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Resumen

La infeccion respiratoria aguda (IRA) producida por VSR es una de las principales
causas de hospitalizaciones de lactantes y nifios (1) y de una elevada morbilidad y
mortalidad entre ancianos y adultos con condiciones debilitantes subyacentes (2). El
diagnoéstico preciso y rapido disminuye el uso innecesario de antibidticos y pruebas
adicionales de laboratorio, el tiempo de hospitalizacion y la transmision intrahospitalaria
(3, 4). La PCR en tiempo real es una metodologia adecuada para su utilizacion en el
laboratorio bioquimico por su velocidad, sensibilidad y la posibilidad de multiplexado, es
decir la deteccion de cuatro o cinco patdogenos simultdneamente (dependiendo de la

cantidad de canales del instrumento usado).

Objetivos: Puesta a punto de una RT-qPCR utilizando la mix y reactivos
suministrados por Productos Bio-Légicos (PB-L) y comparacion de los resultados

obtenidos con las técnicas de rutina en un servicio hospitalario.

Materiales y métodos: Se utilizo el kit de One-Step qRT-PCR Plex de PB-L
disefiados para realizar la RT y la qPCR subsiguiente en forma directa y en un solo tubo.
La reaccion y deteccion del virus se realizd con un equipo CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (BioRad Laboratories) utilizando el canal de FAM para el VSR y el de
CyS5 para el control endogeno (RNAsa-P). Los resultados se analizaron con el Software

Maestro (CFX Maestro Software, BioRad Laboratories).

Conclusiones: Fue posible poner a punto una técnica de deteccion por RT-qPCR
para virus sincicial respiratorio humano que resulto comparable en cuanto a su capacidad
de amplificacion a la isotérmica LAMP y que ofrece mayor sensibilidad con respecto a
las técnicas de rutina de inmunofluorescencia directa (IFD). Es de destacar que los
reactivos utilizados son de produccion nacional por lo que, si se cuenta con el
equipamiento, la RT-qPCR suma la economia a las grandes ventajas que ofrece: la
mencionada mayor sensibilidad, gran versatilidad ya que permite la opcion de
multiplexado, el procesamiento de muchas mas muestras por hora y la posibilidad de

redisefio y modificacion por el operador.



Abreviaturas

Ab / Ac: Antibody — Anticuerpo

ADN / DNA: Acido Desoxirribonucleico
Ag: Antigeno

ARN / RNA: Acido Ribonucleico

RNAm: Acido Ribonucleico mensajero

Ct / Cq: Cycle Threshold (Umbral del Ciclo)
CV: Carga Viral

FDA: Food and Drugs Administration / Administracion de Alimentos y

Medicamentos de los Estados Unidos
IF: Inmunofluorescencia

IFD: Inmunofluorescencia Directa
IgG: Inmunoglobulina G

IRA: Infeccion respiratoria aguda

LAMP: Loop-Mediated Isothermal Amplification / Amplificacion isotérmica

mediada por bucle

LOD: Limite de deteccion

PBS: Phosphate-buffered saline / Buffer fosfato salino

RT: Retrotranscriptasa

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa
VSR / RSV: Virus Respiratorio Sincitial

TRI: Tracto respiratorio inferior

TRS: Tracto respiratorio superior
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1. Justificacion e importancia del tema

La infeccion respiratoria aguda (IRA) producida por VSR es una de las principales
causas de hospitalizaciones de lactantes y nifios (1) y de una elevada morbilidad y
mortalidad entre ancianos y adultos con condiciones debilitantes subyacentes (2). El
diagnostico preciso y rapido disminuye el uso innecesario de antibidticos y pruebas
adicionales de laboratorio, el tiempo de hospitalizacion y la transmision intrahospitalaria
(3, 4). Los estudios de etiologia viral son fundamentales para determinar la incidencia en
distintos grupos, su cinética de diseminacion e identificacion de factores de

vulnerabilidad en la poblacion (5).

En la actualidad, la inmunofluorescencia (IF) es el método de uso rutinario en la
mayoria de los hospitales para deteccion de VSR, aunque su sensibilidad es menor en
comparacion con métodos de cultivo y RT-PCR. Por ejemplo, en una comparacion entre
la IF y reactivos multiplex de RT-PCR comerciales, de 750 muestras testeadas por IF, 288
(38,4%) fueron positivas, mientras que otras 214 (28,5%) fueron positivas por PCR
multiplex, para una tasa de positividad total del 66,9% (6). Es importante destacar que la

falta de sensibilidad de la técnica de IF es particularmente notable en muestras de adultos.

El VSR globalmente causa infecciones respiratorias que afectan a 64 millones de
personas, la hospitalizacion de unos 3 millones de nifios menores de 5 afos y de
aproximadamente 336.000 adultos mayores al afio. Solo en pediatria se calcula un costo
medico de unos 5.400 millones de ddlares (7) y una mortalidad global mayor a 118.000
infantes cada afio con el 99% de las muertes ocurriendo en paises en desarrollo (8). Por
estas razones el VSR es blanco de desarrollo de vacunas desde hace mas de cincuenta
afios. En los afios 60 se probaron vacunas a virus inactivado en los EE.UU. de América
con resultados tragicos ya que se produjeron casos mas severos (y dos muertes) cuando
los vacunados fueron naturalmente infectados con el virus. Es decir, se observo el efecto
contrario a la proteccion buscada, supuestamente porque las vacunas a virus inactivado
generaban respuesta de tipo Th2 y deficientes respuestas de linfocitos T citotoxico (9).
Actualmente hay muchos desarrollos en marcha en fases preclinicas y clinicas, con cuatro
que han alcanzado la fase III, incluyendo vacunas a mRNA y a vector Adenovirus (10) y
dos que ya han sido autorizadas para su uso. Si bien las vacunas se destinaran a proteger

poblaciones susceptibles a enfermedad severa (nifios pequefios y tercera edad), las



pruebas clinicas actuales se enfocan en poblaciones de mayores de 60 afios y en
estrategias de inmunizacion de embarazadas para obtener proteccion en el recién nacido
por pasaje de anticuerpos transplacentarios y via amamantamiento. Como resultado de la
eficacia demostrada en pruebas clinicas, la FDA dio su aprobacién a la vacuna Abrysvo
(Pfizer Inc.) en mayo de 2023 para la prevencion de la enfermedad de las vias respiratorias
inferiores causadas por el VSR en personas mayores de 60 afios y en agosto del mismo
afio para su uso entre las 32 y 36 semanas de edad gestacional de embarazo. Muy poco
después, esta vacuna fue autorizada por la Administraciéon Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) para su uso en embarazadas y el 1 de enero
de 2024 comenz6 en Argentina la vacunacion contra el VSR con esta vacuna para
personas gestantes. El objetivo es proporcionar, a través del pasaje transplacentario de
anticuerpos, proteccion contra la bronquiolitis durante los primeros seis meses de vida. A
tal fin, se aplica una dosis de esta vacuna a todas las mujeres embarazadas entre las
semanas 32 y 36 de gestacion, antes del inicio y durante la temporada de circulacion del
VSR. Esta nueva estrategia fue incorporada al Calendario Nacional de Vacunacién (CNV)
con caracter gratuito y obligatorio, mediante la resolucion 4218/2023 publicada el 18 de
diciembre en el Boletin Oficial. En este marco de activa investigacion y pruebas de
eficacia de nuevas vacunas y, posteriormente, cuando se evalie la implementacion de
programas sera necesario contar con métodos de deteccion sensibles (sobre todo para

adultos) y de amplia disponibilidad.

La PCR en tiempo real es una metodologia adecuada para su utilizacion en el
laboratorio bioquimico por su velocidad, sensibilidad y la posibilidad de multiplexado, es
decir la deteccion de cuatro o cinco patdogenos simultdneamente (dependiendo de la
cantidad de canales del instrumento usado). Por otro lado, la introduccion de la real time
PCR (qPCR) fue de gran importancia para hacer posible su uso en el laboratorio de
andlisis clinico ya que, a diferencia de las técnicas de PCR de punto final cuyo paso de
amplificacion y andlisis requiere de al menos un ambiente segregado y con presion
negativa para evitar contaminaciones, la real time puede realizarse en el ambiente general
de laboratorio ya que el analisis no requiere de apertura de tubos con amplicones. También
es importante destacar que desde principios de 2020 tanto el gobierno nacional como los
gobiernos provinciales y/o locales han realizado un gran esfuerzo para poder establecer

una red de laboratorios de diagndstico molecular basado en real time PCR en el contexto



de la pandemia de COVIDI19. Esta circunstancia ha posibilitado un avance en
capacitacion de recursos humanos e incorporacion de equipamiento (solo en provincia de
Buenos Aires hay 82 laboratorios que realizan qPCR y LAMP) por lo que seria ideal
poder aprovechar estas nuevas condiciones e incorporar alternativas al diagndstico de
rutina del VSR. En ese sentido, el presente trabajo propone la puesta a punto de la
deteccion de VSR en muestras clinicas utilizando reactivos (reactivos de extraccion,
mezcla de enzimas y buffers) de produccion local (PB-L, Argentina) y la comparacion de
los resultados obtenidos respecto al método utilizado actualmente en el Hospital Mi

Pueblo de Varela (IFD).



2. Virus Respiratorio Sincitial (VSR)

2.1 Presentacion clinica v epidemiologia

El virus VSR puede ir desde infecciones leves del tracto respiratorio superior
donde el tratamiento es sintomatico, hasta presentaciones graves, con afectacion del tracto
respiratorio  inferior (bronquiolitis, bronquitis y neumonia), que requieren
hospitalizaciones y asistencia respiratoria mecanica pudiendo generar casos fatales (1).
Aunque puede afectar a todos los grupos etarios, la primoinfeccion suele ocurrir en los
primeros meses a 2 afios de vida siendo la causa mas comun de hospitalizacion en bebés
(11). En nifios mayores y adultos la infeccion causa frecuentemente resfrio comuin suave.
En adultos mayores e inmunocomprometidos la infeccion por VSR da lugar a infecciones
bajas y casos severos de una elevada morbilidad y mortalidad (2). Tiene una
estacionalidad marcada que comprende desde otofio tardio hasta los primeros dias de

primavera.

2.2 Clasificacién vy estructura del VSR

El virus respiratorio humano (nombre clasico), segun clasificacion ICTV
(International Comittee on Taxonomy of Viruses) pertenece a la familia Preumoviridae,
genero Orthopneumovirus, especie Orthopneumovirus hominis. Su genoma consiste en
RNA monocatenario unimolecular (no segmentado) de polaridad negativa e integra la
clase V de Baltimore. Rodeando este material genético en toda su extension se une la
nucleoproteina (NP) formando una nucleocapside helicoidal, hacia el exterior del virion
se halla la proteina matriz (M) tapizando el interior de una envoltura constituida por una
bicapa lipidica (derivada de la membrana plasmatica de la celula huesped) donde se
insertan las principales proteinas de superficie: glicoproteinas F (de fusion) y
glicoproteinas G (de union), caracteristicas de este virus. Ademas, en la envoltura se
encuentran también pequefias proteinas hidrofobicas no glicosiladas, SH, cuya funcion
actualmente no se conoce bien. La proteina G es responsable de la union a la superficie
celular que consecuentemente conduce a la fusion de membranas (viral con celular)
mediada por la proteina F. La proteina de fusion tambien facilita la infectividad y
diseminacion viral dando lugar a la formacion de sincitios (su caracteristico efecto

citopatico) por la union de celulas infectadas a celulas adyacentes no infectadas. (1)
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Figura 1. Estructura del Virus Respiratorio Sincitial (VRS)

2.3 Entrada v ciclo de infeccion

La entrada del Virus Respiratorio Sincitial a la célula huésped se puede llevar a

cabo mediante dos mecanismos diferentes (3, 12):

Fusion de la membrana celular con la envoltura viral: Es el mecanismo mas
aceptado y eficiente (3, 13) mediada por las proteinas transmembranales de superficie del
VSR, las proteinas F y G. La glicoproteina G de uni6on interacciona con
glicosoaminoglicanos (GAG) celulares, principalmente proteoglicanos de heparan sulfato
(HSPG) y CX3CRI1 (receptor de quimioquinas), sufriendo cambios conformacionales
que, consecuentemente inducen la reorientacion del péptido de fusion en la proteina F
permitiendo que comience a insertarse en la membrana de la célula huésped con la
consiguiente fusion de las membranas (viral y celular). Posteriormente la infeccion
desemboca en un evento que da lugar a la formacion de sincitios por la expresion de estas
proteinas en la superficie celular. El receptor putativo para RSV-F es la nucleolina.

