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Resumen

Titulo: ldentificacion de SARS-CoV-2 en muestras de saliva por medio de RT-gPCR con la
Solucion Desnaturalizante.

Autor: Nathaniel Alejandro Navarro Baron

Palabras Clave: SARS-CoV-2, RT-gPCR, Identificacion viral

Descripcion: La pandemia producida por el virus SARS-CoV-2 incentivo el desarrollo de métodos
precisos para su identificacion y diagnostico. Dentro de estos se encuentran los disefiados con base
en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Inversa en Tiempo Real de un Paso
(RT-gPCR). Uno de ellos es el propuesto por el Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos de América (CDC) que emplea dos regiones del gen de la
nucleocapside N viral. Sin embargo, la aparicion de nuevas variantes y las estructuras secundarias
de ARN pueden afectar la RT-gPCR generando resultados falsos negativos. Para ello, en muestras
de hisopado nasofaringeo se adiciona a la reaccion una solucion de Cloruro de Tetraetilamonio
(TEA) o Dimetilsulfoxido; pero no se han demostrado sus efectos en muestras de saliva. En esta
pasantia, se demostro que el uso de esta solucion en el ARN purificado por magnetismo y con los
cebadores y sondas para las dos regiones del gen N del kit de RT-qPCR del CDC se genera una
ligera disminucién o aumento de la sefial de cuantificacién en muestras individuales. Sin embargo,
en muestras agrupadas y con ambos cebadores y sondas, con la misma reaccion se mejora
significativamente la sefial. La validacion in silico del patron de hibridacion con variantes de
SARS-CoV-2 indica que el resultado estara en funcion de la variante de SARS-CoV-2. Con lo
anterior se ratifica que el uso de ambos reactivos quimicos en las reacciones de RT-qPCR de Kits
de identificacion internacionales para SARS-CoV-2 son una opcion de mejora para el diagndstico
en pacientes.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Francisco José Martinez Pérez.
Doctor en Ciencias. Codirector: Lina Maria VVera Cala. Doctora en Ciencias
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Abstract

Title: Identification of SARS-CoV-2 in saliva samples by means of RT-gPCR with the Denaturing
Solution.

Author: Nathaniel Alejandro Navarro Baron

Key Words: SARS-CoV-2, RT-gPCR, Identification viral

Description: The pandemic produced by the SARS-CoV-2 virus encouraged the development of
precise methods for its identification and diagnosis. Among these are those designed based on the
One-Step Real-Time Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR). One of them
is the one proposed by the Centers for Disease Control and Prevention of the United States of
America (CDC) that uses two regions of the viral N nucleocapsid gene. However, the appearance
of new variants and RNA secondary structures can affect RT-gPCR, generating false negative
results. To do this, in nasopharyngeal swab samples, a solution of Tetraethylammonium Chloride
(TEA) or Dimethylsulfoxide is added to the reaction, but their effects have not been demonstrated
in saliva samples. In this internship, it was shown that the use of this solution on RNA purified by
magnetism and with the primers and probes for the two regions of Gene N from the CDC RT-
gPCR kit generates a slight decrease or increase in the signal of quantification in individual
samples. However, in pooled samples and with both primers and probes with the same reaction
the signal is significantly improved. The in silico validation of the hybridization pattern with
SARS-CoV-2 variants indicates that the result will depend on the SARS-CoV-2 variant. With the
above, it is confirmed that the use of both chemical reagents in the RT-qPCR reactions of
international identification kits for SARS-CoV-2 are an option for improvement for diagnosis in
patients.

“ Bachelor thesis
“Science Faculty. School of Biology. Tutor: Francisco José Martinez Pérez. PhD. in Science.
Cotutor: Lina Maria Vera Cala. PhD. in Epidemiology.
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Introduccion

El virus SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae, el cual se identificé a finales
del afio 2019 en Wuhan, China (Zhu et al., 2019). Desde un punto de vista de salud, se caracteriza
por causar infecciones respiratorias en seres humanos por medio de la enfermedad conocida como
COVID-19 (Hu et al., 2021), por la cual se declaré pandemia en el afio 2020 (Adil et al., 2021).

SARS-CoV-2 posee un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de
aproximadamente 30 kb (Zhu et al., 2019; Nakagawa & Miyazawa 2020) cuyo orden nucleotidico
genera estructuras secundarias tallo burbujas que participan en la regulacion de la traduccién y
vida media del genoma viral (Condé et al., 2022; Verma et al., 2021; Plant 2005). Los primeros
tallos burbuja se localizan en el extremo 5' no traducido (UTR) y participan en la traduccion el
primer gen ORFlab, que genera la respectiva proteina por otras estructuras secundarias
denominadas Cambio de Marco Ribosémico Programado (Kelly et al., 2020). Inmediatamente se
encuentra el gen S que codifica para la proteina Spike que contiene el Dominio de Union al
Receptor; después, estan los genes ORF3, E y M, estos dos ultimos codifican para las proteinas
estructurales de envoltura y de membrana, y a continuacion los genes ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8 y el gen N que codifica para la nucleocapside. Por ultimo, el gen ORF10 y el extremo 3’
que también presenta estructuras tallo burbuja (Hu, et al., 2021; Verma et al., 2021) (Figura 1).

