8 26,11
21 22,56 24,32 24,96 25,4
22 28,69 32,14 32,74 32,56
23 27,86 29,41 30,48 30,64
24 30,37 36,24 36,98 36,59
25 34,72 34,98
26 32,35 33,79 34,5 34,74
27 36,5
28 33,86 35,2 35,55 35,36
29 36,52 37,63 39,59 39,63
30 38,65 38,66 39,76
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Anexo 18. Cuantificacion del Gen ORF1ab para el dia: 0, 5, 10 y 15 por el método manual.

Laboratorio de Biologia Molecular de la Regiéon Huancavelica, 2022.

Gen ORF lab
Muestras/Dias 0 5 10 15
1 22,14 22,98 23,5 24,08
2 18,53 19,26 20,13 20,97
3 22,32 22,41 23,85 23,93
4 20,67 20,75 20,81 21,37
5 16,49 18,23 18,56 18,71
6 20,75 20,85 21,03 21,11
7 21,04 21,09 21,15 21,68
8 16,21 19,12 19,32 19,61
9 21,32 23,53 23,62 25,16
10 21,05 23,29 23,81 24,09
11 19,72 19,84 19,92 24,99
12 20,16 20,37 21,75 22,41
13 22,45 23,18 23,28 23,91
14 24,93 25,55 25,69 26,04
15 28,84 29,97 30,11 30,73
16 27,27 30,68 34,16 34,65
17 22,38 24,9 27,39 27,63
18 25,09 25,99 26,15 26,63
19 26,2 27,29 29,54 32,68
20 22,86 22,18 25,64 26,69
21 23,22 24,71 24,87 25,18
22 29,33 30,31 33,84 33,95
23 28,98 30,35 31,15 33,02
24 31,1 33,16 39,09 39,86
25 34,76 35,94
26 34,44 34,48 34,73 38,98
27 38,7 38,75
28 36,36 38,86 39,29 39,74
29 36,76 37,89 39,32
30 39,85 39,51 40
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Anexo 19. Cuantificacion del Gen N para el dia: 0, 5, 10 y 15 por el método

semiautomatizado. Laboratorio de Biologia Molecular de la Regiéon Huancavelica, 2022.

Gen N
Muestras/Dias 0 5 10 15
1 18,46 19,25 19,38 19,57
2 14,52 15,21 14,81 15,97
3 17,49 17,22 17,69 16,97
4 11,89 15,75 16,08 16,55
5 15,61 15,84 15,7 16,26
6 16,53 16,51 17,22 18,64
7 16,2 16,1 16,45 17,12
8 14,09 14,79 15,11 15,85
9 20,31 21,02 21,67 21,94
10 18,32 19,13 19,23 20,04
11 15,71 15,25 15,12 16,41
12 12,76 15,33 15,38 18,35
13 14,55 19,34 19,56 20,66
14 19,38 21,54 21,58 21,35
15 20,81 22,65 24,94 25,84
16 19,61 29,56 29,73 29,83
17 22,52 21,92 22,74 24,24
18 21,75 21,86 21,98 22,15
19 20,58 22,03 27,66 28,34
20 22,16 22,28 22,26 24,76
21 17,66 21,23 21,05 21,88
22 20,41 24,75 27,69 27,45
23 26,76 27,01 27,25 27,41
24 27 34,96 34,82 35,04
25 29,36 34,11 38,44 38,87
26 22,89 25,95 30,32 30,35
27 22,99 31,65 36,86 37,04
28 33,52 36,3 37,31 38,58
29 31,49 34,63 35,09 36,3
30 34,27 37,08 36,4 35,93
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Anexo 20. Cuantificacion del Gen ORF1ab para el dia: 0, 5, 10 y 15 por el método
semiautomatizado. Laboratorio de Biologia Molecular de la Regiéon Huancavelica, 2022.

Gen ORF lab
Muestras/Dias 0 5 10 15
1 19,35 20,57 21,39 22,71
2 16,41 16,79 16,82 18,86
3 17,98 18,24 19,25 21,35
4 12,98 16,68 16,75 17,11
5 15,96 16,21 18,24 20,33
6 16,99 17,6 17,94 18,49
7 17,5 17,58 17,28 17,71
8 15,48 15,92 15,97 20,62
9 20,31 21,49 21,79 22,21
10 19,09 20,2 20,08 20,01
11 16,63 16,24 15,75 15,96
12 14,7 16,57 17,33 19,21
13 17,19 20,81 21,74 21,62
14 20,6 22,6 22,34 23,16
15 21,52 23,03 26,59 27,39
16 25,27 31,2 31,35 32,41
17 22,91 22,57 23,71 24,2
18 22,52 23,52 24,08 25,96
19 22,03 25,85 28,96 29,05
20 20,76 23,13 24,04 24,21
21 20,07 22,57 22,71 23,58
22 21,47 25,27 29,97 30,47
23 27,3 28,27 28,9 29,96
24 27,62 33,54 35,7 36,44
25 30,03 35,56 37,87
26 23,48 31,22 31,75 32,89
27 23,77 39,13
28 34,08 34,54 35,15 35,53
29 32,76 35,42 35,58 36,59
30 34,67 35,33 36,4 36,9
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Anexo 21. Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
¢Cual sera la influencia General H, :No existira una diferencia Variable independiente Tipo de investigacion
de la carga viral, Comparar dos métodos de estadistica entren el método de Basico — cuasi experimental
extraccion de ARN 'y extraccion de ARN viral para el extraccion de ARN viral:  V1: Influencia de carga viral.

conservacion de las
muestras en el
diagnostico de COVID-19
mediante PCR-RT en
tiempo real LRR-
HUANCAVELICA 20227

diagnéstico de la infeccion de
la infeccion por SARS-CoV- 2

en muestras
considerando

positivas,
diferentes

periodos de tiempo (0, 5, 10 y

15 dias)

y expuestas a

temperatura ambiente.

