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SARS CoV 1: Sindrome Respiratorio Agudo Grave-1.
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UPA: Unidad de Atencion Primaria.
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Resumen
La pandemia por el coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2) responsable de la enfermedad COVID-19 es un tema preocupante a nivel
mundial en diferentes aspectos tales como la salud, la economia, la politica y la educacion
regional. El 11 de marzo del 2020 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar¢ la
situacion de pandemia y en nuestro pais a partir del 20 de marzo se instaur6 el Aislamiento
Social, Preventivo y Obligatorio (ASPO). Este vari6 en fases de acuerdo a la frecuencia de
contagios en las distintas regiones del pais. El Area Metropolitana de Buenos Aires (AMBA)
estd compuesta por barrios de la Ciudad de Buenos Aires y del Gran Buenos Aires,
caracterizdndose por ser la concentracion urbana de mayor densidad del pais y la zona mas
afectada en nuestro pais ya que registra la mayor cantidad de casos y muertes. El sistema de
salud pudo dar respuesta sin llegar al colapso sanitario como ocurri6 en otras partes del mundo.
En este trabajo epidemioldgico, transversal y retrospectivo se analizaron epidemioldgicamente
los resultados obtenidos desde agosto a diciembre de 2020 de pacientes sospechosos de COVID
19. Se utiliz6 para el mismo, un método molecular sensible, especifico y rapido en el
diagnostico de COVID-19 como es la amplificacion isotérmica, y se evaluaron sus fortalezas
y limitaciones.
El trabajo se realizo en el Centro de Excelencia en Medicina Traslacional (CEMET),
perteneciente al Hospital de Alta complejidad en Red El Cruce Dr. Néstor C. Kirchner SAMIC
(HEC). Se utiliz6 como poblacién de andlisis pacientes derivados de distintos centros de la
region epidemioldgica VI de la Provincia de Buenos Aires.
Se analizaron 10.175 muestras pertenecientes a hisopados combinados (orofaringeo y
nasofaringeo), esputos y aspirados bronco alveolares, de las cuales el 29,84% resultaron
positivas. El pico de casos positivos ocurri6 en agosto y el centro con mayor positividad fue el
UPAL11. La distribucion por sexo fue homogénea y el rango etario con mas casos positivos fue
el comprendido entre los 30 y 39 afios.
Entre los sintomas mas frecuentes se encontraron anosmia, disgeusia, fiebre y odinofagia. La
presencia de varias comorbilidades incremento6 la chance de fallecimiento de los contagiados,
como también su edad avanzada y el desarrollo de neumonia.
Dentro de las fortalezas del método de amplificacion isotérmica Atila utilizado se encuentran
una entrega rapida de resultados confiables y poca experticia en el manejo del laboratorio de

biologia molecular al no requerir extracciéon del ARN viral. Una de las ventajas de no realizar




extraccion manual es que se evitan las posibles contaminaciones en todos sus pasos. Sin
embargo, dentro de las limitaciones del método se encuentra que es menos sensible que la RT-
PCR (método de referencia). Cuando se evalu6 este método en muestras de saliva no arrojé
resultados favorables ya que es muy dependiente de un buen manejo de la etapa preanalitica,
siendo clave, la correcta toma de las mismas.

A pesar de ser un método cualitativo, se pudo apreciar que las muestras de pacientes
sintomaticos positivos para COVID-19 presentaron un menor Ct que aquellas muestras de
pacientes positivos asintomaticos, estimando indirectamente que la carga viral para estos

ultimos fue menor.




Introduccion e importancia del tema
1.Epidemiologia
El 31 de diciembre de 2019, la Comision Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan (China)

informo sobre un grupo de 27 casos de neumonia de etiologia desconocida, con una exposicion
comun a un mercado mayorista de mariscos, pescados y animales vivos en la ciudad de Wuhan,
incluyendo siete casos graves. El inicio de los sintomas del primer caso fue el 8 de diciembre
de 2019. El 7 de enero de 2020, las autoridades chinas identificaron como agente causante del
brote un nuevo tipo de virus de la familia Coronaviridae que posteriormente ha sido
denominado SARS-CoV-2, cuya secuencia genética fue compartida por las autoridades chinas

el 12 de enero. Este virus es el responsable de la enfermedad COVID-19. El dia 11 de marzo,

la OMS declar6 la pandemia mundial.

ops ,' Qrymizaion. L‘*} Ogeedie Condcelo. Prepdrate.
Ul de la Ta e wewrw. pabo orglang/o

Cronologla

E@ China reporté casos de neumonia de causa desconocida en
Wuhan, Hubei
E@ Muevo coronavirus (2019-nCoV) fue identificado v se comparte la
secuencia genética
@ » Primera transmision humano-humano fuera de China (Vietnam)
@ » OMS declara el brote un ESPII

@ » Nueva definicion de caso sospechoso
E@ » OMS declara pandemia

Imagen 1. Cronologia de sucesos hasta la declaracion de pandemia por parte de la OMS.

(Fuente:https://www.paho.org/arg/index.php?option=com_docman&view=download&alias=

526-actualizacion-covid-19-10-agosto-2020&category slug=actualizaciones &Itemid=624)

Desde ese momento hasta la fecha en la cual se culminé este trabajo se han registrado en el
mundo 81.538.835 contagios y 1.815.764 fallecidos. En Argentina, 1.613.928 contagios y
43.163 muertes.'
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Situacién regional
Distribucién geogrifica del brote de la enfermedad por el Coronavirus (COVID-19) en las Américas, 02-08-20
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Situacion regional
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Imagen 2. Situacion regional al comienzo y al final de este trabajo.