Debido a que la dispersion de SARS-CoV-2 es por medio de las vias respiratorias de los
seres humanos (Stadnytskyi et al., 2021) y ante la emergencia sanitaria de ese momento, fue
indispensable y fundamental generar ensayos clinicos que permitieran identificar y
concomitantemente, diagnosticar a la persona infectada para que recibiera el tratamiento médico

pertinente y aislarlo para evitar la dispersion viral entre la poblacion.
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Figural

Representacion de la organizacion de genes en el ARN gendmico de SARS-CoV-2.
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De acuerdo con la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos
de América (FDA), se encuentran principalmente dos tipos de pruebas de laboratorio para la
deteccion del SARS-CoV-2, clasificadas en pruebas de anticuerpos y de diagnostico molecular. Las
primeras examinan en la sangre del paciente la presencia de anticuerpos cuya biosintesis fue
realizada por el sistema inmune en respuesta a la infeccion de SARS-CoV-2 (Karlafti, et al., 2023).
Mientras que las pruebas de diagndstico molecular, como las RT-gPCR de uno o dos pasos, que
se denomina la prueba dorada de diagnostico, localiza una region del material genético del virus
por su patron de hibridacion de cebadores y una sonda con un fluoréforo y con ello, en cada ciclo
de polimerizacion con una ADN polimerasa termoestable, se genera una sefial luminosa la cual es
cuantificada. Por lo tanto, en caso de que la reaccidn sea positiva se concluye que en la muestra
tiene el genoma viral y, por ende, la persona esté infectada con SARS-COV-2 (Liu et al., 2023).

Se puede considerar que el proceso molecular general para la identificacion de SARS-CoV-
2 por RT-gPCR tiene tres puntos comunes. El primero es la obtencién y posterior purificacion del
acido nucleico. El segundo es el disefio de los cebadores y sonda para la amplificacién de la region
seleccionada por RT-gqPCR de un paso y el tercero es el analisis de los resultados de la reaccion

para determinar la presencia o ausencia del virus en la muestra.
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Para la primera fase del diagnostico, grupos de investigacion generaron kits comerciales
sustentados en métodos publicados para la purificacién de ARN total de una muestra de hisopado
nasofaringeo y/o de la saliva del paciente cuyo diagndstico médico indicaba que el cuadro clinico
podria ser generado por SARS-CoV-2 (Lim et al., 2022; Thom et al., 2021). Independientemente
del método todos se sustentan en 3 fases (Tabla 1).

Tabla 1

Procedimiento para purificacion de ARN total de muestras biologicas.

Fase Objetivo Fundamento Métodos
-, Presion, temperatura y
L . Fisicos -
Rompimiento de las células, mecanica.
1  lisis de ADNy las proteinas de Reactivos quimicos, pH,
la muestra. Quimico enzimas como la Proteinasa K o
DNasas.
Lisis fisca con o Lisis por métodos fisico y
Concentracion de ARN y sin tratamiento quimico sin purificacion de
remocion de péptidos, DNA 'y bioquimico ARN.
2 lipidos azucares sales y otros Columnas con . .
) - Centrifugacion.
metabolitos presentes en la silica,
muestra. Perlas magnéticas Instrumentos o equipos que
con carga positiva generan magnetismo.
Quimico Precipitacion quimica.
3 Recuperacion de ARN. Fisico Elucién de silica o perlas
magnéticas

Nota. El procedimiento se adapté de Liu et al., (2023) y Dhibika et al., (2023).

En la segunda fase del diagnostico disefiada que corresponde a la amplificacién de regiones
del genoma viral por RT-gPCR; se generaron, por grupos de investigacion, diversos protocolos
que se comercializaron por medio de kits de diferentes paises o casas comerciales. En la mayoria
de ellos emplean diversas regiones de los genes ORF1lab, E'y N de SARS-CoV-2 y del gen RNAse
P de seres humanos como control del proceso (Guaman-Bautista et al., 2021; Benevides Lima et
al., 2022). Sin embargo, la mayoria de los paises, emplearon el protocolo recomendado por la

Organizacion Mundial de la Salud conocido como Protocolo de Berlin cuyo disefio es para
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reconocer las regiones de los genes: RARP, E y N (Corman et al., 2020). Mientras que el protocolo
de los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos de América
(CDC) emplea tres regiones del gen N denominadas: N1y N2 cercana al del sitio de inicio y final
de la traduccidn, respectivamente y N3 localizada entre las dos anteriores (Figura 2).

