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RESUMEN

Introduccién: Para el diagnostico virolégico de la infeccion por el coronavirus 2 del sindro-
me respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) y otras infecciones respiratorias virales ha sido
necesaria la colecta de muestras clinicas en medio de transporte. Desde que se declar¢ el
caracter pandémico de la COVID-19 y en aras de lograr soberania tecnoldgica nacional para
la deteccion del SARS-CoV-2, el Centro de Biopreparado produjo medios transportadores de
exudado nasofaringeos (ENF) que fueron evaluados en el Instituto de Medicina Tropical Pe-
dro Kouri (IPK). El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el desempefio del medio
de transporte universal (BTU) y el medio de transporte de &cidos nucleicos (TAN) para el
diagnostico por RT-PCR del SARS-CoV-2. Métodos: Se presento la evaluacion del desempe-
fio de los medios BTU y TAN, a partir de ENF colectados para la deteccién del SARS-CoV-2
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Como
indicadores del desempefio se estimo la diferencia entre mediana de los Ct obtenidos por
los medios en evaluacién y el de referencia del medio de transporte viral (BTV). Ademds, se
evalud la concordancia, el coeficiente Kappa y la estabilidad de las muestras de ENF a las
48y 72 h para el medio BTU y para el medio TAN esta evaluacion se extendio hasta las 168
h. Resultados y discusion: La concordancia fue casi perfecta con las muestras colectadas
en medio TAN, a diferencia del medio BTU donde se identifico una concordancia moderada.
La estabilidad de las muestras fue del 100 % a las 48 h para los 2 medios evaluados, decre-
ciendo a 85,71 % para el medio BTU a las 72 h. Para las muestras colectadas en medio TAN
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la estabilidad se mantuvo hasta las 168 h (100 %). No se observo diferencias significativas en
los valores de Ct entre los medios evaluados y el de referencia. En conclusion, el desempefio de
los medios evaluados fue adecuado para la deteccion del SARS-CoV-2 por RT-PCR, comparable
con el medio de referencia BTV. Recomendamos extender la evaluacion de estos medios de
transporte para el diagndstico microbioldgico de otros microorganismos.

Palabras clave: medios de transporte de virus; SARS-CoV-2; RT-PCR

Evaluation of transportation means for the diagnosis of
SARS-CoV-2 using clinical samples

ABSTRACT

Introduction: Transportation means are necessary to a proper collection of clinical samples
for diagnosis of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and other
respiratory viral infections. In order to achieve technological sovereignty, since COVID-19 was
declared a pandemic, the Cuban National Center for Bioproducts developed and manufactured
transportation means for nasopharyngeal swab (NPS) samples that were evaluated at IPK. Me-
thods: The performance of BTU and TAN media, using NPS for detection of SARS-CoV-2 was
evaluated with RT-PCR. As indicators of performance, we estimated the difference between
Ct values obtained with studied media and reference media (BTV). Moreover, the agreement,
the Kappa coefficient, and the stability of NPS samples were evaluated at 48 and 72 hours (h)
for BTU, while for TAN this evaluation was followed up to 168 h. Results and discussion: The
agreement was almost perfect with samples collected in TAN medium, whereas BTU showed
moderate agreement. The stability of samples was 100 % for both mediums at 48 h, decreasing
to 85,71 % for BTU medium at 72 h. However, for samples collected in TAN medium the stability
was 100 % till 168 h. In contrast, no significant difference was observed regarding Ct between
evaluated and reference media. It is concluded that the performance of evaluated media was
adequate for SARS-CoV-2 detection using RT-PCR, comparable with BTV reference media. Our
recommendation is to extend the evaluation of these media for microbiological diagnosis of
other microorganisms.