(Fuente:https://covid19.who.int/)
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2. Caracteristicas de SARS-CoV-2

Los coronavirus son una familia de virus que causan infeccion en los seres humanos y en una
variedad de animales, incluyendo aves y mamiferos. Se trata de una enfermedad zoonética, lo
que significa que pueden transmitirse de los animales a los humanos.

Los tres coronavirus que afectan al humano y que tienen elevada patogenicidad son: Sindrome
Respiratorio Agudo Grave-1 (SARS-CoV-1), Sindrome Respiratorio de Oriente Medio
(MERSCoV) y SARS-CoV-2.

Este ultimo pertenece a la familia de los B-coronavirus, los cuales son virus constituidos por
acido ribonucleico (ARN) de cadena simple, polaridad positiva, envueltos, no segmentados,
con genoma de 27 a 32 kb y tamafio de 80-160 nm. Son los virus de ARN mas grandes hasta
ahora descubiertos y pertenecen al grupo IV de la clasificacién de Baltimore.?

La estructura de la particula viral consiste en una nucleocépside formada por el genoma viral
al que se encuentran unidas multiples copias de la proteina N o proteina de nucleocapside. La
nucleocapside adopta una estructura helicoidal y presenta forma de ovillo rodeado de la
envoltura glicoproteica en la que se insertan las proteinas virales: S, E y M. A partir de esta
molécula se sintetizan el total de proteinas necesarias para cumplir el ciclo de replicacion
completo. El genoma viral codifica al menos 27 proteinas, incluidas 16 proteinas no

estructurales y 4 proteinas estructurales.’
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Proteina 5

proteina que a otras celulas

Proteina S

Imagen3. Estructura del SARS-CoV-2.

(Fuente: https://medicinaysaludpublica.com/asiinfecta-el-coronavirus/)

3.Ciclo de replicacion viral

Los coronavirus entran a la célula blanco por medio del contacto con receptores celulares
especificos presentes en su superficie. La interaccion entre la proteina S y un receptor ubicado
en la membrana celular dispara el proceso de entrada al citoplasma celular. El receptor para el
virus SARS-CoV es la enzima convertidora de angiotensina I (ACE II). Esta proteina, que se
encuentra ubicada en la membrana celular, presenta actividad carboxipeptidasa y estd
involucrada en la regulacion de la presion sanguinea arterial y la funcion cardiaca. La ACE 11
es una glicoproteina transmembrana tipo I que cliva la angiotensina I en Angiotensina II,
molécula que produce vasoconstriccion y aumento de la presion arterial. La Angiotensina II
estimula en las glandulas suprarrenales la secrecion de aldosterona, cuya funcioén es la

reabsorcion del sodio y el agua y la eliminacion del potasio, a nivel renal, produciendo el
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aumento de la presion arterial. En humanos se expresa en células epiteliales de pulmoén e

intestino delgado los cuales son los blancos primarios de SARS-CoV.*

Se ha observado que los casos graves de COVID-19 presentan niveles de Angiotensina Il muy
elevados. Y el nivel de Angiotensina II se ha correlacionado con la carga viral de SARS-CoV-
2 y el dafio pulmonar. Este desequilibrio del sistema podria estar en relacion con la inhibicion

de la ACE 1I por parte del virus.*

Luego del reconocimiento del receptor, los coronavirus ingresan al citoplasma por endocitosis
y fusion con vesiculas acidas que permiten la liberacion de la nucleocéapside. Alternativamente,
estos virus pueden fusionarse directamente con la membrana plasmatica por un mecanismo
dependiente de una proteasa celular quien cliva a la proteina S del virus y permite exponer su
péptido fusion.

Una vez liberada la nucleocapside al citoplasma comienza la traduccion y expresion del gen de
replicasa viral. Por un mecanismo de desplazamiento de ribosomas celulares se traducen dos
polipéptidos definidos ppla (440-500 kDa) y pplab (740— 810 kDa) de diferente longitud. A
partir de estos, y por un proceso autoproteolitico, se expresan las proteinas no estructurales
(designadas nspl a nsp16) necesarias para formar el complejo replicasa transcriptasa (RTC) y
completar un ciclo de infeccion exitoso. Cercano al gen de la replicasa se encuentran los genes
estructurales S, M, E y N; que seran expresados a partir de mRNA subgendémico una vez que
el RTC esté conformado y activo. Las maquinarias replicativas de los coronavirus provocan
remodelamientos estructurales membranosos muy complejos en las células infectadas.
Extensivas y morfologicamente diversas redes de vesiculas, conectadas con el reticulo
endoplasmatico (RE) permiten la compartimentalizacion del proceso de sintesis viral
protegiéndolo de ribonucleasas y evitando el reconocimiento de la respuesta inmune innata.
Las proteinas estructurales M, S y E son expresadas asociadas al RE desde donde seran
transportadas hacia el sitio de ensamblado y junto con las nucleocépsides formaran las nuevas
particulas virales. Los coronavirus se ensamblan a través del sistema ERGIC (compartimento

intermedio reticulo endoplasmatico-Golgi) y luego las particulas maduras son exportadas hacia

12
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la membrana plasmatica en el interior de 9 vesiculas, las cuales son secretadas por exocitosis.’
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Imagen 4. Ciclo de replicacion de los Coronavirus.