Figura 2

Posicion de los cebadores y sondas del gen “N” del kit del CDC en el genoma de SARS-CoV-2.

ORF1b

5'UTR 7 | N 3'UTR

[

28303 Amplicén 72 pb 28374
GACCCCAAAATCAGCGAAATGCACCCCGCATTACGTTTGGTGGACCCTCAGATTCAACTGGCAGTAACCAGA
N1-F N1-P N1-R
29180 Amplicén 67 pb 29228
TTACAAACATTGGCCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGTCGCGC
N2-F N2-P N2-R
28697 Amplicén 72 pb 28748
GGGAGCCTTGAATACACCAAAAGATCACATTGGCACCCGCAATCCTGCTAACAATGCTGCAATCGTGCTACT
N3-F N3-P N3-R

Nota: Los numeros de la parte superior de la secuencia empelada para el diagndstico corresponden
a la posicion en el genoma de SARS-CoV-2 y el tamafio del amplicon. Las secuencias
nucleotidicas indicadas en la caja verde corresponden al cebador sentido indicado con “F”, las
cajas azules y la “R” indican el cebador anti sentido y las cajas amarillas y la “P” al cebador, el
cual contuvo el fluor6foro FAM.

Aun cuando los protocolos de RT-gPCR han sido un elemento fundamental para la
identificacion y/o diagndstico de SARS-CoV-2, durante y después de la pandemia, debido a la que
la cepa original ha mutado para genera las nuevas variantes virales (Konings et al., 2021), dichos
cambios pueden producir nuevas estructuras secundarias en el ARN genémico vy
concomitantemente de la regién empleada para la identificacion en la muestra. Por lo tanto, se

puede afectar la polimerizacion o impedir que se realice la RT-gPCR y se obtendran, resultados

parciales o falsos negativos respectivamente (Bao et al., 2022; Cadena-Caballero et al., 2022).
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Para solucionar lo anterior en otros protocolos de RT-PCR, se incluyen Cloruro de
Tetraetilamonio (TEA) o Dimetilsulfoxido (DMSO) para evitar lo antes indicado y con ello
mejorar la polimerizacion, en genomas de proporcion nucleotidica extrema como es el de SARS-
CoV-2 (Kovarova y Draber 2000; Zhu et al., 2020).

En Colombia, al igual que otros paises el diagnéstico de SARS-CoV-2 se realizé con el
protocolo de la Organizacion Mundial de la Salud. Ademas, el Ministerio de Ciencia, Tecnologia
e Innovacion (MINCIENCIAS) invité a los grupos de investigacion del pais a participar en la
convocatoria 1015 denominada “Mincienciaton” para generar propuestas cientificas para mitigar
los efectos del inicio de la pandemia generada por este virus en nuestro pais.

Uno de los proyectos aprobados, fue el del grupo de investigacion en el que estuvo
vinculada esta pasantia, titulado: “Contribucion al protocolo de diagnostico del Coronavirus
COVID-19 y del Virus de influenza A HLN1 por RT-PCR en tiempo real de un paso autorizado
por la Organizacion Mundial de la Salud con la inclusion de genes marcadores requeridos para la
infeccion viral y su validacion por secuenciacién genémica de nueva generacion con la tecnologia
de concentraciones de nucledtidos™. Dentro de los objetivos del proyecto fue el demostrar que una
solucion cuya concentracién de TEA y DMSO disefiada en funcion de la proporcién nucleotidica
del genoma de SARS-CoV-2 mejoraria la RT-gPCR de regiones disefiadas por el grupo y las
regiones N1y N2 propuesta en protocolo del CDC, a partir de muestras de hisopado nasofaringeo
o saliva con RT-PCR sencilla y en multiplex reportado en su momento (Kudo et al., 2020).

Los resultados confirmaron la hipétesis propuesta al mejorar los niveles de polimerizacion
en muestras de hisopado nasofaringeo (Cadena-Caballero et al., 2022). Sin embargo, en la
busqueda de formas menos invasivas para la obtencién de la muestra a ser analizada o la

generacion de muestras agrupadas, la comunidad cientifica continu6 estableciendo protocolos para
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el uso de la saliva para purificar el ARN empleado en la RT-gPCR (Liu et al., 2023). Sin embargo,
no se ha reportado el efecto del TEA y el DMSO en este tipo de ensayos para muestras de saliva.