Especificos

1

.Evaluar la eficacia de la

extraccion manual en
muestras positivas
expuestas a temperatura

ambiente durante 0, 5, 10y
15 dias.

.Evaluar la eficacia de la

extracciéon
semiautomatizada
muestras positivas
expuestas a temperatura
ambiente durante 0, 5, 10y
15 dias.

para

semiautomatizado y manual en la
recuperacion de genoma viral del
SARS-CoV-2, expuestos a
temperatura ambiente y evaluados
en diferentes periodos 0, 5, 10 y 15
dias.

H,: Existird una diferencia
estadistica entren el método de
extraccion de ARN viral:

semiautomatizado y manual en la
recuperacion de genoma viral del
SARS-CoV-2, expuestos a
temperatura ambiente y evaluados
en diferentes periodos 0, 5, 10 y 15
dias.

Indicadores:

-CT altos.

-CT medios.

-CT bajos.

V2: Extraccion de ARN.

Indicadores:
-Extraccion manual
columnas de silice.
-Extraccion
semiautomatizada por Perlas
Magnéticas.

por

Covariable
V3: Conservacion de
muestras.

Indicadores:
-Dias con retraso 0, 5,10,15
dias.

Variable dependiente
- Diagnéstico de COVID-19
por RT-PCR

Indicadores:
-Gen ORF1ab
-Gen N

Poblacion

Muestras de hisopado
nasofaringeo en aislamiento del
virus del SARS-CoV-2,
conservadas a -30°C en la

Viroteca, procedentes las siete
provincias de Huancavelica entre
los periodos de marzo — abril del
2022

Muestra

30 muestras positivas a SARS-
CoV-2 en hisopado nasofaringeo
y orofaringeo.

Muestreo no probabilistico — por
conveniencia.

Marco legal ético

Permiso de la DIRESA HCVA

Laboratorio

¢ Elecciéon de muestras.

e Preparacion de Buffer.

e Extraccion de ARN: Manual y
semiautomatizado.

o Amplificacion.

Analisis estadistico:

e Prueba de normalidad.

¢ Prueba U de Mann Whitney.

o Diagrama de cajas y bigotes.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. ROGER ORLANDINI CUBA QUISPE
RESOLUCION DECANAL N° 016-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dieciocho de enero del afno
dos mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, presidido por el Dr. Saturnino Martin TENORIO BAUTISTA; Dr. Homero
ANGO AGUILAR (Miembro-Jurado); Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ (M|embro-
Jurado); Blgo. Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH (Miembro - Jurado); Dr. Gilmar
PENA ROJAS (Miembro - Asesor); actuando como secretario docente encargado el Mg.
Luis Uriel MOSCOSO GARCIA con Memorando N° 019-2024-UNSCH(IN) -FCB con fecha
diecisiete de enero del dos mil veinticuatro; para presenciar la sustentacion de tesis
titulada: “Influencia de la carga viral, extraccion de ARN y conservacion de las
muestras en el diagnostico de COVID-19 mediante PCR-RT en tiempo real. LRR-
Huancavelica, 2022”; presentado por el Bach. ROGER ORLANDINI CUBA QUISPE; el
Presidente luego de verificar la documentacion presentada, indicé al secretario docente
dar lectura a la documentacién generada que refrenda el presente acto académico, luego
de ello dispuso el inicio al acto de sustentacion, indicando al sustentante que dispone de
cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece el
Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia. Culminada la
exposicion, el Presidente invité a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con
sus observaciones, sugerencias y preguntas al sustentante. Culminada esta etapa, el
presidente invité al sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el
Auditorio para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones
y calificaciones, cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Respuesta a

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Promedio
preguntas
Dr. Homero ANGO AGUILAR 18 18 18
Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ 18 17 18
Blgo. Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH 19 18 19

PROMEDIO 18

El sustentante alcanzé el promedio de 18 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizd
el ingreso del sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los resultados, e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las
seis y cinco de la tarde; firmando al pie del presente en sefial de conformidag:

rd
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Dr. Sa fin TENORIO BAUTISTA WANGO AGUILAR
residente iembro — Jurado
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ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 17-2024-FCB-D

Yo, VICTOR LUIS CARDENAS LOPEZ, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional De San Cristobal De
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Influencia de la carga viral,
extraccion de ARN y conservacion de las muestras en el diagnoéstico de COVID-19
mediante la PCR-RT en tiempo real. LRR-Huancavelica, 2022 por ROGER ORLANDINI
CUBA QUISPE; he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado
CON DEPOSITO, una similitud de 10%, grado de coincidencia, menor a lo que determina
la ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucién del Consejo Universitario N° 039-
2021-UNSCH-C.

En tal sentido, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompara el

INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.
Ayacucho, 7 de febrero de 2024.
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