(Fuente:https://aam.org.ar/src/img_up/22032020.0.pdf)

4.Patogenia

La mayoria de los coronavirus se propagan a los hospedadores susceptibles por vias respiratoria
o fecal-oral, y la replicacion ocurre primero en las células epiteliales. Sin embargo, ademas de
la infeccion local de las vias respiratorias o entéricas, varios coronavirus causan enfermedad
respiratoria aguda grave. Como se menciond anteriormente el SARS-CoV-2, se une con gran
afinidad a la ACE II, que es utilizada como receptor de entrada para invadir las células. Este
mecanismo permite explicar la eficiente propagacion viral en los humanos. Sin embargo, en
comparacion con el SARS-CoV (10% de mortalidad) y el MERS-CoV (35% de mortalidad),
el SARS-CoV-2 parece ser menos virulento en este punto, con la excepcion de los ancianos y

aquellos con afecciones de salud subyacentes. °

Las células en la via aérea superior se infectan inicialmente, lo que resulta en desprendimiento

celular, pero relativamente poco dafo. Sin embargo, el virus se propaga rapidamente a los
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alvéolos causando dafio alveolar difuso. Esto se caracteriza por descamacion de neumocitos,
edema alveolar, infiltracion celular inflamatoria y formacion de membrana hialina. También
se detectan virus o productos virales en otros 6rganos, como el rifién, el higado, cerebro,
intestino delgado y heces. Aunque el pulmoén es reconocido como el érgano mas gravemente
afectado por el SARS-CoV-2, el mecanismo exacto de la lesion pulmonar es controvertido. Las
observaciones histopatologicas de las lesiones pulmonares no solo muestran respuestas
inflamatorias inespecificas como edema e infiltrado de células inflamatorias, sino que también
una exfoliacion severa de las células epiteliales alveolares, ensanchamiento y dafio del tabique
alveolar, e infiltracion del espacio alveolar. Patoloégicamente, la inflamacion incluye
degeneracion (necrosis), infiltracion e hiperplasia. El dafio a las paredes arteriolares
intersticiales pulmonares indica que la respuesta inflamatoria juega un papel importante a lo
largo del curso de la enfermedad. Durante la infeccion, el huésped desencadena una respuesta
inmune contra el virus. La inmunopatogénesis se asocia con una respuesta inmune fuera de
control, lo que puede provocar dafios en el tejido pulmonar, deterioro funcional y capacidad
pulmonar reducida. Efectivamente, la respuesta inmunitaria tanto innata como adaptativa son
necesaria para la eliminacion viral, pero siempre bajo una regulacion muy estricta. Es de
destacar que en pacientes con COVIDI9 se observd un ascenso plasmatico del nivel de
citoquinas y quimioquinas, incluidas IL-1, IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, factor
estimulante de colonias de granulocitos (GCSF), factor estimulante de colonias de macrofagos
(MCSF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), IFN-y y TNF-a. Esta liberacion
exacerbada de inmunomediadores, a su vez, recluta linfocitos, macrofagos y leucocitos al sitio
de la infeccion, pudiendo explicar en parte el dafio histologico observado en los pacientes con

COVIDI19 de condiciones mas criticas.®

La activacion excesiva del sistema inmune innato que causa tormentas de citoquinas ocasiona
dafio del sistema microvascular y activa el sistema de coagulacion e inhibicion de la fibrindlisis.
La coagulacion intravascular diseminada (CID) conduce a trastornos generalizados de la
microcirculacion que contribuyen a la situacion de fallo multiorgénico. Se ha observado que
los niveles de antitrombina son menores en casos de COVID-19, y los niveles de dimero D y
fibrindgeno son mayores que en poblacion general. Ademas, la progresion de la gravedad de
la enfermedad va ligada a un aumento gradual del dimero D. Estos hallazgos apoyan la teoria
del desarrollo de una coagulopatia de consumo en infecciones por SARS-CoV-2, y que cuando

estas ocurren empeora el prondstico.’
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La IL-6 desempefia un papel importante en la red de mediadores inflamatorios y puede causar
trastornos de la coagulacion a través de diversas vias, como la estimulacion hepatica para la
sintesis de trombopoyetina y fibrindgeno, aumento de la expresion del factor de crecimiento
endotelial vascular, expresion de los factores tisulares de los monocitos y la activacion del
sistema de coagulacion extrinseco. La trombina generada a su vez puede inducir al endotelio
vascular a producir mas IL-6 y otras citoquinas. Las tormentas de citoquinas y los trastornos
de la coagulacion de este modo se retroalimentan. Se ha observado también la alteracion de las
plaquetas por varias vias: dafio indirecto mediante invasion de las células madre
hematopoyéticas de la médula 6sea o dafio directo mediante la activacion del complemento.
Ademas, la inflamacién producida en el pulmoén junto con la hipoxia de los casos con
neumonia, causa la agregacion plaquetaria y la trombosis, con un aumento de consumo de las
plaquetas. Todos estos factores contribuyen a desencadenar el estado de hipercoagulabilidad

que se observa en los casos de COVID-19.

5. Enfermedad

El SARS-CoV-2 se transmite principalmente de persona a persona por medio del contacto
directo, indirecto o estrecho con personas infectadas, y a través de secreciones infectantes, por
ejemplo, saliva y secreciones respiratorias, o por medio de goticulas respiratorias, que se
expulsan cuando una persona infectante tose, estornuda, habla o canta. Ademas, las goticulas
respiratorias provenientes de personas infectadas pueden contaminar objetos, lo que produce
fomites (superficies contaminadas).®

Se cree que el contagio es posible incluso por parte de los pacientes asintomaticos.’

El periodo de incubacion, es decir el tiempo que transcurre desde que una persona se infecta
por el virus hasta que presenta sintomas, oscila en general entre los 4 y los 7 dias. Sin embargo,
los sintomas pueden aparecer entre 2-14 dias luego de la exposicion al virus.!'”