En esta pasantia se evalud la inclusion de una solucion que contiene TEA y DMSO en la
RT-gPCR individuales y RT-qPCR multiplex en muestras de saliva agrupadas, para las cuales
previamente se determind la presencia de SARS-CoV-2 con el protocolo de la OMS en la
Coleccién de Muestras del Laboratorio Central de Investigaciones de la Facultad de Salud de la
Universidad Industrial de Santander, con el propdsito de validar su efecto en la amplificacion de

SARS-CoV-2 por RT-gPCR de un paso con el protocolo del CDC.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Determinar el uso de la Solucion Desnaturalizante para la identificacion de SARS-CoV-2
mediante RT-gPCR de un Paso en muestras de saliva.
1.2 Objetivos Especificos

Evaluar la identificacion de SARS-CoV-2 en muestras de saliva mediante RT-gPCR
individual de un Paso con la Solucion Desnaturalizante y reactivos del kit 2019-nCoV TagMan
RT-PCR.

Evaluar la identificacion de SARS-CoV-2 en muestras de saliva agrupadas mediante RT-
gPCR multiplex de un Paso con la Solucion Desnaturalizante y reactivos del kit 2019-nCoV

TagMan RT-PCR.
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Competencias

2.1 Competencias Cognitivas

Aprende procedimientos de bioseguridad para trabajo en laboratorios de investigacion con
nivel de bioseguridad tipo 3.

Purifica acidos nucleicos de muestras de saliva de pacientes con procedimientos
robotizados sustentados en magnetismo.

Implementa RT-qPCR para la identificacion de genes de SARS-CoV-2 en reacciones
individuales y tipo Multiplex.

Interpreta resultados de termocicladores para RT-gPCR que muestran la polimerizacion de
regiones genomicas de SARS-CoV-2.

Genera habilidades de razonamiento cientifico para la identificacién de SARS-CoV-2 por
RT-gPCR.
2.2 Competencias Actitudinales

Participa activamente en laboratorios de investigacion para experimentos y reacciones a
nivel molecular.

Desarrolla aprendizaje auténomo para el analisis de métodos de identificacion gendémicay
molecular relacionada a SARS-CoV-2.

Genera actitudes éticas y bioéticas durante los procesos de la investigacion cientifica y la
transferencia de conocimientos.

Redacta informes de laboratorio para el analisis y discusion de resultados de la

identificacion de SARS-CoV-2 por RT-gPCR.
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3. Metodologia

3.1 Aspectos Eticos

Para la presente pasantia, la donacion de las muestras del Laboratorio Central de la Facultad
de Salud de la Universidad Industrial de Santander y todos los procedimientos, se realizaron de
acuerdo con las normas éticas de la Declaracion de Helsinki, revisada en 2013 (World Medical
Association, 2013). Esta pasantia se aprobo por el Comité de Etica de Investigacion Cientifica de
la Universidad Industrial de Santander en Acta N° 1 del 10 de febrero de 2023 para las muestras
de saliva y en reunion virtual del 13 de abril de 2020 en Acta N° 5 para los procedimientos
experimentales.
3.2 Extraccion de muestras de saliva de SARS-CoV-2

De la coleccion de muestras de saliva del Laboratorio Central de Investigaciones de la
Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, se seleccionaron al azar 40 muestras
positivas y 10 negativas a la identificacion a SARS-CoV-2 con el protocolo de la Organizacion
Mundial de la Salud, colectadas de enero a junio del 2022. Para la lisis celular y purificacién del
ARN total de cada muestra, la extraccion se realiz6 a partir de 200 uL de cada una por medio de
ruptura mecanica y separacién con perlas magnéticas mediante el equipo ADN/ARN KingFisher
Duo Prime (Catalog number: 5400110) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Thermo
Fisher Scientific - USA), mediante el kit MagMAX™ Viral/Pathogen 1l (MVP Il - 2000 RXN -
Applied Biosystems - USA).

Para la obtencion del ARN total para la RT-gPCR multiplex se emple6 el procedimiento
antes indicado, pero se generaron 11 muestras agrupadas. Cada una contenia 20 uL. de 10 muestras
de saliva, cuya proporcion se realiz en secuencia en cascada de muestras negativas (neg) vs

positivas (pos) a SARS-CoV-2; con las proporciones: 10neg/Opos, 9neg/1pos, 8neg/2pos...
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Oneg/10pos. En tanto, la obtencion del ARN total para la RT-gPCR individual se emplearon 200
uL de 20 muestras de saliva individual sin ningln tipo de combinacion.
3.3 RT-gPCR individuales y multiplex para la deteccion de SARS-CoV-2

Con el fin de optimizar el uso de los reactivos del kit 2019-nCoV TagMan RT-PCR (Ref.
TM67100 - Norgen Biotek — Canada) que emplea los cebadores y sondas de las regiones N1y N2
del gen N empleado en el protocolo del CDC, se modificd de 20 a 15 pL el volumen final de
reaccion. Cada una contenia: 2 puLL de ARN total, a los que se adicionaron 7.5 puL de 2x One-Step
RT-PCR Master Mix; 1.2 uL por reaccion de la mezcla de cebador y sonda para la region N1 o N2
nombradas en el kit como 2019-nCoV_Probe/Primer. Mientras que el ARNm control correspondio
al ARNm de la RNAse P. Se utilizaron los cebadores y sonda nombradas en el kit como
Probe/Primer Mix y 4.3 uL agua libre de nucleasas.