(Figura 2)
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Figura 2. Ingreso de VRS por interaccion de las glicoproteinas virales con los receptores
celulares y posterior fusion de membranas. Imagen diseriada particularmente para este
trabajo.

Endocitosis mediada por clatrina: Es el mecanismo menos eficiente, una vez
que la particula viral es endocitada, tiene lugar la fusion de membranas (endosomal y la

membrana viral) mediada por las proteinas virales F y G. (Figura 3)

Luego de la fusion de membranas se produce el desnudamiento o liberacion de la
nucleocapside en el citoplasma de la célula blanco. Esta nucleocapside incluye el RNA
gendmico en una estructura helicoidal cuya proteina principal es la N y también la
maquinaria de replicacidon cuyos componentes principales son la polimerasa L y la
fosfoproteina P. A partir de este momento tiene lugar la produccion de RNAs mensajeros
(mRNAs) y la replicacion del genoma en el citoplasma. Estos procesos ocurren de forma
sucesiva y coordinada por la sintesis y abundancia relativa de las proteinas de
nucleocapside. La cadena de RNA de sentido negativo sirve inicialmente como molde
para la sintesis de varios RNAs subgendémicos de polaridad positiva cuya funcion es de
ser mRNAs para la produccion de proteinas tanto tempranas como tardias. Posteriormente

a la acumulacion de las proteinas N, L, P y M2 se produce un switch hacia la actividad
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replicasa de la polimerasa generandose, a partir del molde negativo copias de genoma
completo de polaridad positiva que, a su vez, sirven como molde para para la sintesis de
RNA genoémico de polaridad negativa. Finalmente se ensambla la particula viral y se

libera por gemacion (13).
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Figura 3. Ingreso de VRS mediante endocitosis mediada por clatrina. Imagen disefiada
particularmente para este trabajo.

2.4 Transmision
Las principales formas de transmision del VSR ocurren por contacto directo con
una persona infectada y por contacto con superficies y fomites contaminados con
particulas relativamente grandes de secreciones respiratorias liberadas por la tos o
estornudo de personas cursando infeccion de VSR. Esto permite la inoculacion directa y
la autoinoculacion en los 0jos y nariz por secreciones infecciosas, también ocupa un lugar
importante en la transmision del VSR la via aérea a partir de aerosoles de particulas mas

pequefias (<4 um) (1, 14).
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2.5 Prevencion

Para los nifios con alto riesgo de enfermedad severa por VSR, existe una terapia
preventiva basada en el anticuerpo monoclonal llamado palivizumab. Es una profilaxis
que consta de anticuerpos monoclonales humanizados que ayuda al sistema inmune a
retrasar o detener la propagacion del virus y reduce las hospitalizaciones, se administra
durante la temporada de VSR y va dirigido a nifios con alto riesgo debido a
comorbilidades como displasia broncopulmonar, cardiopatia congénita o prematuros. Se
administra una dosis de 15mg/Kg una vez al mes (méximo de 5 dosis) en nifios de 0 a 24
meses (15, 16).

En el afio 2023 para la prevencion de la enfermedad del tracto respiratorio inferior
en adultos mayores de 60 afos, la FDA aprob6 vacunas para el VSR, estas son Arexvy
(GSK) y Abrysvo (Pfizer), esta tultima también autorizada por ANMAT (Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Medica) (17, 18, 19) e incorporada
en el calendario nacional a partir de 2024 para ser aplicada en embarazadas, entre las 32

y 36 semanas de gestacion (20, 21, 22) como se describe mas arriba.

2.6 Manejo clinico v tratamiento

El manejo clinico consiste en la profilaxis inmunoldgica para los casos de infantes
de alto riesgo y terapia de apoyo para nifios y adultos previamente sanos e
inmunocompetentes infectados. La inmunoprofilaxis se basa en el uso de anticuerpos
monoclonales humanizados dirigidos contra las proteinas de superficie de union (G) y
fusion (F) del VSR. El principal utilizado es Palivizumab, de tipo IgG, cuyo blanco de
union es el sitio antigénico de la glicoproteina RSV-F. Su administracion es via
intramuscular y se reserva para los grupos de alto riesgo tales como nifios con
enfermedades cronicas, prematuros (menos de 35 semanas de gestacion), cardiopatia
congénita hemodindmicamente significativa o con enfermedad pulmonar cronica. (2)

Si bien se han desarrollado y estudiado otros anticuerpos monoclonales tales como
Motavizumab y Suptavumab no han pasado la fase III de desarrollo farmacéutico debido
a problemas de seguridad y fueron suspendidos por la FDA (Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos). En julio de 2023, la FDA aprobd Nirsevimab
para uso en bebés y ninos pequenos vulnerables menores de 2 afios de edad. Nirsevimab,

un monoclonal de unién a proteina F es fabricado por AstraZeneca y Sanofi y exhibid
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eficacias superiores al 70% en la prevencion de la enfermedad del tracto respiratorio
inferior por VSR en prematuros y lactantes sanos (26).

La terapia de apoyo consiste en la administracion de broncodilatadores,
antipiréticos, corticoesteroides (para pacientes con EPOC o asma) y suplementos de

oxigeno (1).

3. Diagnostico

3.1 Diagnostico viroldgico

Establecer un diagndstico virologico concreto y rapido es crucial para la
administracion de un tratamiento antiviral adecuado, reducir el nimero y el tiempo de
hospitalizaciones (con ello también el riesgo de adquirir infecciones nosocomiales), y
reducir el uso inadecuado de antimicrobianos. En particular, es importante instaurar un
diagnostico preciso para VSR dada su alta tasa de morbi-mortalidad en lactantes de 0 a
24 meses de vida y en ancianos o pacientes inmunocomprometidos a fin de adoptar

decisiones clinicas inmediatas que repercutan en la atencion al paciente.

3.2 Diagnostico diferencial

Dado que las presentaciones clinicas de distintos agentes respiratorios son
similares, el diagnostico diferencial requiere del laboratorio para una adecuada
identificacion del agente viral causal. Existen métodos de diagnostico virologico directos
(se basan en la deteccion del antigeno) e indirectos (basados en la deteccion de la
respuesta inmunologica o anticuerpos). Entre los métodos directos encontramos: cultivo
celular, RT-qPCR, prueba rapida de Ag, inmunofluorescencia directa, entre otros. En el
presente trabajo, se desarrollard una comparacion entre métodos directos, los realizados
como rutina en el laboratorio hospitalario (deteccion de Ag por IFD y, ocasionalmente
LAMP) y las RT-qPCR que optimizamos en este trabajo para la deteccion especifica de
VSR.
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3.3 Métodos de deteccidon

3.3.1 Inmunofluorescencia (IF)

La IF es una técnica muy utilizada en la deteccion de virus respiratorios. Existe en
dos formatos: directo, en el cual el anticuerpo especifico contra el antigeno blanco (primer
Ac) esta conjugado con un fluoréforo e indirecto, en el cual este primer Ac no es
conjugado, sino que se une en un segundo paso a un anticuerpo anti-especie conjugado
con un fluoroforo (segundo Ac marcado).

Para la realizacion del presente trabajo se ha llevado a cabo la metodologia directa
que es la actualmente utilizada en el Hospital Mi Pueblo de Varela. Esta técnica consiste
en la inmunomarcacién de células epiteliales del tracto respiratorio provenientes del
muestreo por hisopado nasofaringeo distribuidas sobre un portaobjeto. Luego de un
proceso de fijacion y permeabilizacion, esta preparacion (impronta) es tratada con un
anticuerpo monoclonal especifico marcado con un fluorocromo (isotiocianato de
fluoresceina que es el mas comun). Se lo incuba a 35°-37°C bajo condiciones de humedad
para evitar la deshidratacion de las células y permitir la interaccion Ag-Ac. Finalmente,
se realiza un lavado para eliminar el exceso de anticuerpo monoclonal no unido y se
procede a la visualizacion bajo microscopio de fluorescencia. Las c€lulas infectadas por
el virus se visualizan por la fluoresceina de color verde manzana que emiten las zonas
intracelulares con el antigeno especifico de VSR en tanto que el resto de la célula y
aquellas no infectadas emiten una fluorescencia de color rojo por el colorante Azul de
Evans que se agrega a la reaccion como contracolor (ver figura 4). Cada virus tiene un
patron de tincion tipico. Para la infeccion por VSR consiste en fluorescencia verde

citoplasmatica punteada y con pequefias inclusiones como se observa en la figura 4.
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Figura 4. Células epiteliales del tracto respiratorio ligadas a un

anticuerpo monoclonal especifico marcado con un fluorocromo

observadas por microscopio de fluorescencia.

Esta metodologia requiere de un buen muestreo que permita obtener gran cantidad
de células en la impronta y con un porcentaje de células infectadas relativamente alto para
que sea suficientemente sensible en el uso clinico. Por esta razon es una técnica mas tutil
en pacientes pediatricos que en individuos adultos dado que en los nifios se observa un
namero mayor de células infectadas que en los adultos. Por razones similares, es
importante que la toma de muestra sea de buena calidad para poder realizar improntas
con cantidades significativas de células.

En este trabajo, se ha utilizado el kit D* Ultra 8™ DFA Respiratory Virus
Screening & Identification, el cual, como su nombre lo indica, permite la deteccion e
identificacion de 8 virus respiratorios (VSR, PIV 1,2,3, hMPV, Flu A, Flu B y adenovirus)
a partir de muestras de hisopados nasofaringeos. El kit consta de reactivos para la
deteccion por inmunofluorescencia directa (DFA = Direct Fluorescence Assay)
incluyendo anticuerpos monoclonales (AcMo) especificos contra cada uno de los virus
mencionados marcados con fluoresceina. Por un lado, se incluye un vial con una mezcla

de los 8 AcMos marcados y por otro lado viales individuales (DFA) con cada AcMo
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marcado individual. Inicialmente, se realiza la deteccion de virus en la muestra haciendo
tamizaje con la mezcla y, en el caso de obtener algun positivo, se procede a la

identificacidn con los monoclonales individuales.

—) Fluoresceina

Ab monoclonal especifico
conjugado con fluoresceina

\\

Antigeno (Ag)

Portaobjetos

Figura 5. Esquema del fundamento IFD disefiado para este

Desventajas:

e Lanecesidad de disponer de un microscopio de fluorescencia y de personal
capacitado en la interpretacion de resultados.

e FEl rendimiento es relativamente lento en comparacion con otras
metodologias rapidas de deteccion de antigeno.

e Unresultado negativo no excluye la presencia de virus respiratorio. Podria
deberse a una muestra mal recogida, conservada o transportada. Ademas,
si la celularidad es baja, se pueden obtener falsos negativos. Otro factor
que influye en estos casos es el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra epitopes especificos de un virus. Este hecho implica la posibilidad
de que mutaciones en ese epitope en particular pueda hacer que el AcMo
ya no se una eficientemente anulando la deteccion de los virus mutantes

por esta metodologia.

Ventajas:

e No requiere de la realizacion de cultivos

e Permite obtener resultados rapidos
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3.3.2 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Es una técnica répida y directa de diagnostico molecular in vitro que se basa en la
amplificacion isotérmica del material genético a partir de muestras de hisopados
nasofaringeos para la deteccion cualitativa del gen viral. Esta prueba no requiere un paso
de extraccion previa del material genético ya que, supuestamente (dado que se trata de
tecnologia propia del fabricante no revelado al usuario), este paso lo realiza el equipo en
la fase de elucion.

En este trabajo se ha utilizado el equipo ID NOW™ RSV, Abbot. Se utiliza como
ayuda en el diagnostico en nifios y adultos mayores de 60 afios con factores de riesgo
clinicos y epidemiologicos. Los resultados se expresan como “detectable” o “no
detectable”. El kit cuenta con los componentes necesarios para el ensayo:

> Base de prueba de plastico naranja: Contiene dos tubos de reaccion con

un sedimento liofilizado y los reactivos necesarios para la amplificacion especifica

del VSR (A y B). Ademas, tiene moldes (“similares a primers” seglin el inserto)
especificos para amplificar una region del gen NS2 como diana para VSR-A y una
region del gen N como diana para VSR-B. La amplificacion es detectada mediante

“molecular beacons” que consiste en sondas cuyos extremos 5’y 3 tienen unidos

covalentemente un fluoroforo y un quencher respectivamente y, en estado libre

ambos extremos auto-hibridan de forma que la molécula no emite fluorescencia.