Keywords: viral transport medium; SARS-CoV-2; RT-PCR

INTRODUCCION virus ha sufrido afectaciones por la incertidumbre en las ca-
denas de suministros internacionales, a causa de la situacion
pandémica. En el primer semestre del 2020 se cred un comité
de expertos con el propdsito de lograr soberania tecnoldgica
nacional para la deteccion molecular del SARS-CoV-2, recu-
rriendo a la innovacién en la industria biofarmacéutica cuba-

na. @3 Esta soberania debfa transitar desde la toma, colecta y
procesamiento de las muestras, hasta la obtencion del resul-
tado final.

Un eslabdn importante para el diagnostico de la infeccion
por SARS-CoV-2 han sido los medios de transporte que se han
empleado para la coleccion, preservacion y traslado de mues-
tras de exudado nasofaringeo (ENF) desde el sitio clinico has-
de la OMS para la deteccion molecular del virus, mediante la ta el laboratorio donde se realiza el andlisis de las mismas.

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real Varias casas comerciales han producido medios de transpor-
(RT-PCR). Cabe destacar que los equipos e insumos importa- te para virus, tales han sido los casos de CITOSWAB® VTM,

dos para garantizar y sostener el diagnostico del SARS-CoV-2 UTM (Copan), Puritan® UniTranz-RT Universal Transport Me-
han sido costosos y el diagndstico a nivel nacional de este

A partir de diciembre del afio 2019 comenzd a circular en
la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei en China el coronavi-
rus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2).
Esto marco el inicio de la enfermedad producida por este
virus (COVID-19) y el nimero de personas infectadas a nivel
mundial aumento de manera exponencial. Como resultado de
numero elevado de victimas a causa del virus, en marzo del
2020 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 el
caracter pandémico de la COVID-19. @

En Cuba los primeros casos fueron diagnosticados en
marzo del 2020, a raiz de ello, se emplearon los protocolos
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dium (UTM) y MANTACC UTM. En el contexto de la COVID-19
y para reducir el riesgo de exposicion al virus durante la ma-
nipulacion y el procesamiento de los especimenes clinicos,
las compafias biofarmacéuticas desarrollaron medios de
transporte con capacidad virucida, basados en isotiocinato
de guanidina como agente caotrépico, como el CITOSWAB®
VTM-N y Copan eNAT™ )

Para dar respuesta emergente a la contingencia de la
pandemia de COVID-19 y como parte de la soberania tecnolé-
gica, el Centro Nacional de Biopreparados de Cuba (BIOCEN)
desarroll6 en el 2020 un medio de transporte viral denomina-
do BioTransVir-BTV (BTV) basado en medio esencial minimo
(MEM) y en contexto con las recomendaciones especificas de
la OMS. Este fue validado por laboratorios destinados a la de-
teccion por RT-PCR del SARS-CoV-2, incluido el Laboratorio de
Referencia para Virus Respiratorio del Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri (IPK). © Igualmente, se obtuvo el registro
sanitario de la autoridad regulatoria nacional. Similar a otros
productos comerciales de esta clase, el medio se disefid para
mantener la viabilidad viral y la estabilidad de moléculas de
interés para el diagndstico molecular en condiciones refrige-
radas. Como dato adicional, en Montalvo et al. Se describid
su uso en la deteccion de antigenos del SARS-CoV-2 con el
estuche Elecsys SARS-CoV-2 Antigen de la Roche. ® Con este
mismo proposito, el medio BTV ha sido empleado en la prue-
ba de UMELISA SARS-CoV-2 antigeno producida por el Centro
Nacional de Inmunoensayo.

El BIOCEN desarrolld otros medios de transporte viral, a
partir de materias primas de mayor disponibilidad comercial,
denominados medio de transporte universal BTU y medio de
transporte de acidos nucleicos TAN. Este Ultimo con capaci-
dad de inactivar virus envueltos, como el virus del Zika. ©

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el des-
empefo de los medios BTU y TAN, para el diagndstico por
RT-PCR del SARS-CoV-2. Para realizar estas validaciones se
tomoé como referencia el medio BTV, referido con anterioridad.