A otro juego de reacciones se adicionaron los reactivos anteriores con 3.3 pL de agua libre
de nucleasas, 0.5 uL. de 636 mM de TEA (ABCAM-USA) y 0.5 uL. de 423 mM DMSO (Scharlab-
Espafia) para una concentracion final de reaccion de 21.2 mM y 14.1 mM, respectivamente. Es de
resaltar que esta combinaciéon de reactivos quimicos en la RT-gPCR se denomind solucién
desnaturalizante, como fue previamente reportado (Cadena-Caballero et al., 2022).

Para la RT-qPCR multiplex, se emplearon las mismas condiciones, pero el ARN
correspondid al de cada pool antes indicado y el mismo volumen de N1 y N2 Probe/Primer. Las
condiciones de todas las RT-gPCR correspondieron a las indicadas por el protocolo, a saber: 1
ciclo de 30 min a 50°C; un segundo ciclo de 3 minutos a 95°C; y 45 ciclos de 3 segundos a 95°C
y 30 segundos a 55°C. La sefial de fluorescencia se cuantifico en el sistema QuantStudio 1 (n.°

A40427) en un bloque de 0,2 puL. de 96 pocillos en el canal FAM (Thermo Fisher Scientific - USA).
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3.4 Anélisis estadistico

Se realizd una comparacion de los valores de umbral de ciclos (Ct) entre cada protocolo
estandar, a saber: N1, N2, RNaseP y multiplex N1/N2-Estandar y los protocolos con la Solucion
Desnaturalizante: N1-SD, N2-SD, RNase-SD y multiplex N1/N2-SD. Los valores de Ct se
representaron con diagramas de cajas y se evalud la prueba T (Test-T) para cada pareja de
protocolos, es decir: N1-estandar y N1-SD, N2-Estandar y N2-SD, RNaseP-Estandar y RNaseP-
SD, N1/N2-Estandar y N1/N2-SD. Todos los analisis estadisticos se realizaron en RStudio version
2023.03.0+386 (Posit team, 2023), utilizando el software R version 4.2.2 (R Core Team, 2022).
3.5 Patron de hibridacion entre las regiones N1 y N2 del protocolo del CDC respecto a
secuencias gendémicas consenso de SARS-CoV-2 del afio 2021

Para analizar el patron de homologia de las sondas y cebadores N1 y N2 del kit del CDC
para SARS-CoV-2, para el gen N de las variantes de SARS-CoV-2: Alfa, Beta, Delta, Gamma,
GH490R, Lambda, Mu y Omicron. A partir de la base datos publica de secuencias genomicas de
Sars CoV-2 reportada por Cadena-Caballero et al. (2023), se obtuvieron las respectivas secuencias
consenso con umbrales de frecuencia del 20% y 100% del afio 2021. Con estas, se realizaron los
respectivos alineamientos con el software MEGA V.11, respecto a la secuencia de referencias de
SARS-CoV-2 (Tamura et al., 2021). A partir del resultado anterior, se determiné el porcentaje de
identidad y la cantidad cambios nucle6tidos por sitio de acuerdo con la nomenclatura del Comité
de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica (NC-IUB, 1986) con base a

equivalencias para cada posicion respecto a las regiones N1y N2 del gen N de SARS-CoV-2.
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4. Resultados

4.1 RT-gPCR individuales y multiplex para la deteccién de SARS-CoV-2

El procedimiento automatizado de extraccion de RNA gener6 50 uL de ARN total de cada
una de las 20 muestras de saliva. La calidad de cada una de estas se determiné mediante las RT-
gPCR individuales a partir de la amplificacion de las regiones N1, N2 del gen Ny el ARNm control
de RNase P donde se determiné que todas generaron el resultado esperado y Unicamente 2 muestras
fueron negativas para la deteccion de N1 (Figura 3 y Apéndice A). Un aspecto sobresaliente de
este resultado fue que las muestras que tuvieron la solucion desnaturalizante mostraron diversos
patrones de graficacion de Ct; y en la muestra 1, aun cuando no se observo polimerizacion, la sefial
se determind con la mayor cantidad de Ct, mientras que en la 17 ocurrié lo inverso. Ademas de
que en las RT-qPCR de la regién N2 y RNase P el resultado fue significativo (Figura 3 y Apéndice
A).
Figura 3

Curvas de amplificacion de muestras negativas a la amplificacion de la region N1.