Cuando se acumula amplicon que une estas sondas la hibridacion con la zona

especifica separa fisicamente el fluoréforo del quencher y se detecta fluorescencia.

> Un cartucho de transferencia de plastico blanco: Transfiere 200ul de la

muestra eluida desde el receptor de muestra a la base de prueba para dar inicio a

la amplificacion del gen blanco.

> Un receptor de muestra de plastico azul: Contiene 2,5ml del buffer de

elucion y es el sitio donde se anade la muestra.

> Control interno: Verifica el estado de los reactivos y el proceso de

amplificacion y deteccion de la prueba.

> Controles Externos (positivos y negativos): Consiste en un hisopo de

control positivo para VSR e hisopos estériles que funcionan como control

negativo. Estos controles permiten la monitorizacion completa del ensayo.
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Figura 6. Equipo ID NOW RSV (imagen extraida del inserto del kit)

Ventajas:

e Sensibilidad y especificidad del 98%

e Resultados precisos en 13 minutos o menos

e Almacenamiento a temperatura ambiente por lo que no se requiere
refrigeracion

e Permite la toma de decisiones clinicas rapidas

e Fécil de usar

e M¢étodo molecular que no requiere termociclador (amplificacion isotérmica)

Desventajas:

e Elrendimiento de la técnica ID NOW RSV depende de la carga viral de RNA

e La posibilidad de obtencion de falsos negativos por presencia de mutaciones
en la secuencia genética del VSR que no le permite ser detectados o los detecta,
pero en forma menos eficaz. El test también puede rendir falsos negativos por
muestras mal recogidas, acondicionadas o mal transportadas. Un resultado
negativo no garantiza la ausencia de infeccion por VSR.

e Sensible a reactividad cruzada que puede derivar en resultados erroneos.

e No tiene una significancia cuantitativa del microorganismo infeccioso.

e Sensible a contaminacion e inhibicion
20




e Reactivo caro y la provision es dependiente de importacion
e FElcliente es “cautivo” del equipamiento e insumos provistos por el fabricante
e No cuenta con control endégeno que permita monitorear la calidad de la

muestra.

3.3.3 RT-gPCR

Las técnicas que utilizan la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR amplifican
un blanco de DNA y cuando el virus a detectar tiene genoma RNA, el mismo debe ser
retrotranscripto a DNA (cDNA) como paso previo a la amplificacion utilizando una
enzima llamada transcriptasa reversa. La PCR en tiempo real (qPCR) con transcripcion
reversa o retro transcripcion previa se denomina RT-qPCR y es una técnica que permite
la deteccion del ARN viral con la posibilidad de cuantificacion relativa a standards. El
analito en este caso es el RNA viral en particulas libres y en células infectadas contenidas
en el material clinico de partida (hisopado nasofaringeo). Por ello se requiere un paso

previo de extraccion del RNA que puede realizarse de distintas formas:

A. Por método de extraccion en columna basado en la técnica de Boom (23)
basado en un aislamiento del material genético y una semipurificacion basada
en la union de los 4acidos nucleicos a una matriz de silica inmovilizada en
columnas plasticas comerciales. Los kits contienen todos los reactivos y
elementos para la lisis inicial, las columnas y tubos para la union y lavados por

centrifugacion y elucion del producto RNA.

Afadir xul
mix de
reaccién
RT-gPC
Extracclén de l Afadir xul
RNA en . de RNA Mix de
columna purificado reaccién
e E— RTQPCR ——— P
Amplificacion
Muestra Strip E].l equipo
ciclador para
RTqPCR

Figura 7. RT-qPCR con previa extraccion en columna del RNA. (imagen disefiada

para este trabajo)
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B. Mediante el uso de buffer de lisis. Para lo cual se debe incubar previamente la
muestra con un buffer de lisis de composicion diversa generalmente basado en
detergentes suaves y agentes caotropicos. Varios kits de diagnostico contienen
estos buffers sin mencionar su composicion. Un volumen de muestra se mezcla
con estas soluciones para permitir la liberacion del material genético por el

tiempo indicado por el fabricante del reactivo.

Anadir xul
de Buffer
de lisis Buffer
de Afadir xul
F lisis fn:;
reaccién
__* RT-qPCR
Tomar xul de sy Incubar x L —
muestra minutos Mix de
> _— reaccién ——jp . :
RT-gPCR Amplificacion
en equipo
Muestra Strip Strip ciclador para
RT-qPCR

Figura 8. RT-qPCR con buffer de lisis (imagen disefiada para este trabajo)

Una vez realizada la extraccion los tubos conteniendo el RNA se mantienen
sobre hielo para evitar o minimizar la actividad de RNAsas. Se afiade a cada tubo
la mix de reaccion que consiste en una mezcla de dNTPs, buffer de reaccion,
primers reverse, forward, probe y complementandose el volumen con agua
destilada libre de RNAsas para un volumen final de 20 ul en cada reaccion
individual. La mix es previamente preparada y se distribuye en las cantidades
apropiadas en cada tubo que generalmente forma parte de un strip de 8. El volumen
final de reaccion es de 20ul por tubo de reaccion, lo cual finalmente se lleva al
equipo termociclador en tiempo real previamente configurado (Para este trabajo
se hizo uso del equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System de
BioRad Laboratories). La mix utilizada en este trabajo contiene las enzimas
necesarias para realizar el paso de retrotranscripcion mediante una
retrotranscriptasa (RT) y la amplificacion posterior mediante una DNA polimerasa
termoestable (Taq Pol). Una vez en el equipo, se lleva a cabo un programa que
incluye un paso previo donde el RNA es copiado a DNA a partir de la actividad
de la RT manteniendo la mezcla 15-30 minutos a unos 45-50°C. A continuacion,
ese cDNA sirve como molde para la amplificacion y generacion de muchas copias
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de DNAC por lo que el programa continua con un paso de inactivacion de la RT y

activacion de la Taq Pol en la mix. Esto se logra elevando la temperatura a 95°C

unos 5-15 minutos. Luego de este paso el programa incluye alrededor de 35 a 40

ciclos de amplificacion por PCR a las temperaturas de desnaturalizacion e

hibridacidén/extension.

Ventajas:

Meétodo altamente sensible

Permite visualizar resultados en tiempo real mientras las muestras
son analizadas

Permite analizar hasta 96 muestras en simultaneo y de esta manera
obtener multiples resultados en aproximadamente una hora
Permite el disefio y redisefio de las técnicas por el usuario segin sus
necesidades

Costo relativamente bajo con respecto a técnicas “cautivas”

Desventajas:

Esta metodologia es sensible a la contaminacion dando lugar a
falsos positivos

Sensible a inhibidores presentes en la muestra que pueden dar lugar
a falsos negativos

Posibilidad de obtencion de falsos negativos por presencia de
mutaciones en la secuencia genética de VSR que no le permite ser
detectados o los detecta, pero en forma menos eficaz

El test también puede rendir falsos negativos por muestras mal
recogidas, acondicionadas o mal transportadas.

Alto costo del equipamiento

No todos los centros de atencion a la Salud cuentan con cicladores

en tiempo real.
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4. Objetivos

Obtener muestras de hisopados nasofaringeos positivas y negativas para VSR
identificadas por IF y el método comercial de amplificacion isotérmica
altamente sensible en uso en el laboratorio del Hospital Mi Pueblo. Las

muestras se almacenaran a -80°C hasta su uso.

Realizar la produccion de extractos de RNA a partir de las muestras
almacenadas utilizando el método de purificacion de RNA/DNA suministrado

por Productos Bio-Ldogicos (PB-L).

Optimizar la reaccion de deteccion de VSR utilizando la mix y reactivos para

RT-gPCR de Productos Bio-Logicos (PB-L).

Realizar las RT-qPCR sobre al menos 67 muestras para obtener los
correspondientes resultados a comparar: 20 positivas para VSR y 47 negativas

0 positivas para otros agentes respiratorios.

En base a los resultados obtenidos en “4” obtener los valores de sensibilidad,
especificidad y valores predictivos del método PB-L tomando los métodos de

IFD y LAMP del Hospital Mi Pueblo como referencia.
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5. Materiales v métodos

Muestras: Se cuenta para este estudio con muestras de hisopados nasofaringeos
tomadas en el transcurso del afo 2023 en el Hospital Mi Pueblo (HMP) de Florencio
Varela y almacenadas a -20°C. Las muestras para analizar en este estudio se seleccionaron
por los resultados obtenidos con las técnicas de rutina utilizadas en el laboratorio del
HMP. Se coleccionaron un total de 20 muestras positivas para VSR y otras 47 muestras

negativas y positivas para otros agentes respiratorios para realizar la comparacion.

Muestras RSV Positivo
N° de Muestra N° de Extracto

R00148 23
R00149 27
RO0150 24
RO0O151 25
R00152 26
RO0157 28
R00273 44
R00272 45
R00269 47
R00266 46
R00264 48
R00261 49
RO0155 38
RO0154 39
RO0156 40
RO0194 41
R0O0195 42
RO0196 43
R00257 60
R00254 61
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Muestras RSV Negativo

N° de Muestra N° de Extracto N° de Muestra N° de Extracto
R00295 62 R00276 103
R00296 63 R00275 104
R00297 64 R00274 105
R00298 65 R00271 106
R00299 66 R00270 107
R00300 67 R00265 108
R00290 68 R00228 111
R00292 69 R00246 110
R00293 70 R00263 115
R00294 71 R00302 112
R00336 99 R00360 113
R00329 98 R00364 114
R00328 97 R00371 116
R00327 96 R00377 117
R00325 95 R00380 118
R00324 94 R00381 119
R00320 93 R00389 120
R00318 92 R00402 121
R00314 91 R00658 122
R00262 90 R00659 123
R00288 100 R0O0660 124
R00287 101 R00661 125
R00284 102 R00662 126
R00259 109

Controles: Se utilizara una muestra con Ct muy bajo a la cual se le realizo una
dilucién 1/10 y se repartio en alicuotas que fueron congeladas a -20°C para ser utilizadas
como control positivo Ad-hoc. El control negativo diario consiste en agua destilada grado
molecular (18 Mohms, filtrada y autoclavada dos veces (ddH20)). También se utiliza un
control enddgeno para evaluar celularidad que consiste en la deteccion de la RNAsa-P en
cada muestra. Adicionalmente se utilizard un control interno para evaluar potencial
inhibitorio de la muestra sobre los procesos enzimaticos de deteccion tomado de un kit
importado, el QIAprep&amp Viral RNA UM de Qiagen. Este control interno provisto en

el kit consiste en la introduccion de un RNA (de ahi que en este trabajo lo denominemos
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control “exdgeno”) y el juego de primers y probe para su deteccion. Estos componentes
vienen como una premezcla del RNA (sintético y por lo tanto inexistente en la naturaleza)
primers y sonda marcada con fluoréforo Cy5 que se agrega en una cantidad estipulada y
permite monitorear la posible inhibicion de RT-qPCR.

Procesamiento de la muestra: Se trabajard con RNA extraido como material de
partida. EI RNA sera extraido a partir de 200ul de muestra utilizando un método de matriz
de silica en formato de columna del kit nacional PURO Genomic DNA/RNA, (PB-L
http://www.pb-l.com.ar) .

Transcripcion reversa (RT) y amplificacion (PCR) en tiempo real: Se
utilizaran kits que integran ambas reacciones en un unico paso (técnicas One-step),
principalmente se usara el kit nacional One-Step
qRT-PCR Plex de PB-L para la comparacion con la IFD. Parte de las muestras fueron
también procesadas con el kit importado QIAprep&amp Viral RNA UM de Qiagen.
Ambos kits fueron disenados para realizar la RT y las PCR subsiguiente en forma directa
y en un solo tubo y permiten el multiplexado, es decir la deteccion de mas de un blanco
en cada tubo de reaccion. Los métodos se utilizan con el juego de primers y sondas
originalmente descritas por Fry y colaboradores (24) que hacen blanco en la zona del gen
M (ver figura 9). La reaccion y deteccion del virus se realizara con un equipo CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad Laboratories) utilizando el canal FAM
para el VSR, el de HEX para el control endégeno y el Cy5 para el control interno en el
caso de Qiagen y para el control endégeno de PB-L (RNAsa-P). Los resultados se

analizaran con el Software Maestro (CFX Maestro Software, BioRad Laboratories).

