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Resumen

La escasez mundial de reactivos para la extraccion de éacidos
nucleicos y la deteccion molecular de SARS-CoV-2 requiere de
nuevas estrategias de mayor rendimiento para el diagnéstico de casos
sospechosos de COVID-19, especialmente en paises que necesitan
aumentar su capacidad diagnostica. La deteccion de acidos nucleicos
en muestras agrupadas o pool testing se ha utilizado ampliamente
como una estrategia costo-efectiva para el VIH, hepatitis B, hepa-
titis C e influenza. Adicionalmente, los protocolos que no requieren
extraccion de ARN aparecen como una opcion para la deteccion de
SARS-CoV-2. En este trabajo, presentamos los resultados de una
estrategia deteccion de SARS-CoV-2 en muestras agrupadas, que
incluye diferentes métodos de extraccion de ARN que puede ser una
estrategia atractiva para los paises en desarrollo. La agrupacion de 5
muestras mostré variaciones C, en el rango de 1,0 a 4,5 unidades, con
una baja probabilidad de obtener falsos negativos, a diferencias de los
resultados agregando muestras agrupadas directamente en la reaccion
de amplificacion de SARS-CoV-2. En conclusion, la agrupacion de
muestras nasofaringeas, demostré ser un método confiable y, por lo
tanto, una alternativa para aumentar el rendimiento en el diagnéstico
de COVID-19 para paises en desarrollo.
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Abstract

The global shortage of reagents and kits for nucleic acid extraction
and molecular detection of SARS-CoV-2 requires new cost-effective
strategies for the diagnosis of suspected COVID-19 cases, especially
in countries that need to increase detection capacity. Pooled nucleic
acid testing has been extensively used as a cost-effective strategy for
HIV, HepB, HepC and influenza. Also, protocols dispensing of RNA
extraction appears as an attractive option for detection of SARS-
CoV-2. In this study, we found that pooling of 5 samples showed that
C, variations were in the range of 1.0-4,5 units, with less likelihood
of a false negative result. Results of the sample without nucleic acid
extraction, was unsatisfactory, with a significant increase in C_values,
and thus for risk of a false negative result. In conclusion, pooling
nasopharyngeal samples with both automated and manual extraction
proved reliable, and thus a potential efficient alternative for the diag-
nosis of suspected COVID-19 in developing countries.

Keywords: coronavirus; SARS-CoV-2; COVID-19; diagnosis;
pool testing.
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Introduccion

os pilares para el control de la pandemia de
I COVID-19 son la deteccion temprana, la cua-
rentena de casos y contactos, junto con el distan-
ciamiento social, especialmente cuando la deteccion es
suboptimal?. Actualmente, esta deteccion se basa en la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real (sigla en inglés: RT-PCR) de
muestras nasofaringeas, una técnica que ha demostrado
ser altamente especifica y sensible durante la fase sin-
tomatica temprana’.

El nimero de sujetos analizados para el virus del
SARS-CoV-2 varia significativamente segun los paises,
siendo el mas bajo en los paises en desarrollo. Hay varias
razones para esto, incluida la falta de una estrategia de de-
teccion adaptada a las condiciones del pais, la insuficiente
capacidad para realizar RT-PCR y/o la falta de reactivos
para realizar una gran cantidad de pruebas, ya sea por un
suministro insuficiente de reactivos para la extraccion
de acidos nucleicos o para la deteccion molecular de
SARS-CoV-2*.

En Chile, asi como en otros paises de ingresos me-
dios y altos, se ha implementado una estrategia local
con el objetivo de detectar la mayor cantidad de casos
posible. Los objetivos declarados por el gobierno buscan
aumentar la capacidad de deteccion de RT-PCR, para lo
cual, se han adoptado varias estrategias. La estrategia
principal ha sido organizar una red de laboratorios en
todo el pais, reclutando hospitales, instituciones publi-
cas y privadas, asi como laboratorios universitarios de
investigacion con capacidad de efectuar RT-PCR. Estos
laboratorios han trabajado para desarrollar protocolos
estandarizados bajo la supervision del gobierno. La
principal limitante para la puesta en marcha de esta
estrategia, ha sido la disponibilidad de reactivos. Es
importante destacar que la necesidad mundial de
diagndstico, permite preveer una escasez de reactivos
amediano y corto plazo, la que afectara principalmente
a los paises en desarrollo.