75,000

25000

MN2SARS-Cov-2 M RNase P Humar N1 SARS-CoV-Z

Nota. Las curvas de color rojo muestran la ausencia de sefial en la reaccion para la region N1
mientras que la amplificacion de la region N2 y de la RNasa P es la esperada. El grafico Ay B
corresponden a las muestras 1 y 17 respectivamente. Ademas, las flechas indican las RT-qPCR
que contuvieron la Solucién Desnaturalizante.
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Los resultados en conjunto de las comparaciones de los valores de Ct de las RT-gPCR
individuales para las regiones N1, N2 y RNase P graficados en las Figura 4A y B; muestran que
los valores de Ct de N1-Estandar se observa un rango intercuartil entre 21-29. En cambio, en los
valores de N1-SD se observa un rango intercuartil reducido entre 21-26 lo cual muestra una
distribucion de valores mas bajos. El promedio de N1-Estandar fue de 24.80 y el N1-SD fue de
23.86. Por lo tanto, los resultados de las RT-qPCR individuales con uso de la SD pueden disminuir
el nimero de ciclos necesarios para la deteccion N1 en comparacion con el protocolo N1-Estandar
(Figura 4A). Sin embargo, se evidencio un aumento de los valores de Ct en 6 muestras con la
adicion de la SD para la deteccion de N1 (Figura 4B, Apéndice B).

Las RT-gPCR individuales para la deteccion de N2 mostraron valores de Ct muy similares
para los protocolos N2-Estandar y N2-SD. Sin embargo, el promedio de N2-Estandar fue 23.20 y
el de N2-SD fue 23.82 lo que indica un ligero aumento en los valores de Ct de las RT-qPCR con
el protocolo N2-SD (Figura 4A). Por lo anterior, la deteccion de N2 con la SD aument6 en los Ct
en 10 muestras, de las cuales 2 también presentaron aumento en N1y en RNase P.

En la deteccidn del control los valores de Ct de los protocolos de RNase P, al comparar los
primeros 2 cuartiles, se determind que la distribucion de los Ct con la RNase P-SD se encuentran
por debajo de los Ct con la RNaseP-Estandar y sus promedios fueron 22.65 para la RNaseP-
Estandar y 21.87 para RNase P-SD (Figura 4A).

Lo anterior evidencia que los valores de Ct del protocolo RNase P-SD fueron menores
respecto a RNase P-Estandar. Pero, en 7 de las 20 muestras la deteccion de RNaseP con la SD
mostré un aumento de Ct, en las cuales 2 aumentaron también en el protocolo N1-SD, 1 en el

protocolo N2-SD y 2 aumentaron en los protocolos N1-SD, N2-SD y RNase P-SD (Apéndice B).
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Figura 4

Comparaciones de los valores de CT de las RT-gPCR.
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Nota. Gréficos de los valores de Ct de RT-gPCR individuales (A y B) y en multiplex (C y D)
comparando entre los tratamientos Estandar y SD. EI promedio de los valores de Ct de cada uno
de los protocolos se muestran en los segmentos con puntos rojos en las graficas A y D. Mientras
que cada valor de Ct esta emparejado por muestra entre sus 2 tratamientos con SD y Estandar. Los
emparejamientos se muestran con segmentos negros en las graficas By D.
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Las pruebas de las RT-qPCR multiplex para la deteccién de N1/N2 y el control RNaseP se
realizaron a las 11 muestras agrupadas, de las cuales todas fueron positivas para N1/N2y el control,
a excepcion de la muestra agrupada que contenia la proporcion de 10neg/Opos ya que generd un
resultado negativo para la deteccion de N1/N2 y positivo para el control de RNaseP.

Para los valores de Ct de las RT-qPCR multiplex de un paso se observa que todas las
pruebas con N1IN2-SD presentaron valores de Ct menor que las pruebas con N1N2-Estandar
(Figura 2D). Ademas, se muestran en segmentos rojos el promedio de N1N2-Estandar 23.78 y para
N1N2-SD 22.69 (Figura 4C); tanto para las reacciones multiplex como para sus controles con
RNaseP, se evidencia una deteccion tempranay ademas de acuerdo con las curvas de amplificacion
para las RT-gPCR multiplex (Figura 4D), el tratamiento con la Solucion Desnaturalizante también
puede potenciar la amplificacion total, ya que se obtuvieron valores de fluorescencia mas altos en
las pruebas RT-qPCR multiplex con los protocolos N1/N2-SD y RNase P-SD (Figura 5A'y B).