El tiempo medio desde el inicio de los sintomas hasta la recuperacion es de 2 semanas cuando
la enfermedad ha sido leve y 3-6 semanas cuando ha sido grave o critica. El tiempo entre el
inicio de sintomas hasta la instauracion de sintomas graves como la hipoxemia es de 1 semana,
y de 2-8 semanas hasta que se produce el fallecimiento. '° Hay un porcentaje de personas que
describen sintomas prolongados y recurrentes, durante meses.

Los sintomas iniciales de la infeccion pueden consistir en fiebre, tos, estornudos, dolor de
garganta u odinofagia, diarrea, vomitos y manifestaciones generales como dolor articular, por
lo que el cuadro seria similar al de la gripe. La disgeusia y anosmia son sintomas caracteristicos

de esta enfermedad. Muchas personas con COVID-19 presentan solo sintomas leves. Es posible
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contagiarse de alguien que solamente tenga una tos leve y no se sienta enfermo. Dentro de los
sintomas que pueden presentar los pacientes contagiados, se describen, fiebre (88,7%), tos
(67,8 %), astenia (38,1 %), esputo (33,4%), disnea (18,6 %), odinofagia (13,9 %), cefalea
(13,6%), diarrea (3,8 %) y emesis (5 %). Cabe sefialar que entre el 40 a 50 % de los contagiados,
presentan manifestaciones clinicas. !!

Como medidas preventivas, se han recomendado por la OMS: lavarse frecuentemente las
manos con agua y jabon, o con un desinfectante de manos a base de alcohol; al toser o
estornudar, cubrirse la boca y la nariz el pliegue del codo; mantener al menos 1 metro de
distancia entre personas; evitar tocarse los 0jos, la nariz y la boca. Ademas, es muy importante

el correcto uso de tapabocas o barbijos en espacios cerrados y abiertos. 2

Factores de riesgo

Son mas propensos a presentar complicaciones graves los varones de mas de 60 afios, sobre
todo los que presentan enfermedades previas como diabetes, hipertension arterial y obesidad. !?
Autoridades sanitarias indicaron que la tasa de letalidad de COVID-19 en Argentina se
mantiene en 1,9%. Esta aumenta significativamente con la edad llegando a 10.5% en los
mayores de 60 afios y con enfermedades preexistentes. El Ministerio de Salud de la Nacion, el
dia 3 de agosto de 2020 comunicé que del total de los 206.743 casos confirmados de COVID-
19, el 14,3 % correspondia a personas mayores de 60 afios. Sin embargo, de los 3.813 fallecidos
notificados en esa fecha, el 81,9 % eran adultos mayores. '

Las personas con enfermedades cardiovasculares e hipertension (HTA) constituyen un grupo
de mayor riesgo para desarrollar sintomas graves por COVID-19. Los niveles de ACE II
pueden estar aumentados en personas con enfermedad cardiovascular. Se ha observado que los
tratamientos con inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) y antagonistas
de la Angiotensina II (ARA II) utilizados para el tratamiento de la hipertension arterial (HTA)
y la insuficiencia cardiaca, aumentan la expresion y actividad de la ECA II. °

Por otra parte, la reduccion de los receptores ACE 11 y los altos niveles de Angiotensina II se
relacionan con la insuficiencia respiratoria y el distrés respiratorio agudo. En los casos graves
de COVID-19, se han observado mayores niveles de Angiotensina II, lo que puede estar en
relacion con la inhibicion por parte del virus de la ACE I1.'6

El motivo por el cual la diabetes supone un factor de riesgo para desarrollar enfermedad grave
por COVID-19 no esté bien establecido, pero también se sugiere que la sobreexpresion de ACE
IT en pacientes diabéticos puede estar implicada en el proceso. La sobreexpresion de la ACE 11

en diabéticos parece un mecanismo compensatorio para frenar el deterioro de la
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microvasculatura renal implicada en la nefropatia diabética a largo plazo, asi como para limitar
el dafio cardiovascular a largo plazo en pacientes diabéticos mediante la activacion del eje ACE
II/Ang-(1-7) /MasR ."7

Hay varios factores que podrian influir en el mayor riesgo de infeccién y complicaciones por
COVID-19 en los pacientes con obesidad, el primero de los cuales seria la asociacion de la
obesidad con otras comorbilidades y con una mayor predisposicion a los fendmenos
tromboembdlicos que la poblacion general, factores que ya se han asociado con una peor
evolucion de COVID-19. Por otro lado, se ha observado que la expresion de ECA 11 en las
células adiposas podria ser importante, lo cual pondria a las personas obesas en un mayor riesgo
de contraer la infeccion grave. '8

Ademads, se encuentran dentro del grupo de riesgo personas con enfermedad pulmonar

obstructiva cronica (EPOC), asma, cancer e inmunosuprimidos.

Caso sospechoso y criterios de alta

La definicion de caso sospechoso desde el comienzo de la pandemia fue variando de acuerdo
a la situacion epidemioldgica.

Ante todo caso sospechoso, se debe indicar el aislamiento inmediato del paciente y comenzar
las acciones de rastreo y cuarentena de sus contactos estrechos, sin esperar los resultados de
laboratorio.

Todo caso sospechoso o confirmado debera contar con evaluacion clinica periddica para
identificar signos de alarma y evaluar posibles diagndsticos diferenciales.

Se define como caso sospechoso de COVID-19 al 11 de septiembre del 2020 por el
Ministerio de Salud de la Nacion segun dos criterios. En el primero de ellos, toda persona que
presente 2 o mas de los siguientes sintomas: fiebre mayor a 37,5°C, tos, odinofagia, dificultad
respiratoria, cefalea, mialgias, diarreas/vomitos y pérdida de olfato y gusto repentinos sin otra
etiologia que explique completamente la presentacion clinica. En el segundo criterio, toda
persona que sea trabajador de salud, resida o trabaje en instituciones cerradas o de internacion
prolongada, sea personal esencial, resida en barrios populares o pueblos originarios o sea
contacto estrecho de caso confirmado de COVID-19, que dentro de los 14 dias posteriores al
contacto presente 1 o mas sintomas de los anteriormente mencionados.

