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RESUMEN:

La reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa en tiempo real (Real Time RT-PCR) es el
ensayo mas sensible y especifico para la deteccion del SARS-CoV-2, los genes ORFlab, RdRp, E, Ny S son
los objetivos mas utilizados. La sensibilidad y capacidad de deteccién del SARS-CoV-2 varia dependiendo del
gen amplificado. El objetivo de este estudio es comparar la capacidad de deteccion de 3 de los genes diana mas
utilizados en el diagnéstico de COVID-19. Para ello, se estudiaron 1043 muestras de hisopados nasofaringeos,
de las cuales se extrajo el material genético, por medio de columnas comerciales. A partir del ARN extraido se
realiz6 una RT-qPCR para el gen E, para la deteccién del SARS-CoV-2 y RNAsa P como control interno. Del to-
tal de muestras positivas se seleccionaron de manera aleatoria 20 muestras para realizar una RT-gPCR multi-
plex, para gen N y Orf 1lab para su estudio comparativo. Del total de muestras testeadas, 54 muestras (5.7%)
fueron positivas para el gen E. De la subpoblacion analizada, el 65% fueron positivas simultdneamente para los
3 genes evaluados, el 75% para los genes E y N, el 65 % para los genes E y Orf 1ab y en un 25% Unicamente
se detecto el gen E. Entre las muestras con amplificacién de los 3 genes diana, encontramos que los valores de
CT para el gen E eran significativamente mas bajos que los valores de CT para los genes Orf 1ab y N. Con este
trabajo se pudo evaluar la capacidad de deteccion de 3 genes dianas en el diagnéstico de COVID-19 por RT-
gPCR. En particular, nuestro estudio se realizé utilizando solo un pequefio nimero de muestras clinicas y, por lo
tanto, para un mejor analisis estadistico, seria necesario aumentar el nimero de las mismas.

Palabras clave: Pandemia COVID-19, SARS-CoV-2, Coronavirus, Sindrome respiratorio agudo severo.

SUMMARY:

The real-time transcription polymerase chain reaction (Real Time RT-PCR) is the most sensitive and specific
assay for the detection of SARS-CoV-2. ORFlab, RdRp, E, N and S genes are the most commonly used targets.
The different sensitivity and detection capability of SARS-CoV-2 lies within the amplified gene. So, the objective
of this study was to compare the detection capability of 3 of the most commonly used target genes in the diagno-
sis of COVID-19. 1043 samples of nasopharyngeal swabs were studied, from which the genetic material was ex-
tracted, by commercial columns. From the extracted RNA, an RT-gPCR was performed for the E gene, positive
samples for -SARS-CoV-2 and RNAsa P as an internal control. Of the total of positive samples, 20 samples were
randomly selected to perform a multiplex RT-qPCR, for genes N and Orf 1ab in order to compare them. Of the to-
tal samples tested, 54 samples (5.7%) were positive for the gene E. Of the subpopulation analyzed, 65% were
positive simultaneously for the 3 genes evaluated, 75% for the E and N genes, 65% for the E and Orf 1ab genes
and in 25% only the E gene was detected. Among the samples with amplification of the 3 target genes, we found
that the CT values for the E gene were significantly lower than the CT values for the Orf 1ab and N genes. With
this work, it was possible to evaluate the detection capacity of 3 target genes in the diagnosis of COVID-19 by
RT-PCR. In particular, our study was conducted using only a small number of clinical samples and therefore for
better statistical analysis it would be necessary to increase the number of them.

Keywords: COVID-19 pandemic, SARS-CoV-2, Coronavirus, Severe acute respiratory syndrome.

INTRODUCCION

El 31 de diciembre de 2019, se informé a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) acerca de
un brote de casos de neumonia, en la ciudad de Wuhan (China), causados por un virus pertenecien-
te a la familia Coronaviridae, actualmente denominado SARS-CoV-2 (coronavirus 2 del sindrome
respiratorio agudo grave). El mismo, rapidamente se propag6 por diferentes paises alcanzando una
distribucion que configura la pandemia méas importante que ha sufrido la humanidad en los dltimos 50
arios .