A lo anterior las comparaciones realizadas con la Prueba T (Test-T) para los valores de CT
de las RT-gPCR entre los tratamientos con SD y Estandar indicaron que no habia diferencias

significativas entre los protocolos con la SD y Estandar (Tabla 2).
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Figura 5

Curvas de amplificacion de las RT-gPCR multiplex con muestras de saliva agrupadas.
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Nota. Graficos de amplificacion lineal (Fluorescencia vs ciclo). (A) Las lineas azules representan
las pruebas con el protocolo N1/N2-SD y las rojas N1/N2-Estandar. (B) Los resultados de RNase
P-SD se muestran en lineas naranjas y RNase P-Estandar en lineas purpuras. Las flechas indican
el nimero de muestras positivas presentes en cada reaccion.
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Tabla 2

Prueba T para comparar cada grupo de protocolos.

Promedio
Protocolo Valor P
Estandar SD

N1 24.80 23.86 0.572
N2 23.20 23.82 0.698
RNase P 22.65 21.87 0.204
N1/N2 23.78 22.69 0.165
RNase P

21.45 21.14 0.421
(multiplex)

Nota. Valores obtenidos de la comparacion entre cada tratamiento (SD y Estandar) para cada
protocolo de deteccion. Para diferencias significativas entre las medias de 2 grupos P-valor <0.05.

4.2 Patron de hibridacién entre las regiones N1 y N2 del protocolo del CDC respecto a
secuencias gendmicas consenso de SARS-CoV-2 del afio 2021

Las secuencias gendmicas consensos del 20% de las variantes de SARS-CoV-2 presentaron
un porcentaje de identidad mayor al 97.1% para N1y para N2 un porcentaje de identidad del 100%.
Mientras que las secuencias genomicas consensos del 100% presentaron un porcentaje de
identidad entre 32% a 99% para N1y para N2 entre 52% a 100% (Tabla 3).

De las variantes estudiadas, la variante Delta de SARS-CoV-2 present0 el menor porcentaje
de identidad y la mayor cantidad de cambios nucleotidicos para las regiones de los
Cebadores/Sondas de N1 y N2. Los analisis y calculos para cada uno de los consensos de las

variantes en las regiones de los Cebadores/Sondas de N1y N2, estdn en Tabla 3 y Apéndice A.
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Tabla 3

Porcentajes de identidad y nimero de cambios nucleotidicos por variantes.

N1 N2
Tipo de Consenso 20% Consenso 100% Consenso 20% Consenso 100%
Variante Cambios Cambios Cambios Cambios
ID (%) ID (%) ID (%) ID (%)

en N1 en N1 en N2 en N2
Alfa 100 0 60.3 32 100 0 75.4 17
Beta 100 0 70.6 22 100 0 88.5 8
Delta 1 100 0 45.6 48 100 0 60.7 29
Delta 2 100 0 32.4 68 100 0 52.5 40
Gamma 100 0 98.5 1 100 0 100 0
GH490R  97.1 2 97.1 2 100 0 100 0
Lambda 98.5 1 92.6 5 100 0 98.4 1
Mu 100 0 73.5 20 100 0 78.7 13
Omicron 98,5 1 97.1 2 100 0 100 0

Nota. Esta tabla muestra los calculos del porcentaje de identidad (ID) y los cambios nucleotidicos
para las variantes empleadas de SARS-CoV-2 del afio 2021 respecto a las regiones de los
cebadores/sondas para N1y N2.
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5. Discusiones

Desde el inicio de la pandemia por COVID-19 surgid el desafio a nivel mundial de disefiar
protocolos para el diagnostico e identificacion de SARS-CoV-2, con el objetivo de que lo mas
importante era prevenir la propagacion del virus para mitigar sus efectos. Por ende, se incentivo la
implementacion de métodos precisos, rapidos, y asequibles para todo el mundo (Dhar, 2022).

Por tal motivo desde la notificacion del descubrimiento, el grupo CAGE participd con la
implementacion de mejoras en los sistemas de identificacion del virus por RT-qPCR.

Por tal razon en este trabajo se evalud e implementé una mejora al método antes citado por
su sensibilidad y especificidad (Martin et al., 2021). Para verificar los resultados que se generaron
por su implementacion, se incluy6 un analisis del patrdn teérico de hibridacion puesto que en una
muestra de un paciente se desconoce qué tipo de variante de SARS-CoV-2 ademas de sus genomas
canonicos 0 no candnicos y las estructuras secundarias que puedan formar (Cadena —Caballero et
al., 2022). Dicho analisis permitio obtener informacion importante sobre la pérdida de los sitios de
hibridacion especificos de los cebadores/sondas N1y N2 para cada variante de SARS-CoV-2. Lo
anterior permitid establecer que la regién N1 presentdé mayor variabilidad y cantidad de cambios
en comparacion con la region N2 de SARS-CoV-2 para el afio 2021. Lo cual indica que los
métodos enfocados en la deteccion de la regién N1 tendrian una alta probabilidad de generar
resultados falsos negativos en RT-gPCR.