METODOS

Muestras

Desde junio a noviembre del 2021, un total de 113 mues-
tras pareadas fueron colectadas con los medios en estudio y
el medio de referencia (BTV). En la toma de ENF se emplearon
los hisopos disponibles en la red nacional, como los produci-
dos por CNEURO de BioCubaFarma, Copan de Huachenyang
Technology y Mantacc de Miraclean Technology, ambos pro-
ductos de China.

El nimero de especimenes segun los medios en estudio
fue 58y 55, para BTU y TAN respectivamente. Al mismo tiem-
po, para el medio BTU se estimd en muestras positivas por
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RT-PCR para SARS-CoV-2 con ciclo umbral (Ct) < 29 con el
medio de referencia, la estabilidad del ARN viral a partir del
tiempo 0 (T O, en las primeras 12 h de colecta), a las 48 (T
48 h)y 72 (T 72 h) horas de colectada las muestras, todas
fueron conservadas de 4 °C -8 °C.

En la evaluacion del medio TAN fueron seleccionadas
muestras positivas (Ct < 29 con medio BTV) para evaluar la
estabilidad del ARN viral al tiempo T O, T48 h, T72hy 168 h
(T 168 h 0 7 dias). Para este ensayo de estabilidad las mues-
tras en medio TAN se conservaron a temperatura ambiente
(T.A) de 23 °C a 25 °C. El tiempo de observacién se prolongd
hasta 7 dias, para tratar de reproducir los hallazgos descritos
por Richard Greenblatt et al. con el medio inactivante Copan
eNAT™. @ Todas las personas involucradas en el estudio fue-
ron informadas de los objetivos de la investigacion y dieron su
consentimiento para que se les tomara muestras pareadas.

RT-PCR para la deteccion del SARS-CoV-2

El ARN de las muestras clinicas se extrajo con los estu-
ches comerciales de QIAGEN (QIAGEN, Alemania) siguiendo
estrictamente las indicaciones del fabricante y se empleo el
equipo de extraccion automatica QlAcube.

Segun la disponibilidad de pruebas de RT-PCR para la
deteccion cualitativa del SARS-CoV-2 se utilizd la prueba
STAT-NAT® COVID-19 MULTI (Sentinel Diagnostic, Italia) para
evaluar el medio BTU. El estuche RIDA®GENE SARS-CoV-2
(R-Biopharm, Alemania) se empled para evaluar el desempe-
fio del medio TAN. Los equipos de RT-PCR Light Cycler 96 (Ro-
che, Alemania) y BIOER (Hangzhou, China) se utilizaron para
detectar la amplificacion del genoma viral con STAT-NAT®
COVID-19 MULTI y RIDA®GENE SARS-CoV-2 respectivamen-
te, segun las recomendaciones del fabricante. Las muestras
con un valor de Ct < 37 fueron consideradas positivas para
ambas pruebas comerciales.

Andlisis estadistico

Se empled el paquete estadistico GraphPad Prism V.6.
para analizar los resultados. Se calculd el porcentaje de con-
cordancia y el coeficiente Kappa de Cohen entre los resulta-
dos de la RT-PCR obtenidos con los medios en evaluacion
con respecto al de referencia. Segun los valores de Kappa, las
concordancias se definieron como pobre (0,21-0,40), mode-
rada (0,41-0,60), sustancial (0,61-0,80) y perfecta o casi per-
fecta (0,81-1). ) Para los resultados positivos se calculo la
media de los valores de Ct, desviacion estandar, medianas y
los rangos intercuartilico (25 %y 75 % percentil). La prueba no
paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon se empled para
estimar la diferencia entre los datos pareados. Para evaluar la
estabilidad de las muestras se realizé un analisis de regresion
logistica tomando como variable independiente el tiempo y
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como dependiente los valores de Ct. La significacion estadis-
tica se consideré con valor de p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dependiendo del método diagndstico utilizado para iden-
tificar las infecciones respiratorias por virus se emplean me-
dios de transporte de muestras que preserven los antigenos
virales o que garanticen la estabilidad del ARN o ADN viral, e
incluso ambos, si se pretende cultivar el virus. Sin embargo,
para realizar el diagndstico molecular por RT-PCR se puede
prescindir de la integridad de las proteinas virales. Por tan-
to, algunos medios de colecta de muestras que inactivan la
infectividad viral han reducido el riesgo bioldgico y los requi-
sitos para transportar las muestras clinicas. Ademas, el nivel
de bioseguridad para trabajar estas muestras inactivadas ha
disminuido, siendo este costoso mientras mas elevado sea
el riesgo.