27



e e e e e =
a1 ey —————————————————+——

e -]
ey = | s e~ | ey S oo I
—arey - =~ ]
w
E i S e
= oEE \ o
= . - | il
e s T
==
e v L
) — ] e _ooes s 1 ERTOR
e gre— . B ] = |
- a I o ]
e . o+ B Y .
s R ==ien BEE »
v oo TR 0 oo Frawrma M2 I
o - v [l AN T penee gees [ S
FUTH Fashures

FUTR Foatres

Amplicon: 32543347
Probe: 3306-3280

Figura 9. A) Secuencia genética RSV. B) Amplicon. C) Hibridacion de probe.

Imagen derivada de la herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) del
NCBI (National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
Medicine, Bethesda MD, USA)
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast

3061 AAGATTTCTG ATTAGTTACC ACTCTTCACA TCAACACACA ATACCAACAG AAGACCAACA
3121 AACTAACCAA CCCAATCATC CAACCAAACA TCCATCCGCC AATCAGCCAA ACAGCCAACA
3181 AAACAACCAG CCAATCCAAA ACTAACCACC CGGAAAAAAT CTATAATATA GTTACAAAAA
3241 AAGGAAAGGG TGGGGCAAAT ATGGAAACAT ACGTGAACAH EETICEECRNEEEIaanaN
3301 [IEEEEBCTGC TGTTCAATAC AATGTCTTAG AAAAAGACGA TGACCCTGCA TCACTTACAA
3361 TATGGGTGCC CATGTTCCAA TCATCTATGC CAGCAGATTT ACTTATAAAA GAACTAGCTA
3421 ATGTCAACAT ACTAGTGAAA CAAATATCCA CACCCAAGGG ACCTTCACTA AGAGTCATGA
3481 TAAACTCAAG AAGTGCAGTG CTAGCACAAA TGCCCAGCAA ATTTACCATA TGCGCTAATG

PRIMERS FROBE

Figura 10. Fragmento de la secuencia de RSV donde hibridan los primers y la probe.
Imagen extraida de la secuencia en FASTA en GenBank del orthopneumovirus

humano subgrupo A. (NCBI Reference Sequence: NC 038235.1)
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6. Desarrollo

6.1 Coleccion de muestras

Se colecciond un total de 20 muestras positivas para VSR y otras 47 muestras
negativas y positivas para otros agentes respiratorios para realizar la

comparacion.

6.2 Preparacidén de primers y probe

Los primers se resuspendieron en buffer TE (Tris EDTA) estéril y autoclavado y
las probes siguiendo las indicaciones del inserto del fabricante que se corresponde a
Eurofins Genomic, Louisville, KY para la preparacion de soluciones madres.

Las soluciones de primers fueron llevadas a 24uM y la probe a 6uM, estas son las
concentraciones de trabajo utilizadas por Mancini (25) para preparar la mix, del cual
vamos a adaptar en nuestro equipo.

Para resuspender los primers reverse y el forward liofilizado, el protocolo indicado
por el fabricante, pide afiadir 4561ul de buffer TE (Tris EDTA) estéril, para obtener una
solucion madre de 100uM de concentracion, como ese volumen supera los 2000ul del
tubo, se procede a agregar 912,2ul para tener una solucidon madre mas concentrada, a
500uM, posteriormente se homogeneizo bien.

VixCi=Vfx Cf
4561ul x 100uM = Vf x 500uM
Por despeje de Vf se obtiene: VI=912,2ul
De esta solucion madre se realizd una dilucion para llevarla a 24uM. Vamos a
preparar un volumen de 100ul.
VixCi=Vfx Cf
Vi x 500uM = 100ul x 24uM
Por despeje de Vi se obtiene: Vi = 4,8ul

6.3 Extraccion de material genético

Se realizo extraccion en columna para las muestras de los virus en estudio y se
empleo el kit de PURO| Genomic DNA/RNA distribuido por Productos Bio-Logicos
(PB-L http://www.pb-l.com.ar).

Este kit es un método rapido y sencillo basado en columnas para aislar el material
genético viral. El procedimiento consiste en un paso de lisis, seguidos de un paso de

enriquecimiento del material genético mediante un Carrier, el cual se une a la membrana
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de silica durante los lavados y por ultimo el RNA es eluido de la columna listo para su

uso en aplicaciones posteriores.

6.3.1

Protocolo del PURO| Genomic DNA/RNA

. Agregar 200ul de la muestra al tubo de microcentrifuga.

Agregar 20ul de Proteinasa K (20mg/ml), mezclar con vortex.

Agregar 200ul de Buffer A + Carrier ARN/ddH20O libre de RNAsas a la
muestra, mezclar bien con vortex e incubar a 60°C durante 15min para obtener
una solucion homogénea. Centrifugar brevemente 5 segundos el tubo de
microcentrifuga de 1,5ml para eliminar las gotas del interior de la tapa.
Agregar 200ul de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar bien con vortex
durante 15seg.

Depositar la mezcla del paso 4 en la columna con la membrana de silica
(armada con el tubo de recoleccion de 2ml) incluyendo el precipitado que
pueda haberse formado, y centrifugar a 12,000 rpm durante 30seg, luego
desechar el eluato y colocar la columna en el tubo de recoleccion.

Agregar 500ul de Buffer B (preparado con el volumen apropiado de etanol 96-
100%) a la columna, y centrifugar a 12,000 rpm durante 30seg, luego desechar
el eluato y colocar la columna en el tubo de recoleccion.

Centrifugar a 12,000 rpm por 2min para secar completamente la membrana.
Colocar la columna de centrifugacion en un nuevo tubo de microcentrifuga de
1,5ml limpio y agregar 50-200ul de Buffer C o ddH20 libre de RNAsas
directamente en el centro de la membrana. Incubar a temperatura ambiente

(15-25°C) durante 2-5min, y luego centrifugar durante 2 min a 12,000 rpm.
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Figura 11. Reactivos kit Puro| Genomic DNA/RNA

6.4 RT y amplificacion en tiempo real RT-gPCR
6.4.1 Kit QIAprep&amp Viral RNA UM de Qiagen
El kit QIAprep&amp Viral RNA UM de Qiagen es un método optimizado para la

deteccion de virus RNA a partir de muestras como los hisopados nasofaringeos o
extractos. El kit cuenta con los siguientes reactivos:

«» Viral RNA Master Mix

¢ Human Sampling IC Assay (Control enddgeno)

s RNA IC Template Assay (Control ex6geno)

+» Viral RNA UM Prep Buffer (Buffer de lisis)

Protocolo para el kit QIAprep&amp Viral RNA UM de Qiagen

1. Se descongelan gradualmente los reactivos del kit (Viral RNA master mix,

Human Sampling IC, RNA IC Template y Viral RNA UM Prep Buffer), los
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primers y probe. Una vez descongelados se vortexean y centrifugan para

homogeneizar los reactivos.

2. Se preparo la mix de reaccion bajo flujo laminar (Tabla 1), para evitar
contaminacion tanto de los reactivos como de la mix (Figura 12). La mix se
prepara para la cantidad de muestras analizadas por dia, mas una para tener un
volumen extra, y asi evitar posibles pérdidas de volumen (por error de pipeteo
o formacioén de burbujas, por ejemplo.)

3. Sedescongelan y vortexean las muestras para homogeneizar el contenido, y se
realiza una breve centrifugacion para que todo el volumen quede en el fondo
del tubo.

4. Bajo flujo laminar se afiaden 3ul del extracto de RNA a un tubo del strip mas
el agregado de ddH20 libre de RN Asas necesario para completar el volumen
de trabajo.

5. Por tltimo, se afiade el volumen de mix de reaccion calculado previamente en
la tabla 1 a cada tubo del strip, se cierra herméticamente, se centrifugo con el
fin de recolectar las gotas que hayan quedado en la pared o tapa del tubo y la
eliminacion de burbujas en caso de que se hayan formado. Finalmente se lleva
al equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Figura 13) para el
ciclado y deteccion.

Reactivo Volumen original (ul) f(;r(::lcentracién Fluoréforo
Mix UM 5 1x
RSV F (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV R (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV P (6 uM) 0,23 0,07 uM FAM
gi(t)ntrol End6geno del 1 1x HEX
Control Ex6geno del kit | 2 1x Cy5
Vol mix 9,07
AD 1,93

Molde: 3 ul muestra

ARN
Vol total 20
Tabla 1. Premix Qiagen
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Figura 13. Equipo CFX96 Touch Real Time PCR Detection System.

6.4.2 Kit One-Step gqRT-PCR Plex de Productos Bio-Logicos (PB-L)

El kit de PBL es nacional y est4 disefiado para realizar la sintesis de cDNA y la
reaccion de Real-time cuantitativa basada en la deteccion de fluorescencia emitida por
hidrolisis de la sonda especifica, mediada por la actividad exonucleolitica 5°-3"de la
enzima Taq polimerasa, en un solo paso. Esta mix contiene todos los componentes
necesarios para una reaccion de transcripcion reversa a partir de ARN purificado, seguido
de una PCR en tiempo real. La mezcla enzimatica contiene una enzima transcriptasa
reversa optimizada (mayor termoestabilidad y actividad RNAsa H-) y una Taqg ADN
polimerasa Hot Start (con actividad exo 5°-3") con dos sistemas hot-start que eliminan la
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formacion de dimeros de primers y permiten la utilizaciéon de un formato de reaccion
multiplex con varios juegos de primers y probes. La mezcla contiene ANTPs/dUTPs para
eliminar contaminantes de arrastre de amplicones por preincubacion con UDG (no
incluida en el kit).
El kit cuenta con los siguientes reactivos:
% One-Step qRT-PCR Plex Probe Master Mix 2x
% Mix de enzimas 25x
% DTT 10mM (10x)

Protocolo para el kit de PBL

El protocolo para el kit es muy similar al de Qiagen con la excepcion de la mix de

reaccion, aunque estén al mismo volumen final (20ul).

Reactivo Volumen Concentracion Fluoréforo
(ul) final

Master Mix 2x 10 1x

Mix enzimas 25x 0,8 1x

DTT 1 mM 1,6 1x

RSV F (24 uM) 0,42 0,5 uM

RSV R (24 uM) 0,42 0,5 uM

RSV P (6 uM) 0,23 0,07 uM FAM

RNAsaP F 24 uM (C. endégeno) | 0,2 0,19 uM

RNAsaP R 24 uM R (C. 0,2 0,19 uM

enddgeno)

RNAsaP P 6 uM P (C. end6geno) | 0,1 0,024 Cy5

AD 3

Molde: RNA extracto 3 ul RNA

Vol total 20

Tabla 2. Premix PB-L
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El perfil de ciclado es comun para ambos protocolos:

Etapa Temp. | Tiempo | Nro. ciclos Paso Recoleccion de
(9] sefial
Sintesis de cDNA 50 10° 1 Actividad de la No
RT
Desnaturalizaciéon| 95 27 1 Descomposicion de No
inicial la RT
Amplificacion por| 95 5” Desnaturalizacion No
PCR 58 30 40 ciclos Hibridacion y Si
extension
Tabla 3. Perfil de ciclado comin a ambos protocolos

6.5 Busqueda y seleccion de material de referencia (Control Positivo)

Con el objetivo de generar material de referencia propio a ser utilizado durante el
estudio como control positivo para RSV de un nivel consistente, se procesaron mediante
RT-gPCR 6 muestras positivas para RSV analizadas por LAMP o IFD. Entre las 6
muestras se busco aquellas con Ct bajo lo que indicaba una buena cantidad de virus. Se
selecciond la muestra RO0152 positiva para RSV determinada por RT-qPCR cuyo Ct
obtenido fue 24,50. A partir de esta muestra, se realizd una dilucion 1/10 y se alicuoto en
20 tubos eppendorf que fueron almacenados a -20°C para utilizar en cada corrida como

controles positivos con valor de Ct conocido (~28).
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7. Procesos y resultados

Procesamiento N°1: Inicialmente se procesaron varias muestras en paralelo con

los reactivos de Qiagen y PB-L intentando una comparacion directa entre estas dos marcas
de reactivos de RT-qPCR, una nacional y otra importada de gran calidad. Se procesaron
seis muestras recientemente tomadas en el Hospital Mi Pueblo en las cuales se detectd
RSV con el sistema Abbot (ID NOW™ RSV Test Kit, amplificacion isotérmica). Como
control positivo se usé una muestra previamente procesada y como control negativo AD.