Se define como caso confirmado por laboratorio COVID-19 al 11 de septiembre de 2020 a
todo caso sospechoso con resultado detectable para: deteccion de genoma viral de SARS
CoV-2 por técnicas directas.

También se confirman los casos por criterios clinicos/epidemiolédgicos a aquellos que en los
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ultimos 14 dias haya sido contacto estrecho con un caso confirmado o forme parte de un
conglomerado de casos, con al menos un caso confirmado por laboratorio, sin otro
diagnostico definido, y que presente dos o mas de los sintomas mencionados.

Se procurara el diagnostico etioldgico por laboratorio a los casos confirmados por criterio
clinico epidemioldgico que formen parte de los siguientes grupos: pacientes que presenten
criterios clinicos de internacion, personas con factores de riesgo, personas gestantes,
trabajadores de salud, personas fallecidas, sin etiologia definida.

Los contactos estrechos de casos confirmados (cualquier persona que haya permanecido a
una distancia menor a 2 metros con un caso confirmado mientras el caso presentaba sintomas,
o durante las 48 horas previas al inicio de sintomas durante al menos 15 minutos), que con no
presenten sintomas, no son considerados casos de COVID-19, pero deben realizar cuarentena
por 14 dias.

No se considerara personal de salud expuesto a SARS-CoV-2 a quienes hayan empleado

correctamente el equipo de proteccion personal apropiado en todo momento. '’

CASO DE COWID-19 CON NEUMOMIA GRAVE, DEFINIDA COMO:

MNMeumonia, induye diagndstico clinkcofradicldgico de neumonda = cualguiera de
los sigusenbes oriteribos:

= Frecuencia respiratoria: =30 /min

= Saturacidn de O2L=93% [aire ambiente)

= Reguerimiento de asistencia respiratoria mecamica [ARM)

= Imcremento de los infiltrados >50% en 2448

= Alteracidn de comnciencia eteriornn del sensori

ad hemodinamica
2 puntos
= Reqguerimiento de LTI

Continuar con el aislamiento Continuar con el aislamiento
respiratorio hasta cumplir respiratorio hasta:
con los siguientes:
- . Al mrenos 10 dias despuds de la
Al meenos. 10 dias -:_1!:-_.4:|u1.-_- e la aparicson de sintomas
apanickon de sintoemas -+

al menos 72 horas después de la
desaparicidn o estabillidad de los
. SENTOIMas respiratorios. (no
- ;J_"';’: "ﬂnj-uql-:-?a'l considerar disgeusiafenosmia)
-+ Otorgar el alta de aislamiento
sin necesidad de ret-PCR.

rt-PCR egativa en una muestra
respiratoria de un hisopado

ALTA DE ‘ |

AISLAMIENTO

Imagen S. Criterios de alta en pacientes que contrajeron COVID-19.

(Fuente:https://www.argentina.gob.ar/salud/coronavirus-COVID-19/alta)
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6.Diagnéstico de laboratorio

Las pruebas de laboratorio para el COVID-19 y el virus asociado SARS-CoV-2 incluyen los
métodos que detectan la presencia del virus y aquellos que detectan los anticuerpos
producidos en respuesta a la infeccion.

Las técnicas diagndsticas para confirmacion de casos positivos son RT-PCR, LAMP y

deteccion de antigenos.

Técnicas moleculares

Christian Drosten es director del Instituto de Virologia del prestigioso Hospital Charité de
Berlin. Y es reconocido como uno de los tres cientificos que descubri6 el virus del SARS, otro
tipo de coronavirus que en 2002-2003 infect6 a unas 8.000 personas en cerca de 30 paises y
caus6 cerca de 800 muertes.?’

El cientifico aleman también tuvo un papel central en la lucha contra otra epidemia causada
por un coronavirus, el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS, por sus siglas en
inglés), que ha causado mas de 800 muertes desde 2012 segun la OMS.

En 2017 el experto comenzo a trabajar en el Hospital Charité. En enero de 2020, poco después
de que investigadores en China divulgaran el primer genoma del virus del COVID-19, su
laboratorio en Berlin fue el primero en producir un test de diagndstico. Este primer estudio
estaba basado en la deteccion del genoma de los SARS-CoV y otros coronavirus relacionados
con SARS. Ese mismo mes la OMS divulgoé el protocolo del test en su sitio en internet
permitiendo a otros paises producir sus propias pruebas para diagnosticar la enfermedad.?!

La prueba mas utilizada en los centros de referencia para el diagndstico de COVID-19 ha sido
la prueba RT-PCR. Se realiza utilizando hisopado combinado (nasofaringeo mas orofaringeo)
0, mas recientemente, saliva e hisopado nasal. Los aspirados traqueales o lavado
broncoalveolar también se realizan en pacientes internados, con enfermedades respiratorias
mas graves.

Diferentes laboratorios desarrollan una variedad de dianas genéticas de ARN, con la mayoria
de las pruebas dirigidas a 1 o mas de los genes: envoltura (ENV), nucleocapside (N), espiga

(S), RNA polimerasa RNA-dependiente (RdRp) y ORFI.
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Imagen 6. Mapa genético de SARS-CoV-2.