En esta investigacion el medio que mostré un mejor des-
empefio fue el medio TAN, seguido del medio BTU. La con-
cordancia de los resultados obtenidos con el medio TAN con
respecto al medio de referencia BTV (94,54 %) fue casi per-
fecta (Kappa = 0,89) para el diagndstico molecular del SARS-
CoV-2. Mientras que, el valor Kappa obtenido con el medio
BTU indicé una concordancia moderada (0,58) con el medio
BTV (tabla 1). Los resultados fueron divergentes con respecto
al medio BTV, en un 5,46 % para el medio TAN'y 20,69 % para
el medio BTU.

No obstante, no se puede descartar que la discrepancia
entre las pruebas empleadas para la deteccion del SARS-
CoV-2 influyeran en la diferencia de la concordancia de estos
medios en estudio. Con el medio BTU se empled la prueba
STAT-NAT® COVID-19 MULTI que detectd 3 fragmentos de
genes virales que codificaron para la proteina de envoltura (E),
de la nucleocapside (N) y la polimerasa de ARN dependiente
de ARN (RdRp). Iglof et al. sefialé que este ensayo no fue el
mas sensible al compararlo con otros para la deteccion del
SARS-CoV-2, dentro de los cuales se incluyd el RIDA®GENE
SARS-CoV-2 que detectd un fragmento del gen E y este se

utilizé en la evaluacion del medio TAN. @

Aunque se identificaron diferencias en la concordancia
entre los medios evaluados, las medianas de los valores
de Ct de las muestras positivas correctamente identifica-
das por los medios evaluados BTU (19/26, 73,07) % y TAN
(27/28, 96,42) % no mostraron diferencias significativas con
respecto a las medianas de los Ct obtenidos con el medio de
referencia (figura 1).

Como dato adicional, al analizar los valores de Ct obte-
nidos por los medios en estudio y el de referencia se demos-
tré la funcionabilidad del método de extraccion de ARN y las
pruebas de RT-PCR para SARS-CoV-2 con los medios BTU y
TAN. No obstante, se pudieron validar otros métodos de ex-
traccion de ARN viral a los medios evaluados, lo que pudiera
incrementar las prestaciones de los mismos. Como valor afia-
dido para el medio TAN se identifico la ausencia de signos de
contaminacién visual (turbidez, cambio de coloracién, presen-
cia de gas) que generalmente pueden aparecer en las mues-
tras clinicas conservada a temperatura ambiente, debido al
crecimiento de bacterias u otros microorganismos presentes
en la microbiota oral. Dichos contaminantes bioldgicos, que
usualmente se contienen con la adicion de antibidticos al me-
dio, pueden inutilizar la muestra para el diagnéstico molecular
por RT-PCR.