También se evidencio6 que la variante Delta de SARS-CoV-2 presentd una mayor cantidad
de cambios de nucledtidos para las regiones de los Cebadores/Sondas de N1 y N2. Es decir, la
variante Delta estaria perdiendo los sitios de reconocimiento especifico de los cebadores/sondas

N1 y N2. Por tanto, las detecciones enfocadas a regiones gen N como el protocolo del CDC,
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deberian ser actualizadas, si se tiene en cuenta que la evolucion del genoma viral de variantes como
Delta generarian posibles falsos negativos para RT-PCR en regiones del gen N.

Acorde a lo anterior y a los resultados obtenidos con el par de muestras evaluadas con RT-
gPCR individual que no amplificaron la regién N1, pero si amplificaron la regién N2 y la RNase
P; se debe al patron de mutacion antes mencionado, el cual afecto la hibridacién en alguno de los
cebadores o sondas, lo que gener6 2 falsos negativos para la deteccion de N1.

Por ende, se razono que en los casos de las RT-gPCR en los que aumentaron los valores de
Ct individual en muestras identificadas con el protocolo que incluyd la solucién con los reactivos
desnaturalizantes para las estructuras Tallo burbuja en el ARN de la muestra, se pueden dar por
las caracteristicas intrinsecas de esta y por ende no se forman varias estructuras secundarias para
establecer diferencias significativas.

Se destaca que el uso de la Solucion Desnaturalizante mejoro el rendimiento de las RT-
gPCR multiplex en las 11 muestras de saliva agrupadas, ya que tanto los valores de Ct como la
sefal fluorescente fueron dptimos en comparacidn con las reacciones que no contenian la solucion
desnaturalizante.

De manera general, los resultados mostraron que la inclusion de la solucién mejora el
rendimiento de la RT-gPCR de un paso en muestras de saliva. Lo cual sugiere el efecto del TEA
y del DMSO sobre los enlaces de puentes de hidrogeno formados por los acidos nucleicos de la
region a amplificar del genoma de SARS-CoV-2, cuyo principio ya fue demostrado de forma
general (Kovarova y Draber 2000). Por lo tanto, el uso de ambos reactivos contribuira a mejorar
la identificacion viral en las muestras de saliva como se demostrd con las de hisopado
nasofaringeo, al participar en la hibridacion, lo que facilitara el reconocimiento especifico de los

cebadores (Cadena-Caballero et al 2022).
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Por lo anterior y con los resultados obtenidos se puede sugerir como se ha propuesto por
otros autores (Jiang et al., 2022) que, para el diagndstico e identificacion viral, es fundamental
tener el conocimiento gendmico del virus y constantemente actualizar los estudios sobre la
variabilidad de genomas para mejorar el reconocimiento de nuevas variantes emergentes. Ademas,
es importante considerar el patron mutacional en las regiones donde ocurrira la hibridacion de los

cebadores y sonda con su region blanco (Amato et al., 2021).

6. Conclusiones

1. El sistema automatizado de extraccion de ARN total en muestras de saliva genera
purificaciones pertinentes para ser empleadas en el diagnostico de SARS-CoV-2 por RT-gPCR de
un paso

2. La inclusién de la Solucién Desnaturalizante compuesta por TEA y DMSO cuya
concentracion esta en funcion de la proporcion nucleotidica del genoma SARs-CoV-2 en la prueba
de diagnoéstico de RT-gPCR de un paso autorizado por el CDC permite una mejoria en la
amplificacion de los acidos nucleicos de las regiones del gen N a partir de muestras de saliva.

3. La generacion de agrupacion de muestras de saliva en RT-gPCR de un paso en multiplex
con la Solucion Desnaturalizante mejora significativamente la cantidad de Ct de la reaccion.

4. La validacion in silico de los resultados de RT-gPCR de un paso mediante el patron
tedrico de hibridacion cebadores-sonda- region blanco con diferentes parametros de umbrales de

frecuencia permitira una mejor vigilancia genémica de las variantes de SARS-CoV-2.
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7. Recomendaciones

Actualizar los cebadores y sondas del protocolo de SARS-CoV-2 del kit del CDC y otros,
previo analisis in silico de los patrones de hibridacion con las regiones blanco.
Continuar con la constante actualizacion de bases de datos de genomas de SARS-CoV-2

para determinar la eficiencia de los kits empleados en el diagndstico por RT-gPCR de un paso.
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