(Fuente:https://biotechmagazineandnews.com/nuevo-mapa-genetico-del-sars-cov-2/)

El Ct (ciclo umbral) es el nimero de ciclos de replicacion necesarios para producir una sefal
fluorescente, valores de Ct mas bajos representan mayores cargas de ARN viral. La imagen 7
corresponde a una curva de amplificacion representativa a partir de la cual es posible
determinar el punto en el cual la fluorescencia de la reaccidon sobrepasa la fluorescencia basal
(umbral o “threshold”), y se considera como el punto en el cual la reaccion de amplificacion
da comienzo. El Ct es un valor definido de forma arbitraria por el usuario, aunque es posible
definirlo de forma matematica. Obteniendo la segunda derivada de la curva de amplificacion,
es posible definir el Ct como el ciclo que corresponde al valor méximo de la segunda derivada,
adicionalmente, se puede definir el Ct como el punto de despegue (“takeoff point”) que es el
equivalente al 20% de ese maximo, ambos pardmetros permiten encontrar de forma matematica
el ciclo en el cual la fluorescencia aumenta significativamente con respecto a la fluorescencia
basal.??

Esta carga viral comienza a disminuir en la semana 3 y posteriormente se vuelve indetectable.
Sin embargo, los valores de Ct obtenidos en pacientes hospitalizados graves son inferiores a
los valores Ct de los casos leves, y la positividad de la PCR puede persistir mas alla de las 3
semanas después del inicio de la enfermedad, cuando la mayoria de los casos leves produciran
un resultado negativo. Sin embargo, un resultado de PCR "positivo" refleja tnicamente la
deteccion de ARN viral y no indica necesariamente la presencia de virus viables.

En algunos casos, el ARN viral ha sido detectado por RT-PCR incluso mas alla de la semana
6 después de la primera prueba positiva. También se han reportado positivos después de 2
pruebas de PCR negativas consecutivas realizadas con 24 horas de diferencia.?

La cronologia de la positividad de la PCR es diferente en muestras distintas del hisopado

nasofaringeo. La positividad de la PCR disminuye mas lentamente en el esputo y todavia
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puede ser positiva después de que las muestras nasofaringeas son negativas. 2

Los resultados falsos negativos se producen principalmente debido al momento inapropiado
de la recoleccion de muestras en relacion con el inicio de la enfermedad y la deficiencia en la
técnica de muestreo, especialmente de hisopados nasofaringeos. 2°

La especificidad de la mayoria de las pruebas RT-PCR es muy alta porque el disefio de los
primers es especifico de la secuencia del genoma del SARS-CoV-2. Pueden producirse
resultados falsos positivos ocasionales debido a errores técnicos y contaminacion de
reactivos. %

Por su alto grado de certeza, es el método recomendado por la OMS para diagnosticar la
infeccion por COVID-19.%

Es importante destacar que un unico resultado negativo en una prueba para la deteccion del
virus SARS-CoV-2, especialmente si se ha realizado a partir de una muestra de las vias
respiratorias superiores, no excluye la posibilidad de una infeccion. Se recomienda repetir el
muestreo y la prueba con una nueva muestra en un caso ambulatorio o una muestra de las vias
respiratorias inferiores en caso de enfermedad grave o progresiva. Del mismo modo, un
resultado positivo por un patdogeno alternativo no excluye necesariamente la posibilidad de una

coinfeccion. 26
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Imagen 7. Curva de amplificacion representativa.

(Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techgpcr/)

En este trabajo final, la metodologia diagnoéstica utilizada es la Amplificacion Isotérmica
Mediada por Horquillas (LAMP, por sus siglas en inglés), la cual es una
variante de las PCR isotérmicas que ha generado mayor interés debido a su facil manejo y

bajo requerimiento técnico. Se caracteriza por realizar una mayor amplificacion de ADN que
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un PCR convencional (hasta 109 copias) en un menor tiempo debido a su disefio.

El desarrollo de nuevos métodos de biologia molecular basados en LAMP permiten que las
cadenas de ADN recién copiadas formen estructuras en bucle que pueden amplificarse mucho
mas rapidamente que en la RT-PCR, requiriendo solo una hora de amplificacion. Estos nuevos
métodos han logrado aceptables niveles de sensibilidad y especificidad en comparacién con el
método de referencia.?’

Otro aspecto comparativo a tener en cuenta es que las LAMP requieren instrumental mas
sencillo para su ejecucion y pueden realizarse en laboratorios de menor complejidad y esto

permite realizar un mayor numero de determinaciones al mismo tiempo.
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Imagen 8. Mecanismo LAMP.

(Fuente:https://www.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-gpcr/isothermal-

amplification/loop-mediated-isothermal-amplification-lamp)

LAMP utiliza 4-6 cebadores que reconocen 6-8 regiones distintas de ADN diana para una
reaccion de amplificacion altamente especifica. Una ADN polimerasa que desplaza la hebra
inicia la sintesis y 2 cebadores especialmente disefiados forman estructuras de "bucle" para
facilitar rondas posteriores de amplificacion mediante la extension en los bucles y el
apareamiento adicional de los cebadores. Los productos de ADN son muy largos (> 20 kb) y

se forman a partir de numerosas repeticiones de la secuencia diana corta (80—-250 pb),
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conectadas con regiones de bucle monocatenario en concatdimeros largos. Estos productos no
suelen ser apropiados para la manipulacion posterior, pero la amplificacion del objetivo es tan
amplia que son posibles numerosos modos de deteccion. La deteccion de fluorescencia en
tiempo real mediante intercaladores o sondas, el flujo lateral y la deteccion en gel de agarosa
son directamente compatibles con las reacciones LAMP. La instrumentacion para LAMP
generalmente requiere un calentamiento constante hasta la temperatura de reaccion deseada y,
cuando sea necesario, fluorescencia en tiempo real para las mediciones cuantitativas.®

Las diferencias de sensibilidad y especificidad en relacion con la RT-PCR en tiempo real, la
presencia o ausencia de control interno, el nivel de deteccion y algunos aspectos adicionales
requieren de ajustes para lograr una maxima correlacion con el método de referencia, sin
embargo, ofrecen una alternativa razonable para su utilizacion en areas de alta prevalencia y
con fines de tamizaje. La posibilidad de tener el diagndstico en menos tiempo permite la toma

de decisiones en determinadas situaciones que requieren medidas urgentes. %°

Pruebas seroldgicas

La deteccion de anticuerpos (serologia) puede ser utilizada también para propositos clinicos y
para la vigilancia de la poblacion.