En esta primera prueba los programas de amplificacion al usar los reactivos de
Qiagen o PB-L eran distintos ya que se respetaron las sugerencias generales de cada
fabricante. Por esta razon se trabajo en dos turnos manteniendo las muestras en heladera
entre los mismos. En este caso se proceso primero por Qiagen con el protocolo monoplex
puesto a punto por Melisa Herasimiuk (TFB, UNAJ, mayo del 2023). Para lograr un
material de partida comparable, en esta primera prueba se trabajo con el producto de lisis
obtenido con el buffer lisis (BL) de Qiagen para ambas reacciones, no con extractos de
RNA. Sin embargo, es de hacer notar que, debido al volumen que queda disponible
usando la mix de PB-L, solo fue posible usar 8,5 ul de muestra/BL en la reaccion con este
kit mientras que con la mix de Qiagen se usan 10 ul. Por esta razon la cantidad neta de
muestra es algo mayor en las reacciones importado con respecto al nacional (8 ul vs 6,8
ul, ver tablas 4 y 5). Por otro lado, y por la misma razén de no exceder el volumen
maximo, tampoco se utilizd control endégeno con PB-L, el cual, de cualquier forma, se

incluye en la reaccion de Qiagen por lo que la muestra esta controlada.

Reactivo Volumen | Concentracion Fluoréforo
(ul) final
Mix UM 5 1x
RSV F (20 uM) 0,9 0,9 uM
RSV R (20 uM) 0,9 0,9 uM
RSV P (10 uM) 0,2 0,2 uM FAM
Control Endégeno del kit 1 Ix HEX
Control Exogeno del kit 2 1x Cy5
Molde: 8 ul muestra + 2 ul
. 10
buffer extraccion
Vol. total 20

Tabla 4. Premix Qiagen
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Reactivo Volumen | Concentracion Fluoréforo
(ual) final
Master Mix 2x 12,5 1x
Mix enzimas 25x 1 1x
DTT ImM 2 1x
RSV F (20 uM) 0,4 0,32 uM
RSV R (20 uM) 0,4 0,32 uM
RSV P (6 uM) 0,25 0,1 uM FAM
Molde: 6,8 ul muestra + 1,7 ul
s 8,5
buffer extraccion
Vol. total 25
Tabla 5. Premix PB-L
Perfil OneStep VSR Qiagen
Temp. Tiempo
50 10 min
95 2 min
5se
95 g 40 ciclos
58 30 seg
Perfil OneStep VSR PB-L
Temp. Tiempo
48 10 min
95 5 min
15
% s$:g 45 ciclos
55 1 min
Resultados
Resultados con reactivo PB-L (Sin control endogeno)
Well Fluor Sample Cq Resultado
A07 FAM MO0001 >40 Negativo
BO7 FAM 23 >40 Negativo
Co7 FAM 27 33,65 Positivo
D07 FAM 24 >40 Negativo
EO7 FAM 25 26,72 Positivo
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FO7 FAM 26 25,79 Positivo
GO07 FAM 28 32,17 Positivo
HO7 FAM Neg. Ctrl. -- Negativo
Tabla 6. Resultados PB-L
Amplification

! 1
20
Cycles

Figura 14. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el analisis de 6

muestras positivas para VSR y una adicional positiva como control

(MOO1 proveniente de una muestra positiva previamente analizada en el

trabajo de Melisa) utilizando el kit de PB-L.
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Resultados con reactivo Qiagen

Well Fluor Sample Cq Resultado
A07 Cy5 MO0001 Inhibida Inhibida
AOQ7 FAM MO0001 29,31 Positivo
A07 HEX MO0001 31,22

BO7 Cy5 23 33,91

B0O7 FAM 23 33,34 Positivo
B0O7 HEX 23 24,48

Co7 Cy5 27 34,79

Co7 FAM 27 32,33 Positivo
Co7 HEX 27 27,18

D07 Cy5 24 38,93

D07 FAM 24 37,28 Positivo
D07 HEX 24 22,97

E07 Cy5 25 34,63

EO07 FAM 25 24,11 Positivo
E07 HEX 25 26,04

FO7 Cy5 26 34,18

FO7 FAM 26 26,31 Positivo
FO7 HEX 26 27,97

GO07 Cy5 28 38,75

GO07 FAM 28 29,89 Positivo
GO07 HEX 28 22,42

HO7 Cy5 AGUA 32,13

HO7 FAM AGUA

HO7 HEX AGUA

Tabla 7. Resultados Qiagen




Amplification

0o 0 20 30 40
Cycles

Figura 15. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el analisis de 7

muestras positivas para VSR por el kit de Qiagen

Fluor Sample Cq Qiagen Cq PB-L

FAM MO0001 29,31 -k

FAM 23 33,34 -

FAM 27 32,33 33,65

FAM 24 37,28 -

FAM 25 24,11 26,72

FAM 26 26,31 25,79

FAM 28 29,89 32,17
Tabla 7 bis. Comparacion de los Cq especificos de deteccion
de RSV obtenidos por los dos kits. *Notar que la muestra
MOO1 presentd inhibicion.

Procesamiento N°2: En esta ocasion se probd utilizando como molde 4 ul de RNA

extraido por el método de columna (Puro genomic DNA/RNA, PBL). Dado que este
volumen es menor con respecto al procedimiento N° 1 queda mas volumen disponible

por lo que la muestra se agrega en cantidades iguales para ambos kits y se incluye un
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control endogeno (RNAsa P) en el protocolo de PBL. También se aumentd la

concentracion de primers de VSR de 0,32 a 0,48 uM.

Protocolo OneStep VSR PB-L
Temp. Tiempo

45 30 min

94 5 min

94 15 seg

55 15 seg 40 ciclos

72 10 seg
Tabla 8. Protocolo utilizado para el
procesamiento N°2
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Reactivo Volumen | Concentracion Fluoréforo
(ual) final
Master Mix 2x 12,5 1x
Mix enzimas 25x 1 1x
DTT 1 mM 2 1x
RSV F (24 uM) 0,5 0,48 uM
RSV R (24 uM) 0,5 0,48 uM
RSV P (6 uM) 0,25 0,06 uM FAM
RNAsaP F 24 uM 0.2 0.19 uM
(C. end6geno)
RNAsaP R 24 uM 0.2 0.19 uM
(C. end6geno)
RNAsaP P 6 uM (C. end6geno) 0,1 0,024 uM Cy5
3,75
Molde: RNA extracto 4
Vol. Total 25
Tabla 9. Premix PB-L para el procesamiento N°2
Resultados
Resultados con reactivo PB-L:
Well Fluor Content Sample Cq
A07 FAM Extracto 23 28,84
BO7 FAM Extracto 27 30,49
Co07 FAM Extracto 24 33,84
D07 FAM Extracto 25 N/A
EO07 FAM Extracto 26 25,3
FO7 FAM Extracto 28 23,72
GO7 FAM Control Negativo Agua N/A

Tabla 10. Resultados PB-L (FAM)
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Amplification

Figura 16. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de PB-L

En esta corrida todas las muestras dan positivo incluso las dos que no daban con
el buffer de lisis (23 y 24 del procesamiento N°1). La muestra 25 da una curva que
asciende y desciende y cuando se procesod con buffer de lisis daba positiva con PB-L y
Qiagen, por lo que suponemos que hubo algiin problema en el proceso de extraccion.

Por otro lado, el control endégeno funciono bien para todas las muestras incluso

la 25:

Well Fluor Content Sample Cq

AQ7 Cy5 Extracto 23 26,98
BO7 Cy5 Extracto 27 29,02
Co07 Cy5 Extracto 24 24.57
D07 Cy5 Extracto 25 27,20
EO7 Cy5 Extracto 26 28,73
FO7 Cy5 Extracto 28 24,60
GO07 Cy5 Control Negativo Agua N/A

Tabla 11. Resultados PB-L (Cy5)
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Amplification

Figura 17. Curvas de fluorescencia (Cy5) obtenidas por el kit de PB-L

Resultados con reactivo de Qiagen:

Para el reactivo de Qiagen la distribucion de fluoréforos se da de la siguiente

forma: C. exdgeno (Cy5) / Virus (FAM) / C. end6geno (HEX)

Amplification

1000 |
00 |

00 |

RFU

400

200 |

Figura 18. Curvas de fluorescencia obtenidas por el kit de Qiagen
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Well Fluor Content Sample Cq
A07 Cy5 Extracto 27 29,43
A07 FAM Extracto 27 30,37
AOQ7 HEX Extracto 27 26,35
BO7 Cy5 Extracto 23 31,57
BO7 FAM Extracto 23 27,94
BO7 HEX Extracto 23 26,14
Co7 Cy5 Extracto 24 31,72
Cco7 FAM Extracto 24 33,16
Cco7 HEX Extracto 24 25,67
D07 Cy5 Extracto 25 31,27
D07 FAM Extracto 25 22,91
D07 HEX Extracto 25 27,45
E07 Cy5 Extracto 26 31,33
EO07 FAM Extracto 26 24,07
EO07 HEX Extracto 26 29,08
FO7 Cy5 Extracto 28 31,48
FO7 FAM Extracto 28 21,49
FO7 HEX Extracto 28 25,51
GO07 Cy5 Control negativo Agua 31,39
G07 FAM Control negativo Agua

G07 HEX Control negativo Agua

Tabla 12. Resultados Qiagen
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Amplification

Figura 19. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de Qiagen

Sample Cq Qiagen Cq PB-L
28 21,49 23,72
25 22,91 N/A
26 24,07 25,30
23 27,94 28,84
27 30,37 30,49
24 33,16 33,84
Agua N/A N/A
Tabla 13. Comparacién de los Cq con los dos kits

Conclusiones procesamiento 2: Los resultados que se obtuvieron fueron
comparables a excepcion de la muestra 25 que al parecer hubo un algin error en la corrida
(mala extraccion del material genético, burbujas en el strip) ya que es una muestra que ya
habia sido positiva con el buffer de lisis. Debido al buen desempefio que demostré el kit
de PB-L utilizando la extraccion por columna de las muestras se procedio a realizar la
extraccion de todas las muestras por este procedimiento para continuar con el trabajo

final.
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Procesamiento N°3: En esta ocasion se probd de mejorar los resultados que se

pueden obtener mediante el uso del kit PB-L modificando dos parametros en la mix de

reaccion: i) se agregaron 10 segundos en el paso de extension de cadena y ii) se aumento

ligeramente la concentracion de probe de VSR de 0,06 a 0,072 uM. Por otro lado, se

preparo6 un control positivo a ser utilizado en todos los procesos desde aqui en adelante

diluyendo y preservando alicuotas en freezer de una muestra con valor de Cq bajo

(muestra R00152). En este proceso se corren las mismas muestras que en los ensayos

anteriores para tener una idea comparativa.

Well Fluor Content Sample Cq
AQ7 FAM Extracto 23 33,93
BO7 FAM Extracto 27 28,85
Co7 FAM Extracto 24 35,21
D07 FAM Extracto 25 23,19
EO07 FAM Extracto 26 25,07
FO7 FAM Extracto 28 21,83
GO07 FAM Control Positivo 28,96
HO7 FAM 1\%‘;‘;?32

Tabla 14. Resultados PB-L (FAM)
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Amplification

RFU

Cycles

Figura 20. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de PB-L
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Conclusiones procesamiento 3: Los Cts se modificaron muy poco pero las

sigmoideas son mucho mejores incluyendo la muestra 25 que en esta ocasion dio una

sigmoidea perfecta. No se observaron diferencias importantes con respecto a los

resultados de los ensayos anteriores.

Procesamiento N°4: En este proceso se cambid el perfil de ciclado combinando

las temperaturas de annealing y extension es una sola. En este caso usamos 55°C por un

minuto para el annealing/extension en lugar de las dos temperaturas 55°C por 15y 75°

por 20” (las dos temperaturas son sugeridas por PB-L como la técnica mas conservadora).

El perfil de ciclado con la temperatura Unica es el que usa Fry en su técnica original y es

similar a la mayoria de los protocolos que se usan en otros kits incluyendo el de Qiagen

que usamos como referencia.