En este escenario, varios grupos de investigacion
estan buscando estrategias alternativas, incluidas el
prescindir de la extraccion de ARN y analizar muestras
agrupadas. La deteccion de acidos nucleicos en mues-
tras agrupadas se ha utilizado ampliamente como una
estrategia costo-efectiva para el VIH, la hepatitis B, la
hepatitis C e influenza>®. Datos publicados sugieren que
la agrupacion de cinco muestras, es un enfoque adecuado
en lugares con una tasa de prevalencia entre 3 y 15%’.
Presentamos aqui los resultados de una estrategia para
la deteccion de SARS-CoV-2 en muestras agrupadas,
que incluye diferentes métodos de extraccion de ARN
que puede ser una estrategia atractiva para los paises
en desarrollo.

Métodos

Agrupacion de muestras

Se utilizaron muestras nasofaringeas en medio de
transporte universal (UTM; Copan Diagnostics Inc) de
pacientes con resultado positivo y negativo mediante
RT-PCR para SARS-CoV-2. Para la agrupacion, se
usaron alicuotas de 200 ul de 5 muestras nasofaringeas
en medio UTM para crear agrupaciones con un volumen
final de 1 ml.

Extraccion de dcidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos de 400 ul de la
agrupacion de muestras se realizé usando: a) El kit MagNA
Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (extraccion au-
tomatizada) en el instrumento MagNA Pure LC o b) El kit
High Pure Viral Nucleic Acid Nucleic Acid Kit (extraccion
manual), segun a las instrucciones del fabricante (Roche).
El volumen de elucion se ajusto a 50 pl en ambos casos.
También se realizo RT-qPCR sin extraccion, agregando
5 pl de la mezcla de muestras agrupadas, directamente a
la reaccion de RT-PCR.

Deteccion de SARS-CoV-2

Para la deteccion de SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR
se utilizé el kit TagMan™ 2019-nCoV Assay Kit vl
para el gen orflab, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (ThermoFisher) en un equipo LightCycler®
480 Instrument IT (Roche), utilizando 5 pl de extraccion
de acidos nucleicos o adicionando 5 pl de las muestras
agrupadas sin extraer directo en la mezcla de amplifica-
cion. Se considerd positivo un umbral de ciclo (C,) <37.

Aprobacion del Comité de Etica

El laboratorio de Biologia Molecular del Hospital Dr.
Luis Calvo Mackenna (HLCM) ha sido identificado por
el Ministerio de Salud como un laboratorio de diagndstico
de COVID-19. Este trabajo se considera asi como una
intervencion de salud publica para mejorar el diagndstico
y no se solicito el consentimiento individual ni la aproba-
cion ética. Todas las muestras nasofaringeas de pacientes
positivos y negativos de COVID-19 se anonimizaron.

Resultados

El laboratorio de Biologia Molecular del HLCM ha
analizado hasta la fecha 13.703 muestras, de las cuales
5.251 han sido positivas. Para el proposito de este estudio,
se seleccionaron 23 muestras positivas con C que van
desde 16,6 a 36,1, y 40 muestras negativas.

Primero, se prepararon 6 grupos de 5 muestras c/u
sometidas a extraccion automatizada (Tabla 1). Los
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Tabla 1. Resultados de RPC* del SARS-CoV-2 obtenidos de los primeros seis grupos o pools de muestras nasofaringeas. La extraccion de acidos nucleicos

se realiz6 mediante una extracciéon automatizada®
Muestra Valor de C, Pool 1
SARS CoV-2
1 Neg X
2 Neg X
3 Neg X
4 Neg X
5 Neg X
6 Neg
7 Neg
8 Neg
9 Neg
10 21,1
1M 23,8
12 26,9
13 31,6
SARS-CoV-2 RT-PCR Neg
Valor C, -
AC, R

Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5
X
X
X
X X
X X
X X X
X X X
X X X
X
X
X
Pos Neg Pos Pos
24,3 - 27,2 30,1
3,2 - 3,4 3,2

Pool 6

Pos
34,0
2,4

*Reaccion de polimerasa en cadena. La extraccion automatizada fue hecha mediante el kit MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit | en el equipo MagNA Pure
LC instrument. ®°Cambios en el valor C.comparado con el valor C, de la muestra presente en el grupo. Neg, negativo; Pos, positivo.

grupos 2, 4, 5 y 6 incluyeron 4 muestras negativas y 1
positivas con valores de C de 21,1, 23,8, 26,9 y 31,6,
respectivamente. Los grupos 1 y 3 contenian s6lo muestras
negativas. La amplificacion del marcador del gen orflab
se obtuvo en todos los grupos con una muestra positiva.
Los valores de C, de los grupos 2, 4, 5y 6 fueron 24,3,
27,2,30,1 y 34, respectivamente, observando un aumento
de 2,4 a 3,4 unidades de C_con respecto al valor de C, de
la muestra original.