Las pruebas serologicas detectan anticuerpos especificos antiproteinas del SARS-CoV-2,
fundamentalmente las proteinas S y N, que son las mas inmunogénicas. En términos de
aplicacion clinica-diagnostica, las pruebas seroldgicas no reemplazan a los métodos directos y
no tienen utilidad para guiar la interrupcion o finalizacion de las medidas de aislamiento y/o
prevencién y control de infecciones. Su muy baja sensibilidad durante la primera semana luego
del inicio de los sintomas, los vuelve una opcidén poco apropiada para su uso en el diagnostico
de personas con sospecha de infeccion activa por SARS-CoV-2.3°

La deteccion de anticuerpos solo indica el contacto previo con el virus, pero no permite definir
el momento en que ocurrié el contacto. Sin embargo, si pueden ser de suma utilidad para
estimar la proporcion de una poblacidon determinada que estuvo expuesta al virus.

La evidencia actualmente disponible muestra que la mayoria de los individuos
inmunocompetentes desarrollard anticuerpos detectables entre los 7 a 21 dias posteriores al
inicio de los sintomas. En las curvas de la cinética de seroconversion se observa que a
diferencia de lo que ocurre en otras patologias infecciosas y con los métodos diagnosticos

actualmente disponibles, la IgG se vuelve detectable practicamente en simultaneo con la IgM.?

23

——
| —



Deteccion de antigenos

Durante los primeros dias tras el inicio de los sintomas (de 1 a 5 dias aproximadamente), se
generan proteinas virales (antigenos) que pueden ser detectadas mediante diferentes ensayos
(ELISA, inmunofluorescencia, o incluso pruebas rapidas). Sin embargo, no se ha caracterizado
totalmente la dindmica de produccion y excrecion de estas proteinas. En general, la deteccion
de antigenos presenta una especificidad aceptable (dependiendo del ensayo), por lo cual su
deteccion puede ser usada como criterio de confirmacién (en conjunto con la definicion de
caso, la historia clinica y los antecedentes epidemiol6gicos) y para tomar decisiones en el
ambito de la salud publica (p. ej., aislamiento). Sin embargo, un resultado negativo (en
cualquier estadio de la infeccion) no debe ser usado como criterio para descartar un caso, y por

lo tanto se recomiendan pruebas adicionales con ensayos moleculares.*!

Recomendaciones sobre el uso de pruebas diagnésticas para COVID-19

1 - Estudios de vigilancia poblacional
7 — Identificacidn de donantes de plasma de
convalecientes

3 - Diagnostico tardio o retrospectivo en
situaciones definidas
4 —Ident Gn de poblacion en estrategias de

Deteccion de

Anticuerpos en

5l % 5
- nmunizacion

1 - Confirmacién diagndstica en personas

) eradas c: ped) 5 en dreas de
transmisidn comunitariay idad de
incrementar el acceso de técnicas de diagndstico
gendmicas.

Otras técnicas
gendmicas (e
LAMP) &n HNF

Mayor sensibilidad

1 - Confirmacion diagndstica en personas
consideradas casos sospecho

2- Al amiento en pacientes con formas
graves de D-19

Mayor sensibilidad
Técnica de referencia

RT-PCR en HNF

FIS Dia7 Dia 10 Dia 14 Dia 21

Imagen 9. Recomendaciones sobre el uso de pruebas diagnodsticas para COVID-19.

(Fuente: https://bancos.salud.gob.ar/sites/default/files/2020-09/covid-19-consenso-sobre-uso-

de-pruebas-diagnosticas-para-sars-cov-2.pdf)
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Etapa Preanalitica
Todas las muestras deben enviarse al laboratorio refrigeradas (no congeladas) y en envase de

bioseguridad apropiado para muestras bioldgicas (triple envase).

Tapadera
impermeable ! 4+— Recipiente primario
Material I
absorbente ’ b Lista detallada
y de sujecion del contenido
Embalaje " R
SEcURHEHE Embalaje exterior rigido
Designacion apropiada
para transporte
Etiquetas Identificacion del paquete
de remitente
y destinatario

Imagen 10. Modelo triple empaque obligatorio.

(Fuente: Directrices provisionales de bioseguridad de laboratorio para el manejo y transporte

de muestras asociadas al nuevo coronavirus 2019. PAHO. 28 de enero de 2020)

Deben usarse los contenedores correctos para evitar derrames, con el medio de transporte
adecuado y el volumen exacto de solucion fisiologica para evitar diluciones excesivas. No
deben contener mucosidad, sangre o turbidez que pueden interferir con la reaccion de

amplificacion. La adecuada toma de muestra resulta fundamental para minimizar la posibilidad

de falsos negativos.

Muestra limpida {1} y muestra turbia (D).
'\ B} Muestra con sangre.

C)  Muestra con moco.

D) Muestra con medio viral.