Protocolo OneStep VSR PB-L

Temp. Tiempo
45 30 min
94 5 min
94 15 seg 40
55 1 min ciclos

Tabla 15. Protocolo utilizado para el

procesamiento N°4

Resultados
Well Fluor Content Sample Cq
AQ7 FAM Extracto 23 30,64
BO7 FAM Extracto 27 29,98
Co07 FAM Extracto 24 37,66
D07 FAM Extracto 25 23.15
EO7 FAM Extracto 26 24.88
FO7 FAM Extracto 28 22,43
GO07 FAM Control Positivo 29,36
HO7 FAM Control

Negativo

Tabla 16. Resultados PB-L (FAM)
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Amplification

Figura 21. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de PB-L

Conclusiones procesamiento 4: Se utilizaron nuevamente las mismas seis muestras

y no se observaron diferencias significativas por el cambio de perfil.

Procesamiento N°5: se probo nuevamente el kit de PB-L y Qiagen en paralelo pero

ahora fue posible hacerlo con el mismo perfil de ciclado (el cual se mantiene para el resto
de los ensayos) con tres muestras y el control positivo. Ademas, para que ambos Kkits
trabajaran en un mismo volumen final se sube el de Qiagen de 20 a 25 ul para lo cual
multiplicamos los volimenes de los reactivos por 1,25 manteniendo la cantidad de molde
para ambos protocolos (4 ul de RNA) y compensando con agua destilada. De esta forma

llegamos a un protocolo adecuado para procesar simultdneamente con ambos kits.

Protocolos y perfil de ciclado utilizado para el procesamiento N°5 y los

subsiguientes ensayos

Perfil OneStep VSR
Temp. Tiempo
50 10 min
95 2 min
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22 SSOS:fg 40 ciclos
Reactivo Yo.lumen Vplumen Concentracion Fluoréforo
original (ul) | modificado (ul) final
Mix UM 5 6,25 1x
RSV F (20 uM) 1 1,25 1 uM
RSV R (20 uM) 1 1,25 1 uM
RSV P (10 uM) 0,2 0,25 0,1 uM FAM
endégggérgil kit ! 1,25 Ix HEX
Contré);lel?i(t)geno 2 2,50 1x Cy5
Vol. mix 10 12,75
Molde 4 ul muestra + 6 | 4 ul muestra +
ul AD 8,25 ul AD
Vol. total 20 25

Tabla 17. Premix Qiagen modificado para el ensayo

Se procesaron tres muestras y un control positivo para poder comparar todo en el

mismo strip, cargando el mismo molde con los reactivos del kit de PBL y Qiagen.

Resultados:

Well Fluor Content Sample Cq

AQ7 FAM Extracto + PB-L 23 29,00

BO7 FAM Extracto + PB-L 27 30,11

Co07 FAM Extracto + PB-L 26 25,88

Control Positivo

D07 FAM + PB.L 30,61

E07 FAM Extracto + 23 30,61
Qiagen

FO7 FAM Extracto + 27 33,32
Qiagen

GO7 FAM Extracto + 26 26,50
Qiagen

HO7 FAM Control'Posruvo 30.26

+ Qiagen

Tabla 18. Resultados (FAM) PB-L celdas A, B, Cy D, y Qiagen celdas E, F, Gy H
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Figura 22. Curva de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de PB-L
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Figura 23. Curva de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de Qiagen
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Conclusiones procesamiento 5: En este ensayo los Cts de Qiagen dieron

ligeramente mas altos y los maximos de fluorescencia mas bajos que los de PB-L.

Procesamiento N°6: para descartar que los Cts mas altos obtenidos en el ensayo

anterior por parte del reactivo de Qiagen sean por utilizar un volumen final diferente al

original se realiz6 una reaccidon con 20 ul final con ambos reactivos, ademas de

concentraciones finales de primers y probe iguales (0,5 uM y 0,07 uM final) que son

similares a las usadas por Fry Et. al.

Se mantiene el perfil de ciclado del procesamiento N°5.

Volumen

Concentracion

Reactivo (ul) final Fluoroéforo
Mix UM 5 1x
RSV F (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV R (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV P (6 uM) 0,23 0,07 uM FAM
Control Endégeno del kit 1 1x HEX
Control Exégeno del kit 2 1x Cy5
Molde: 3 ul muestra + 7,93 ul
AD 10,93
Vol. total 20

Tabla 19. Premix Qiagen
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Reactivo Volumen | Concentracion Fluoréforo
(ual) final
Master Mix 2x 12,5 1x
Mix enzimas 25x 1 1x
DTT 1 mM 2 1x
RSV F (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV R (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV P (6 uM) 0,23 0,07 uM FAM
RNAsaP F 24 uM 0.2 0.19 uM
(C. end6geno)
RNAsaP R 24 uM 0.2 0.19 uM
(C. end6geno)
RNAsaP P 6 uM (C. end6geno) 0,1 0,024 uM Cy5
AD 0
Molde: RNA extracto 3
Vol. Total 20
Tabla 20. Premix PB-L
Resultados
Well Fluor Target Content Sample Cq
Control
AQ7 Cy5 , Extracto 23 PB-L 32,40
endogeno
AQ7 FAM RSV Extracto 23 PB-L 30,13
BO7 Cy5 Control 1 i acto | 27PB-L | 31,46
endogeno
BO7 FAM RSV Extracto 27 PB-L 25,41
co7 Cy5 Control | p i acto | 26PB-L | 30,08
endogeno
Co07 FAM RSV Extracto 26 PB-L 24.09
Control Control
Do7 Cy> enddgeno Positivo 34,51
D07 FAM RSV Control 28,31
Positivo
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Control

E07 Cy5 ex6geno Extracto 23 Qiagen 32,03
EO07 FAM RSV Extracto 23 Qiagen 32,30
Control )
EO07 HEX ) Extracto 23 Qiagen 27,96
endégeno
Control )
FO7 Cy5 . Extracto 27 Qiagen 31,60
exdgeno
FO7 FAM RSV Extracto 27 Qiagen
Control i
FO7 HEX ) Extracto 27 Qiagen 28,95
end6geno
Control )
G07 Cy5 . Extracto 26 Qiagen 30,32
exdgeno
G07 FAM RSV Extracto 26 Qiagen 25,53
Control )
G07 HEX . Extracto 26 Qiagen 29,74
end6geno
HO7 Cy5 Control 1 Control 31,06
exogeno Positivo
HO7 FAM RSV Control 32,19
Positivo
HO7 HEX Control - Control 34,34
endogeno Positivo

Tabla 21. Resultados PB-L celdas A, B, Cy D, y Qiagen celdasE, F, Gy H

Graficas de las sigmoideas para la misma muestra con los dos reactivos
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Figura 24. Comparacion de las sefiales obtenidas para la muestra 23
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Figura 25. Comparacion de las sefales obtenidas para la muestra 27
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Amplification
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Figura 26. Comparacion de las sefiales obtenidas para la muestra 26
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Figura 27. Comparacion de las sefiales obtenidas para el control positivo
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Conclusiones procesamiento 6: Las sefiales obtenidas con Qiagen dieron peor y

mas bajas, por lo que se sospecha de un deterioro del reactivo de Qiagen.

Procesamiento N°7: para confirmar el deterioro del reactivo de Qiagen se largaron

6 muestras nuevas en paralelo con PB-L.

Resultados

Well Fluor Target Content Sample Cq

A06 Cys Control - Control 30,49
exogeno Positivo

A06 FAM RSV Control 29,82

Positivo

A06 HEX C0f1tr01 Cor}t.rol
endégeno Positivo

BO6 Cy5 Control | . racto 28 30,45
exdgeno

B06 FAM RSV Extracto 28 21,76

BO6 HEX Control | g acto 28 26,98
enddgeno

C06 Cy5 Control 1 & racto 38 32,82
exdgeno

C06 FAM RSV Extracto 38 27,80

C06 HEX Control | . racto 38 36,74
endogeno

D06 Cy5 Control 1 g cto 39 30,21
exdgeno

D06 FAM RSV Extracto 39 27,62

D06 HEX Control "1 g, racto 39 30,86
enddgeno

E06 Cy5 Control 1 i racto 40 29,45
exdgeno

EO6 FAM RSV Extracto 40 28,72

E06 HEX Control | g, racto 40 29,22
enddgeno
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Control

FO6 Cy5 . Extracto 44 30,01
exdgeno
F06 FAM RSV Extracto 44
F06 HEX Control 1 g, racto 44 31,12
endogeno
G06 Cy5 Control | . racto 45 32,14
exdgeno
GO06 FAM RSV Extracto 45
GO6 HEX Control | g acto 45 31,18
endégeno
H06 Cys Cczntrol Contr.01 31.42
exogeno Negativo
HO6 FAM RSV Control
Negativo
H06 HEX C0f1tr01 Contr.01
end6geno Negativo
Tabla 22. Resultados Qiagen
Well Fluor Target Content Sample Cq
Control Control
AVT €y endégeno Positivo
AO7 FAM RSV Control 31,53
Positivo
BO7 Cy5 Control 1 g racto 28 29,15
endogeno
BO7 FAM RSV Extracto 28 21,47
C07 Cy5 Control 1 g acto 38 38,72
enddgeno
Cco7 FAM RSV Extracto 38 27,99
D07 Cy5 CoPtrol Extracto 39 33,70
enddgeno
D07 FAM RSV Extracto 39 26,65
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E07 Cy5 Control | g\ cto 40 2952
endogeno
EQ7 FAM RSV Extracto 40 26,29
FO7 Cy5 Control 1 ¢ acto 44 30,54
endogeno
FO7 FAM RSV Extracto 44 24,24
G07 Cy5 Control | .\ acto 45 28,00
end6geno
GO07 FAM RSV Extracto 45 21,43
Control Control
HO7 Cy3 end6geno Negativo 39,73
HO7 FAM RSV Control
Negativo
Tabla 23. Resultados PB-L

Conclusiones procesamiento 7: Los Cts con ambos reactivos fueron bastante
parejos esta vez, aunque con mesetas mas bajas para Qiagen, ademas dos muestras (44 y
45) no levantaron senal para el RSV con el reactivo de Qiagen pero si con PBL como se
observa en las figuras 28 y 29. Por otro lado, los controles exdgenos y enddgenos de esas
mismas muestras dan valores normales. Se sospecha que el reactivo de Qiagen esta
perdiendo rendimiento lo cual es l6gico ya que, aunque sigue funcionando, ya ha excedido

su fecha de vencimiento.
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Amplification
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Figura 28. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de Qiagen

Amplification
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Figura 29. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de PB-L
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Procesamiento N°8: se procesaron 6 muestras con resultados previos negativos

ademas del control positivo y negativo utilizando ambos kits para continuar con las

comparaciones.
Resultados
Well Fluor Target Content Sample Cq
Control Control
A06 Cy3 end6geno Positivo 8,98
A06 FAM RSV Control 28,97
Positivo
BO6 Cy5 Control 1 . acto 90 28,52
endogeno
B06 FAM RSV Extracto 90
C06 Cy5 Control 1 . racto 91 29,29
end6geno
C06 FAM RSV Extracto 91
D06 Cy5 Control | p i acto 92 25,08
enddgeno
D06 FAM RSV Extracto 92
E06 Cy5 Control 1 b racto 93 27,78
endogeno
E06 FAM RSV Extracto 93
F06 Cy5 Co?trol Extracto 94
endogeno
FO6 FAM RSV Extracto 94
G06 Cys Control 1 g octo 95 26,90
enddgeno
GO06 FAM RSV Extracto 95
Control Control
HO6 €y endogeno Negativo
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Control

HO6 FAM RSV ‘ . ‘
Negativo
Tabla 24. Resultados PB-L

Well Fluor Target Content Sample Cq

AO7 Cy5 Control ) Control 26,89
exogeno Positivo

AO7 FAM RSV Control 31,78

Positivo

AO7 HEX Coptrol Copt.rol
enddgeno Positivo

BO7 Cy5 Control | b i acto 90 29,65
exdgeno

BO7 FAM RSV Extracto 90

BO7 HEX Control | g acto 90 29,30
enddgeno

Co7 Cy5 Control | b i racto 91 29,41
exdgeno

Co7 FAM RSV Extracto 91

07 HEX Control | g racto 91 31,58
endogeno

D07 Cy5 Control | b iracto 92 28,90
exdgeno

D07 FAM RSV Extracto 92

D07 HEX Control | g racto 92 25,80
endogeno

E07 Cy5 Control 1 b i racto 93 29,91
exogeno

EO7 FAM RSV Extracto 93

E07 HEX Control | g, tracto 03 29,12
enddgeno

FO7 Cys Control 1 g acto 94 30,14
exdgeno
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FO7 FAM RSV Extracto 94

FO7 HEX Control 1 g, racto 94 36,05
endogeno

GO7 Cy5 Control 1 racto 95 30,84
exdgeno

GO07 FAM RSV Extracto 95

GO7 HEX Control | g racto 95 27,01
endégeno

HO7 Cy5 Cczntrol Contr.01 30,64
exogeno Negativo

HO7 FAM RSV Control

Negativo

HO7 HEX C0f1tr01 Contr.01

end6geno Negativo

Tabla 25. Resultados Qiagen
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Figura 30. Comparacion de la sefial FAM obtenida del control positivo
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Figura 31. Curvas de fluorescencia (Cy5) obtenidas del control endégeno

de PB-L
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Conclusiones procesamiento 8: Como se observa en la figura 30, en este ensayo la
sefal del control positivo obtenida por el kit de Qiagen es mucho mas baja que la obtenida
con el kit de PBL y, a esta altura asumimos que ha dejado de funcionar adecuadamente
por haber excedido la fecha de vencimiento. El resto de las muestras dan todas negativas

validadas por sus respectivos controles.