Para la comparacion entre extraccion automatizada, ex-
traccion manual y muestras sin extraccion, se prepararon
5 nuevos grupos (Tabla 2). Los grupos 8 a 11 incluyeron
4 muestras negativas y 1 muestra positiva con valores de
C, de 23,5, 16,8, 26,8 y 35 respectivamente. El grupo
7 incluyd 5 muestras negativas. La amplificacion de
SARS-CoV-2 se observo en los grupos 8, 9 y 10 mediante
extraccion automatizada, extraccion manual o agregando
la muestra del grupo directamente a la mezcla de PCR. Se
observaron valores de C, similares utilizando extraccion
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manual o automatica, pero se observo un aumento de ~ 5
unidades al agregar 5 pl de muestras agrupadas no extrai-
das a la reaccion de RT-PCR (Figura 1). No hubo senal
de amplificacion de SARS-CoV-2 en las agrupaciones 7
(solo con muestras negativas) y 11 (4 muestras negativas
y una positiva con un C_35) para ningtn procedimiento
de extraccion.

Para probar la eficiencia de nuestros datos anteriores,
se prepararon 20 nuevos grupos. Las agrupaciones 12 a
26 incluyeron 4 muestras negativas y 1 muestra positiva
con C_que oscild entre 16,6 y 36,1; los grupos 27 a 31
incluyeron 5 muestras negativas. La extraccion de acidos
nucleicos de los grupos se realizd6 mediante extraccion
manual. La amplificacion de SARS-CoV-2 se observo en
los grupos 12 a 25, observando un aumento de los valores
de C, de 1 a 4,5. No se detect6 sefial de amplificacion
en el grupo 26, que incluye una muestra positiva con
un C_ = 36,1. Los grupos 27 a 31 fueron negativos para
RT-PCR (Figura 2).
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Tabla 2. Resultados de RPC* del SARS-CoV-2 obtenidos de 5 grupos o pools de muestras nasofaringeas. La extraccion de acidos nucleicos se realizo
utilizando una extraccion automatica® (A) y extraccion manual® (M). También se evalué la adicion de la muestra de grupo (P) directamente a la reaccion
de PCR*

Muestra  Valor de C; Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool Pool
SARS CoV-2 7A SA 9A 10A 11A ™ 8M 9M 10M 11M 7P 8P 9P 10P 11P
14 Neg X X X X X X
15 Neg X X X X X X
16 Neg X X X X X X
17 Neg X X X X X X
18 Neg X X
19 23,5 X
20 16.8 X
21 26,8 X
22 35 X
SARS-CoV-2 RT-PCR Neg Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Neg Neg Pos Pos Pos Neg
Valor C, - 25,6 18,3 29,0 - - 25,2 18,5 29,0 - - 28,1 22,3 32,1 -
ACH - 2,1 1,5 2,2 - - 1,7 1,7 2,2 - - 4,6 5,5 53 -

T

*Reaccion de polimerasa en cadena. °La extraccion automaética fue realizada usando el kit MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit | en el equipo MagNA Pure LC ins-
trument (Roche). "La extraccion manual fue realizada usando el kit High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche). <Cinco microlitros of muestras agrupadas (sin extraccién) fueron
agregadas directamente a la reaccién de RT-PCR. “Cambio del valor C. comparado con el valor C, de la muestra positiva presente en el grupo. Neg, negativo; Pos, positivo.
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Figura 1. Curvas de amplificacion para SARS-CoV-2 obtenidas para el grupo 9. EI RT-PCR para SARS-CoV-2 se realiz6 usando como templado dcidos nucleicos purificados
a partir extraccion automatizada, manual, o las muestras agrupadas (sin extraccion). NTC, control sin templado.
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Figura 2. Valores C_de los resultados de amplificacién de SARS-CoV-2
para los grupos 12-31. El RT-PCR para SARS-CoV-2 se realizé usando
como templado &cidos nucleicos purificados a partir de extraccion
manual y se graficaron los valores de C, obtenidos en las muestras
positivas al efectuar la deteccion individual (puntos azules) y dentro de
su grupo respectivo (puntos rojos). Adicionalmente, se incluye entre
paréntesis el valor de cambio de C, de la muestra dentro del grupo
respecto a su valor en deteccion individual. Se asigné un valor de C;
de 0 a las muestras sin amplificacion. El grupo 26 esté resaltado con