En cuanto a la estabilidad de la positividad de las mues-
tras colectadas con el medio BTU y conservadas de 4 °C a
8 °C fue de 100 % (14/14) a las 48 h. A su vez, la positividad
decreci¢ a 85,71 % (12/14) alas 72 h lo que pudiera estar justi-
ficado por un incremento en las muestras clinicas de enzimas
que degradan el ARN. @ Para el medio TAN, la estabilidad de
las muestras conservadas a temperatura ambiente se com-
portd al 100 % (16/16) en todos los tiempos evaluados (48 h,
72 h,168 h) al comparar con el T 0. En un estudio similar reali-
zado por Blow et al. los autores describieron que las muestras
respiratorias estabilizadas en AVL (QIAGEN) conservaron su
estabilidad por 35 dias a temperaturas entre -20 °C a 4 °C;
sin embargo, se observé degradacion del ARN viral después 7
dias a temperatura ambiente. (19

Tabla 1. Caracteristicas del desempefio de los medios transportadores BTU y TAN tomando como referencia el medio BTV

Medios X " Resultados Resultados
Concordancia  Coeficiente Kappa Cohen X
transportadores en N i » correctamente incorrectamente
. (%) (interpretacidn) . » i "

estudio identificados identificados

58 0,58
BTU 79,31 46 12

(moderado)

55 0,89

TAN 94,54 52 3

(casi perfecto)
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El andlisis de regresion lineal arroj¢é que la tendencia a la
variacion de los valores de Ct en el tiempo no fue estadisti-
camente significativa, tanto para el medio BTU (p = 0,3382)
como para el medio TAN (p = 0,4191). Ademéds, no se consta-
t6 diferencia significativa al comparar la tendencia de los Ct
del medio de referencia BTV con el medio BTU (p = 0,4328)
y con el medio TAN (p = 0,3482) respectivamente (figura 2).

Los medios inactivantes como el medio TAN han permi-
tido preservar las muestras clinicas varios dias sin cadena
de frio, lo cual ha contribuido a la fiabilidad del diagndstico.

An Acad Cienc Cuba. 2023;13(1)

El medio de transporte CyMol basado en alcohol con capa-
cidad de inactivar virus ha mantenido la integridad de los
especimenes colectados de muestras respiratorias hasta 21
dias a temperatura ambiente. " En el contexto cubano, un
producto de este tipo tendria ventajas, particularmente, para
el traslado de muestras de sitios alejados hasta las cabe-
ceras provinciales, donde se encuentran los laboratorios de
biologia molecular. Igualmente, entre las provincias en caso
de interrupciones no planificadas en el trabajo de estos la-
boratorios.
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Fig. 1. Distribucion de las medianas de los Ct obtenidos con el medio de referencia (BTV) y con los medios en estudio (BTU, TAN). Abreviaturas:
BTV-U es la comparacion con el medio BTU y BTV-T es la comparacion con el medio TAN. El andlisis se hizo con la prueba no paramétrica de
rangos con signo de Wilcoxon para datos pareados y en la figura se muestran las medianas con los rangos intercuartilicos.
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Fig. 2. Analisis de regresion logistica de los medios evaluados. En la figura se muestra el promedio y la desviacion estandar en cada tiempo eva-
luado. El color azul corresponde al medio de referencia (BTV) y el color rojo representa el medio en evaluacion. A) Se muestran los Ct del medio
BTU evaluados en 3 tiempos. B) Aparecen los Ct del medio TAN evaluados en 4 tiempos. Los medios en estudio y el de referencia se evaluaron
justamente en los tiempos que se muestran en la figura. En ambos paneles se obtuvieron valores de p estadisticamente no significativos (p >
0,05) al evaluar la tendencia de los valores de Ct para cada medio (BTU y TAN) y con relacién al medio de referencia.
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Conclusiones

De esta manera, en este estudio se avala que ambos me-
dios de transporte (BTU y TAN) desarrollados por BIOCEN
pueden emplearse para la deteccién molecular (RT-PCR) del
SARS-CoV-2. Esto permite contar con diagnosticadores de
produccion nacional, imprescindibles en la colecta de mues-
tras clinicas para el diagnostico virologico de la COVID-19. Se
recomienda extender la evaluacién del desempefio de estos
medios a otros microorganismos, para ampliar las prestacio-
nes en el diagndstico microbioldgico.
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