Procesamiento N°9: Se corrige un error de calculo cometido al pasar a 20 ul con
el reactivo de PB-L y se modifican algunos volumenes de la mix. En este proceso se
evaluan seis muestras positivas por IFD (muestras 41, 42, 43, 49, 46 y 48) y 16 muestras
negativas por IFD (muestras 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,107,108,
109, 62y 63).

Reactivo Vo?lﬁ;len Concf(airlllt;iacién Fluoréforo
Master mix 2x 10 1x
Mix enzimas 25x 0,8 1x
DTT 1 mM 1,6 1x
RSV F (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV R (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV P (6 uM) 0,23 0,07 uM FAM
RNAsaP F (24 uM) 0,2 0,19 uM
RNA?E‘\I/)DR (24 0,2 0,19 uM
RNAsaP P (6 uM) 0,1 0,024 uM Cy5
AD 3
Molde 3
Vol. Total 20
Tabla 26. Premix PB-L
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Resultados:

Well Fluor Content Sample Cq

A0S FAM sonwol 39.45
BO5 FAM Extracto 41 24,26
C05 FAM Extracto 42 24,05
D05 FAM Extracto 43 25,68
EO05 FAM Extracto 49 21,12
FO5 FAM Extracto 46 38,54
GO5 FAM Extracto 48 N/A
BO5 Cy5 Extracto 41 N/A
Co05 Cy5 Extracto 42 N/A
D05 Cy5 Extracto 43 N/A
EO05 Cy5 Extracto 49 N/A
FO5 Cy5 Extracto 46 N/A
GO05 Cy5 Extracto 48 N/A

Tabla 27. Resultados PB-L (Muestras IF positivas)

Well Fluor Target Content Sample Cq

A06 Cy5 Control Extracto 96 27,83
endogeno

A06 FAM RSV Extracto 96

B06 Cy5 COPtrOI Extracto 97 35,32
endogeno

B06 FAM RSV Extracto 97

C06 Cy5 Control Extracto 98 23,53
enddgeno

C06 FAM RSV Extracto 98

D06 Cy5 CoPtrol Extracto 99
enddgeno
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D06 FAM RSV Extracto 99
E06 Cy5 Control Extracto 100
end6geno
E06 FAM RSV Extracto 100
F06 Cy5 COPtrOI Extracto 101
end6geno
FO06 FAM RSV Extracto 101
G06 Cy5 Control Extracto 102 24.36
end6geno
G06 FAM RSV Extracto 102
HO6 Cy5 Control Extracto 103
endogeno
HO06 FAM RSV Extracto 103
A07 Cy5 Control Extracto 104
endogeno
AQ7 FAM RSV Extracto 104
BO7 Cy5 Control Extracto 105 38,54
end6geno
B0O7 FAM RSV Extracto 105 38,55
Co7 Cy5 Control Extracto 106
enddgeno
Cco7 FAM RSV Extracto 106
D07 Cy5 Control Extracto 107
enddgeno
D07 FAM RSV Extracto 107
E07 Cy5 Control Extracto 108 27.51
endogeno
EO7 FAM RSV Extracto 108
FO7 Cy5 Control Extracto 109 23,29
endogeno
FO7 FAM RSV Extracto 109
GO07 Cy5 COPtrOI Extracto 62
endogeno
GO07 FAM RSV Extracto 62
HO7 Cy5 CoPtrol Extracto 63
enddgeno
HO7 FAM RSV Extracto 63 25,12

Tabla 28. Resultados PB-L (Muestras IF negativas)
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Amplification

Figura 32. Curvas de fluorescencia (FAM) para las muestras IF positivas

obtenidas por el kit de PB-L

Conclusiones procesamiento 9: De entre las seis muestras positivas por IF se
encontr6 una que da negativo, la muestra 48, y de entre las 16 muestras negativas por I[FD
al menos una es positiva para VSR. Sin embargo, es notable el hecho de que solo seis
controles endogenos de las 16 negativas y ninguno de las muestras negativas dieron
positivo, lo cual indica o baja celularidad o degradacion del RNA durante el
almacenamiento y transporte. El criterio que se utiliza en estas circunstancias (c.
enddgeno negativo) es considerar de cualquier forma positivos validados a los que den
sefal positiva para el virus, en este caso las cinco IFD positivas y la IFD negativa dejando
como indeterminadas a las que dan doble negativo. Por otra parte, para las muestras
negativas por IF se encontr6 bastante sefial espuria por lo que se levant6 el umbral de
manera que siga positivo y eliminar a la mayoria de los resultados dudosos. Luego de
estas correcciones se verifica que dos muestras negativas por IFD dan positivo por
RTqPCR: la 105 (Ct = 38,55) que posiblemente (porque tiende a bajar) sea un falso
positivo y la 63 (Ct = 25,12) que seguramente es un verdadero positivo no detectado por
IFD. En este procesamiento observamos que el control positivo quedé con un Ct muy

elevado (39,45) lo que muy probablemente se deba a degradacion ya que se estaba
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trabajando con alicuotas de RNA guardadas a -20°C como control positivo. Debido a esta
observacion cambiamos a utilizar una dilucion de una muestra positiva alicuotada y

preservada a -20°C como control positivo lo que le da mucha mas estabilidad a este

control.

Amplification
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Figura 33. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas para el control

positivo y las muestras 105 y 63, luego de corregir el umbral.

Procesamiento N°10: En esta etapa se deja de utilizar el kit de Qiagen dado que

evidenci6 deterioro por haber expirado su fecha de vencimiento. Por esto, como ya no
hace falta utilizar las mismas concentraciones para armonizar el uso de ambos Kkits se
modifico el protocolo de PB-L aumentando la concentracion de probe de RSV vy las
concentraciones de primers y probe del control enddgeno para intentar mejorar el
desempefio (tabla 29). El nuevo protocolo eleva de 0,07 uM a 0,12 uM la concentracion
de ambos probes para intentar obtener sigmoideas mas netas, con menos sefial espuria y
una meseta final mas alta. Se procesaron 7 muestras no testeadas previamente por
RTqgPCR, 3 positivas para IFD (47, 60 y 61) y 4 negativas para IFD (64, 65, 66y 67) y

se repite la 48 (positiva para IFD) para verificar si es un falso positivo.
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Reactivo Vozﬁil)len Conc;eilllltarlacién Fluoréforo
Master mix 2x 10 1x
Mix enzimas 25x 0,8 1x
DTT 1 mM 1,6 1x
RSV F (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV R (24 uM) 0,42 0,5 uM
RSV P (6 uM) 0,23 0,12 uM FAM
RNAsaP F (24 uM) 0,42 0,5 uM
RNAZ?\I/)DR (24 0,42 0,5 uM
RNAsaP P (6 uM) 0,4 0,12 uM Cy5
AD 2,12
Molde 3
Vol. Total ~20
Tabla 29. Premix PB-L
Resultados
Well Fluor Content Sample Cq
A06 FAM E(fs‘;ttf“;é N/A
B06 FAM Extracto 48 N/A
C06 FAM Extracto 47 23,70
D06 FAM Extracto 60 29,88
E06 FAM Extracto 61 N/A
F06 FAM Extracto 64 N/A
GO06 FAM Extracto 65 N/A
A07 FAM Extracto 66 N/A
BO7 FAM Extracto 67 N/A
Tabla 30. Resultados (FAM) PB-L
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Amplification
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Figura 34. Curvas de fluorescencia para las muestras (FAM) y el control
endogeno (Cy5) obtenidas por el kit de PB-L

Conclusiones procesamiento 10: Los controles enddgenos dieron negativo en
todas las muestras y controles. A su vez las sefiales de FAM también son extrafias con
picos inexplicables (sefiales que suben y bajan durante cierta cantidad de ciclos).

De las 4 muestras positivas (47, 48, 60 y 61) solo dos (47 y 60) dieron una sefial

positiva aceptable.

Procesamiento N°11: se continud procesando muestras negativas por IFD para

comparar con RTqPCR, pero esta vez usando una reaccion duplex para obtener resultados
combinados de RSV y Rinovirus (ambos con el fluor6foro FAM). Esto se hizo para
aprovechar los reactivos en la deteccion de un virus que no se incluye en el panel de IFD
y sabiendo por observaciones previas que los resultados individuales de cada deteccion
no varian entre los formatos monoplex o duplex (Trabajo Final de Bioquimica de Leila
Albarracin, UNAJ 2024). En este protocolo se bajaron las concentraciones de las probe
porque no hubo mejora con respecto al utilizado en el procesamiento anterior

Se procesaron 5 muestras en total, un control positivo para RSV y otro para

Rinovirus, ademas del control negativo (AD).
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Reactivos Mix Rino/RSV | Volumen (ul) | Concentracion final | Fluoroforo
Master Mix 2x 10 1x
Enzimas 0,8 1x
DTT (1 uM) 1,6 0,08 uM
Primer F Rino (24 uM) 0.4 0,48 uM
Primer R Rino (24 uM) 0,4 0,48 uM
Probe Rino (6 uM) 0,2 0,06 uM FAM
Primer F RSV (24 uM) 0,4 0,48 uM
Primer R RSV (24 uM) 0.4 0,48 uM
Probe RSV (6 uM) 0,2 0,06 uM FAM
Primer F RN AsaP (24 uM) 0,2 0,24 uM
Primer R RNAsaP (24 uM) 0,2 0,24 uM
Probe RNAsaP (6 uM) 0,1 0,03 uM Cy5
AD 2,1
Molde 3
Vol. Total 20
Tabla 31. Premix PB-L (didplex RSV/Rinovirus)
Resultados
Well Fluor Target Content Sample Cq
A06 Cy5 C. endogeno | Neg Ctrl | Neg Cirl 19,61
A06 FAM RSV/Rino Neg Ctrl | Neg Citrl 19,49
B06 Cy5 C. endogeno | Extracto 110 29,68
B06 FAM RSV/Rino Extracto 110 24,01
C06 Cy5 C. endégeno | Extracto 111 26,31
Co06 FAM RSV/Rino Extracto 111
D06 Cy5 C. end6geno | Extracto 112 28,45
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D06 FAM RSV/Rino Extracto 112 24,72
E06 Cy5 C. endégeno | Extracto 113 23,54
EO6 FAM RSV/Rino Extracto 113 24,01
F06 Cy5 C. endégeno | Extracto 121 24,27
F06 FAM RSV/Rino Extracto 121

GO06 Cy5 C.endégeno | Pos Ctrl | Pos RSV

GO06 FAM RSV/Rino Pos Ctrl Pos RSV 29,4
HO06 Cy5 C.endégeno | Pos Ctrl | Pos Rino 25,83
HO06 FAM RSV/Rino Pos Ctrl | Pos Rino

Tabla 32. Resultados PB-L (diplex RSV/Rino)

Amplification

Figura 35. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de PB-L
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Amplification

Figura 36. Curvas de fluorescencia (Cy5) del control enddgeno

obtenidas por el kit de PB-L

Conclusiones procesamiento 11: De las 5 muestras negativas por IF, 3 de ellas
dieron positivo para Rinovirus o VSR (ambos blancos se detectan en el canal de FAM).
En procesos posteriores se discriminara en wells separados. El control negativo dio un Ct
de aproximadamente 19 en Cy5 y FAM por un salto de fluorescencia sin sentido
(resaltado en amarillo en la tabla), el cual no sucede con el resto de las muestras, por ello
no se le atribuye importancia. El control positivo de rinovirus no anduvo posiblemente
por haber sido conservado a -20°C durante un periodo prolongado (corresponde a un TFB

anterior) por lo que se va a cambiar.