una flecha negra.
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Nuestro estudio demuestra que la combinacion de
cinco muestras nasofaringeas de SARS-CoV-2 negativas
y/o cuatro negativas y una positiva en la misma prueba
de RT-PCR puede identificar efectivamente todas las
muestras negativas y detectar la muestra positiva. Ade-
mas, se observaron resultados de deteccion similares
al comparar la extraccion automatica y manual de las
muestras. Los resultados de las muestras sin extraccion de
acidos nucleicos no fueron satisfactorios, con un aumento
significativo en los valores de C.y, por lo tanto, un alto
riesgo de obtener un resultado falso negativo. Para las
muestras extraidas, las variaciones de C, estuvieron en
el rango de 1,0-4,5 unidades, con menos probabilidad de
un resultado falso negativo.

No observamos resultados falsos negativos signifi-
cativos. En todos los casos en los que hubo una muestra
positiva, la deteccion en la agrupacion de muestras fue
positiva, tanto en muestras extraidas automaticas como
manuales, excepto en dos casos, donde las muestras
positivas presentaban valores C de 35y 36,1, cerca del
limite de deteccién de la RT-PCR (C, < 37).

La agrupacion de muestras se ha descrito previamente
para la deteccion de SARS-CoV-2 en paises desarrollados.
Hogan y cols.?, estudiaron 292 grupos de muestras en
2.740 muestras nasofaringeas y 148 muestras de lavado
broncoalveolar, observando una tasa de positividad de
0,07% en el area de la Bahia de San Francisco (Califor-
nia, E.U.A). Este estudio es complementario al nuestro,
ya que se usaron muestras negativas para otros virus,
sin incluir muestras con valores de C_ conocidos. Otro
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estudio en Israel, encontr6 que se podia detectar una
sola muestra positiva, incluso en grupos de extracciones
de acidos nucleicos de hasta 32 muestras, con una tasa
de falsos negativos estimada de 10%°. Utilizando un
enfoque similar al descrito en este estudio, Abdalhamid y
cols.”, encontraron que el tamafio del grupo de 5 muestras
proporciona la mayor reduccion en el numero esperado
de pruebas.

La deteccion en muestras agrupadas pueden ser
una buena alternativa para aumentar el rendimiento de
las pruebas, utilizando menos reactivos y ofreciendo
resultados mas rapidos. Esto es relevante para los paises
sub-desarrollados o en desarrollo, donde los recursos
pueden ser escasos. La posibilidad de aumentar el nimero
de muestras para la deteccion de SARS-CoV-2 podria
ayudar significativamente a los paises con recursos
reducidos a obtener mejores resultados para la pandemia
de COVID-19. Para el diagndstico post-pandemia de
grandes poblaciones, la agrupacion de muestras también
representara una alternativa importante de considerar.

Nuestro estudio tiene la limitacion de haber realizado
solo 31 agrupaciones en 63 muestras nasofaringeas (40
negativas y 23 positivas); sin embargo, los resultados
son consistentes y proporcionan informacion relevante
para la implementacion de estrategias que permitieran
optimizar la deteccion de SARS-CoV-2. Incluimos cinco
muestras en cada grupo, lo que parece adecuado en una
situacion con una tasa de positividad general del 10%.

En areas con tasas de positividad mas bajas, espe-
cialmente en futuras pruebas post-pandemia, puede
considerarse aumentar el nimero de muestras para hacer
las agrupaciones. Finalmente, no probamos la inclusion
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de mas de una muestra positiva en cada grupo; sin em-
bargo, no esperariamos que esto modifique los resultados

observados.
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confiable y eficiente para la deteccion de SARS-CoV-2
en regiones menos desarrolladas que cuentan con una

capacidad de deteccion reducida.

En conclusion, la agrupacion de muestras nasofarin-

geas, junto con la extraccion de acido nucleicos a través de
meétodos automaticos o manuales es estrategia alternativa
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