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) supone una enorme carga para la sociedad, la
economia y los sistemas sanitarios de todo el mundo; siendo una de las medidas primordiales para el
control de la propagacion el diagndstico certero y oportuno. La reaccion en cadena de la polimerasa
de transcripcion inversa en tiempo real (Real Time RT-PCR) es el ensayo mas sensible y especifico,
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por lo tanto, es considerado el Gold estandar para el diagnéstico. Los coronavirus son virus de ARN
de cadena positiva que expresan su complejo de replicacién y transcripcion, incluida su ARN polime-
rasa dependiente de ARN (RdRp), desde un Unico marco de lectura abierto grande denominado
ORF1lab. Las proteinas estructurales del coronavirus, incluidas las proteinas de la envoltura (E), nu-
cleocéapside (N) y espiga (S), se expresan a través de la produccion de ARN mensajeros subgenémi-
cos. Los genes ORFlab, RdRp, E, N y S son los objetivos mas utilizados para la detecciéon del
SARS-CoV-2 mediante RT-PCR .

La sensibilidad y capacidad de detecciéon del SARS-CoV-2 varia dependiendo del gen amplificado
® En este estudio se busca comparar la capacidad de deteccién de 3 de los genes diana mas utili-
zados en el diagnéstico de COVID-19.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la capacidad de deteccion de 3 genes dianas en el
diagnéstico de COVID-19 por RT-PCR

MATERIAL Y METODOS:

Se estudiaron 1043 pacientes, sin distincion de edad ni sexo, que concurrieron a distintos centros
de testeos para COVID-19 de la provincia de Corrientes, durante el primer semestre del afio 2021.
Las muestras de hisopados nasofaringeos fueron remitidas, en medio de transporte viral, al Labora-
torio de Medicina Genomica.

La extraccién de ARN se realiz6 a partir de las muestras clinicas, por medio de columnas comer-
ciales (Inbio-Highway).

El ARN de SARS-CoV2 se detectd mediante la técnica de real time RT-PCR para la blsqueda del
gen E, basado en el protocolo del Instituto Charité y termociclador CFX-96. En paralelo se estudi6 la
presencia del gen Ribonucleasa P (RNAsa P), que actlia como control interno y permite evaluar la
calidad de la muestra.

Del total de muestras positivas se seleccionaron de manera aleatoria 20 muestras para realizar
una RT-PCR multiplex, para gen N y Orf 1ab (amoyDx) para su estudio comparativo.

RESULTADOS:

Del total de muestras testeadas, 54 muestras (5.7%) fueron positivas para el gen E, de las cuales
38,9% correspondian a pacientes de sexo femenino y el 61.1% a pacientes de sexo masculino.

De la subpoblacién analizada, el 65% fueron positivas simultaneamente para los 3 genes evalua-
dos, el 75% para los genes E y N, el 65 % para los genes E y Orf 1ab y en un 25% Unicamente se
detect6 el gen E.

Entre las muestras con amplificacion de los 3 genes diana, encontramos que los valores de CT
para el gen E eran significativamente mas bajos que los valores de CT para los genes Orf 1ab y N.

DISCUSION:

Actualmente, se han desarrollado un gran nimero de herramientas para el diagndstico de COVID-
19, como el aislamiento viral, los ensayos basados en PCR vy las técnicas para busqueda tanto de
antigenos como anticuerpos @ Sin embargo, la RT-PCR sigue siendo la herramienta preferida para
la deteccién del SARS-CoV-2. Hay que tener en cuenta que la tasa de deteccidn del acido nucleico
viral estd estrechamente relacionada con el curso de la infeccion viral, el momento de la toma de
muestra y el conjunto de genes diana amplificados ®)

Tedricamente, los cebadores y sondas de los genes diana deben tener no solo una alta especifi-
cidad sino también una alta sensibilidad. Ademas, la secuencia de la region blanco debe mantenerse
conservada, para evitar falsos negativos por mutaciones en los sitios de unién de cebadores o son-
das. El gen ORF1lab es de los mas conservados, pero presenta baja sensibilidad, mientras que otros,
como N o E, son menos conservadores, pero mas sensibles ®

En este trabajo, se confirma que la deteccion del SARS-CoV-2 mediante la amplificacién del gen
E presenta el porcentaje mas alto, siendo por lo tanto el mas sensible, coincidiendo con los estudios
de van Kasteren et. al (2). Ademas entre las muestras con amplificacion de los 3 genes diana estu-
diados, encontramos que los valores de Ct para el gen E eran significativamente mas bajos, lo cual
se corresponde con lo descripto por Colton et. al. lo que puede sugerir la posibilidad de que haya un
mayor nimero de copias del gen E presente en las muestras ®
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CONCLUSION:

Con este trabajo se pudo evaluar la capacidad de deteccion de 3 genes dianas en el diagnéstico

de COVID-19 por RT-PCR. En particular, nuestro estudio se realizé utilizando solo un pequefio nu-
mero de muestras clinicas y, por lo tanto, para un mejor andlisis estadistico, seria necesario aumen-
tar el nimero de las mismas.
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