Procesamiento N°12: se procesaron el resto de las muestras negativas necesarias

para finalizar el trabajo.

Well Fluor Target Content Sample Cq
Control Control
AV6 Cy3 enddgeno Negativo
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A06

FAM

RSV/Rino

Control

Negativo

Control

A07 Cy5 . Extracto 119
end6geno

AOQ7 FAM RSV/Rino Extracto 119

A08 Cy5 Control Extracto 65 27,54
end6geno

A0S FAM RSV/Rino Extracto 65

BO6 Cys5 Control Extracto 114 30,11
end6geno

BO0O6 FAM RSV/Rino Extracto 114

BO7 Cy5 Control Extracto 120 30,13
endogeno

B0O7 FAM RSV/Rino Extracto 120

BOS Cy5 Control Exiracto 66
endogeno

BO0O8 FAM RSV/Rino Extracto 66

C06 Cy5 Control Extracto 115 25.63
end6geno

C06 FAM RSV/Rino Extracto 115 19,45

Co7 Cy5 Control Extracto 122
enddgeno

Cco7 FAM RSV/Rino Extracto 122

Co8 Cy5 Control Extracto 67 28.75
enddgeno

C08 FAM RSV/Rino Extracto 67

D06 Cy5 Control Extracto 116 27,72
endogeno

D06 FAM RSV/Rino Extracto 116

D07 Cy5 Control Extracto 123
endogeno

D07 FAM RSV/Rino Extracto 123

D08 Cy5 Control Extracto 68 24.42
endogeno

D08 FAM RSV/Rino Extracto 68

E06 Cy5 Control Extracto 117 26,39
endogeno

EO06 FAM RSV/Rino Extracto 117

EO7 Cy5 CoPtrol Extracto 124
enddgeno

EO7 FAM RSV/Rino Extracto 124

EO8 Cy5 CoPtrol Extracto 69
endogeno

EO8 FAM RSV/Rino Extracto 69
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Control

F06 Cy5 . Extracto 118 29,82
endogeno

FO6 FAM RSV/Rino Extracto 118

FO7 Cy5 Control Extracto 125 28,50
end6geno

FO7 FAM RSV/Rino Extracto 125 26,75

FO3 Cy5 Control Extracto 70 26,20
endogeno

FO8 FAM RSV/Rino Extracto 70

G06 Cy5 Control Positivo RSV
endogeno

GO06 FAM RSV/Rino Positivo RSV 32,48

GO7 Cy5 Control Extracto 126
endogeno

GO07 FAM RSV/Rino Extracto 126

G083 Cy5 Control Extracto 71 28,80
endogeno

GOS8 FAM RSV/Rino Extracto 71 33,81

HO6 Cy5 Control Positivo Rino 26,12
end6geno

HO06 FAM RSV/Rino Positivo Rino 24,84

HO7 Cy5 Control Extracto 64 31,57
enddgeno

HO7 FAM RSV/Rino Extracto 64 36,26

HOS8 Cy5 COPtrOI Extracto
endogeno

HOS8 FAM RSV/Rino Extracto

Tabla 33. Resultados PB-L (diplex RSV/Rino)
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Figura 37. Curvas de fluorescencia (FAM) obtenidas por el kit de PB-L

Amplification

Cycles

Figura 38. Curvas de fluorescencia (Cy5) del control enddgeno

obtenidas por el kit de PB-L
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Las muestras 115, 125, 71 y 64 dieron positivas y se retestearon en una reaccion
multiplex para discriminar entre RSV y Rinovirus. Hubo 7 muestras que no levantaron

sefial de FAM ni del control endogeno (Cy5) por lo que quedaron invalidadas.

8. Analisis de los resultados

Inicialmente nos propusimos hacer una comparacion directa del desempeio de un
kit nacional contra un kit importado de alta calidad de una marca muy prestigiosa. Si bien
se pudo avanzar algo en este sentido, el hecho de que comenzara a notarse un deterioro
en el rendimiento del kit importado hizo que se redireccione el trabajo a una comparacion
con la técnica de rutina de IFD. De las muestras procesadas se obtuvieron datos
suficientes como para satisfacer el propdsito general del trabajo ya que se alcanzo a tener
una idea comparativa con el kit de Qiagen al procesar varias muestras en paralelo y con
el método actual de deteccion en los hospitales (IFD) al procesar bastantes muestras
negativas por esta técnica.

En los procesamientos 9 y 10 se encontraron fallos al momento de detectar las
sefales correspondientes al control enddgeno.

De las muestras que estaban pendientes para discriminar entre RSV y Rinovirus
(muestras 110, 112, 113 y 115) se procesaron posteriormente ¢ indicaron que las muestras
110 y 112 correspondian a RSV (anteriormente eran negativos por IF), mientras que las
muestras 113 y 115 correspondian a Rinovirus.

En las tablas 34 y 35 se pueden apreciar los resultados generales que se fueron
obteniendo. Inicialmente, de las 20 muestras con resultados positivos por IFD (tabla 34)
nueve pudieron ser procesadas en paralelo con los dos kits dando resultados muy
similares, 18 de las 20 fueron positivas con los reactivos de PB-L pero las dos negativas
fueron también negativas para el control endégeno lo que indica probable deterioro del
RNA en la conservacion de las muestras. Dos muestras fueron positivas por PBL y
negativas por Qiagen, aunque esto es atribuible al deterioro del kit que a partir de ese
procesamiento ya no se usd y nos concentramos en evaluar muestras negativas por IFD
en comparacion con PBL para explorar la mayor sensibilidad reportada de la RTqPCR

con respecto a la IF.
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Muestras con resultados positivos por IFD para RSV

N° de Muestra N° de Extracto Cq PB-L Cq Qiagen
R00148 23 28,84 27,94
R00149 27 30,49 30,37
R0O0150 24 33,84 33,16
RO0151 25 23,19 2291
R0O0152 26 25,30 24,07
R0O0157 28 23,72 21,49
R00273 44 24,24 N/A
R00272 45 21,43 N/A
R00269 47 23,70 No se uso
R00266 46 38,54 No se uso
R00264 48 N/A No se uso
R00261 49 21,12 No se uso
R0OO155 38 27,99 27,80
R0O0154 39 26,65 27,62
R0O0156 40 26,29 28,72
R00194 41 24,26 No se uso
R0O0195 42 24,05 No se uso
R0O0196 43 25,68 No se uso
R00257 60 29,88 No se uso
R00254 61 N/A No se uso

Tabla 34. Resultados para las muestras positivas por IFD

De las 47 muestras previamente descriptas como negativas por IFD puede
observarse en la tabla 35 que nueve fueron positivas para VSR o Rinovirus por RTqPCR
procesadas con PBL, lo cual ejemplifica el mayor poder de deteccion en general de la
técnica molecular. Este mejor desempeiio con una diplex RTqPCR se manifiesta ya sea
por extender el rango a virus que no pueden detectarse por IF (Rinovirus) o por la mayor
sensibilidad de la primera (VSR). El procesamiento posterior para discriminar el agente

nos mostrd que siete de las nueve eran Rinovirus y dos eran VSR.
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Muestras con resultados negativos por IFD para RSV

N° de Muestra N° de Extracto | Cq PB-L Cq Qiagen
R00295 62 N/A No se uso
R00296 63 25,12 No se uso
R00297 64 36,26 No se uso
R00298 65 N/A No se uso
R00299 66 N/A No se uso
R00300 67 N/A No se uso
R00290 68 N/A No se uso
R00292 69 N/A No se uso
R00293 70 N/A No se uso
R00294 71 33,81 No se uso
R00336 99 N/A No se uso
R00329 98 N/A No se uso
R00328 97 N/A No se uso
R00327 96 N/A No se uso
R00325 95 N/A N/A
R00324 94 N/A N/A
R00320 93 N/A N/A
R0O0318 92 N/A N/A
R00314 91 N/A N/A
R00262 90 N/A N/A
R00288 100 N/A No se uso
R00287 101 N/A No se uso
R00284 102 N/A No se uso
R00259 109 N/A No se uso
R00276 103 N/A No se uso
R00275 104 N/A No se uso
R00274 105 38,55 No se uso
R00271 106 N/A No se uso
R00270 107 N/A No se uso
R00265 108 N/A No se uso
R00228 111 N/A No se uso
R00246 110 24,01 No se uso
R00263 115 19,45 No se uso
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R00302 112 24,72 No se uso
R00360 113 24,01 No se uso
R00364 114 N/A No se uso
R00371 116 N/A No se uso
R00377 117 N/A No se uso
R00380 118 N/A No se uso
R0O0381 119 N/A No se uso
R00389 120 N/A No se uso
R00402 121 N/A No se uso
R00658 122 N/A No se uso
R00659 123 N/A No se uso
R00660 124 N/A No se uso
R0O0661 125 26,75 No se uso
R00662 126 N/A No se uso
Tabla 35. Resultados para las muestras negativas por IFD

9. Conclusiones

En este trabajo se logro poner a punto una técnica de RT-qPCR tanto en formato
de monoplex (tabla 20) como en duplex (tabla 31), utilizando el Kit One-Step qRT-PCR
Plex de Productos Bio-Logicos (PB-L), primers y sondas especificas para el virus sincitial
respiratorio. Para ello se exploraron varias concentraciones de primers y probes y se
unificaron las temperaturas de annealing y extension reduciendo el tiempo total del
proceso.

Si bien seria ideal trabajar con muchas mas muestras, los datos recolectados en el
trabajo dejan claro la mayor sensibilidad de la RT-qPCR con respecto al método
actualmente utilizado en el Hospital Mi Pueblo de Florencio Varela (IF) debido a que nos
permitid detectar dos muestras adicionales positivas para VSR halladas sobre 47
negativas por IFD. Por otro lado, aunque hay dos muestras sobre 20 que fueron positivas
por IFD y negativas por RT-qPCR, el hecho de que no hayan sido procesadas
simultaneamente por ambas técnicas, sino que la muestra fue sometida a mas de un
congelamiento y descongelamiento, transporte y almacenamientos de varias semanas
implica que no se puede discriminar entre un deterioro del RNA y una deteccion falsa por

IFD. Dado que el personal a cargo de ejecutar la IFD en el Hospital Mi Pueblo esta
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altamente capacitado y el hecho de que los controles enddgenos sean negativos en ambos
casos avalaria la hipotesis de un deterioro de la muestra mas que un falso positivo.

Otro punto para destacar es que los tiempos que se requieren para obtener
resultados confiables entre ambos métodos es diferente, ya que con la RT-qPCR pueden
procesarse muchas muestras simultdneamente en formato strips con 6 muestras mas
controles como minimo y en multiplos de 8 por cada strip hasta una matriz completa de
96 pocillos (94 muestras maximo mas dos controles). En contraste la IFD requiere de un
procesamiento y observacion microscopica individual de cada preparado por personal
entrenado lo cual requiere de mucho tiempo de personal ocupado (“hands on”) en
laboratorios con elevado volumen de muestras. En base a los resultados compilados en
la tabla 34 se puede visualizar comparativamente el funcionamiento de dos kits de qRT-
PCR, uno importado (Qiagen) y el otro de produccion local (PB-L). Estos resultados dejan
en claro que PB-L rinde valores de Ct semejantes a los de Qiagen lo que conlleva a un
rendimiento similar al mismo por un costo mucho menor.

Por lo antedicho la RT-qPCR resulta ser un método que combina una mayor
sensibilidad, rapidez, practicidad y economia con respecto al método de rutina de IFD.
Por lo tanto, en el caso de que los hospitales dispongan del equipamiento necesario la
técnica de qRT-PCR es la mejor opcion al momento de obtener resultados de manera
rapida y eficaz. En particular, el Kit One-Step qRT-PCR Plex de Productos Bio-Légicos
(PB-L) demostr6 ser equiparable con el kit de Qiagen en cuanto a desempefio y mas
conveniente en cuanto a costo al ser de produccion local. La disponibilidad y facil
adquisicion de este kit es también una ventaja ya que la empresa es de la localidad de

Quilmes, lo cual lo hace ideal para su uso en hospitales locales y aledafios.
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