Imagen 11. Posibles interferentes.
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Debe ser identificada como muestras para deteccion de nuevo coronavirus, SARS-CoV-2 o
COVIDI19. No deberan venir acompanadas con muestras para otras patologias.

Las muestras deberdn estar acompafiadas por una copia de la ficha epidemiologica
correspondiente a caso sospechoso, completa en su totalidad.

Cada paciente debe ser cargado en el Sistema de Vigilancia Epidemiologica (SISA). Ademas,
cada laboratorio debe tener un propio registro de los pacientes.

La toma de muestra requiere de personal entrenado y el procesamiento inicial de la misma
exige disponer de una cabina de flujo de bioseguridad nivel II o infraestructura equivalente con

cabinas de bioseguridad o cabinas de contencion primaria para el procesamiento.

Etapa postanalitica

En nuestro pais, desde el punto de vista normativo, la identificacién de casos sospechosos de
COVID-19 constituye un evento de notificacion obligatoria en el marco de la Ley 15.465. La
vigilancia del nuevo COVID-19 se inscribe en la vigilancia de las infecciones respiratorias
agudas, en la que el pais tiene una importante experiencia y la que cuenta actualmente con una
estructura que incluye los servicios de atencion de los distintos subsectores, las areas de
epidemiologia locales, provinciales y nacionales, la red nacional de laboratorios de influenza y
otros virus respiratorios, laboratorios privados con capacidad para el diagnostico, los
laboratorios nacionales dependientes de la Administracion Nacional de Laboratorios e
Institutos de Salud (ANLIS), entre otros. Todos ellos participan de manera activa del Sistema
Nacional de Vigilancia de la Salud, que permite la comunicacién en tiempo real entre los
actores intervinientes con responsabilidad sanitaria de manera simultanea y desde cualquier
lugar del territorio argentino, contando con un sistema de alertas inmediatas ante la notificacion
de casos y el reporte de resultados de laboratorio, todo bajo estrictas medidas de seguridad
informatica y proteccion de la confidencialidad de los datos.

Las muestras deben ser almacenadas a -21°C para su conservacion en freezer.

Una vez finalizado el procesamiento de muestras, descontaminar las superficies de trabajo y el
equipo utilizado con los desinfectantes apropiados (alcohol al 70% o hipoclorito de sodio al
5%). La lavandina debe ser preparada diariamente para asegurar la correcta concentracion y
conservarla en un recipiente tapado. El descarte del material se realizard segin los

procedimientos recomendados para eliminacion de residuos patologicos.?
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Objetivos

Objetivo general

e Analizar epidemioldgicamente a la poblacién en estudio segin sexo, edad, localidad,
centro asistencial, factores predisponentes y sintomatologia proveniente de los

municipios de Florencio Varela, Almirante Brown, Berazategui y Quilmes.

Objetivos especificos

e Analizar los posibles inconvenientes en la etapa preanalitica para el procesamiento por
la metodologia Atila utilizada.

e Evaluar el método de amplificacion isotérmica para el diagndstico de coronavirus en
un determinado niimero de muestras.

e Comparar el porcentaje de positividad que surge por amplificacion isotérmica Atila sin
extraccion versus el obtenido por RT-PCR de Roche con extraccion por columnas en el
mismo periodo de tiempo y zona.

e Determinar si existe correlacion entre la sintomatologia y los Ct obtenidos.
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Materiales y métodos

El trabajo final se realiz6 en el Centro de Excelencia en Medicina Traslacional( CEMET)

del Hospital de Alta Complejidad en Red El Cruce, Dr. Néstor Carlos Kirchner(HEC) con
pacientes derivados de instituciones publicas pertenecientes a las localidades de Florencio
Varela, Berazategui, Quilmes y Almirante Brown. Todas estas localidades pertenecen a la

Region Sanitaria VI de la Provincia de Buenos Aires.
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Imagen 12. Regiones sanitarias de la Provincia de Buenos Aires.

(Fuente: https://www.gba.gob.ar/saludprovincia/regiones_sanitarias)

El tipo de estudio es cuantitativo, descriptivo, transversal y retrospectivo.

Los materiales biologicos utilizados fueron hisopados orofaringeos y nasofaringeos, esputo y
aspirados broncoalveolares con sospecha clinica de casos COVID-19 positivos provenientes
del plan nacional DETECTAR, Hospital Zonal General de Agudos Dr. Isidoro Iriarte, Hospital
Zonal General de Agudos “Mi Pueblo”, Hospital Zonal General de Agudos Descentralizado
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“Evita Pueblo”, Unidad de Pronta Atencion (UPA) 11 de Florencio Varela, SAME Florencio
Varela y SAME Almirante Brown. Las muestras de saliva se obtuvieron de la UPA 11.

Este trabajo abarca 3 etapas:

1.Procesamiento de muestras por un método de amplificacion isotérmica.

2. Evaluacién del método contra su método de referencia y su utilidad en muestras de saliva.
Ademas, se obtuvieron los datos de positividad del laboratorio del Hospital El Cruce.

3.Recoleccion de resultados y analisis de los mismos

1. El procesamiento de muestras se realizd mediante la técnica de Amplificacion Isotérmica
Mediada por Horquillas (LAMP, por sus siglas en inglés). Es una variante de las
amplificaciones isotérmicas que ha generado mayor interés debido a su facil manejo y bajo
requerimiento técnico. Se caracteriza por realizar una mayor amplificacion de ADN que un
PCR convencional (hasta 109 copias) en un menor tiempo debido a su disefo.

Se utilizo el kit de deteccion iAMP COVID-19 de ATILA, que es una prueba de amplificacion
isotérmica de transcripcion inversa en tiempo real. La prueba se basa en una tecnologia
patentada de amplificacion isotérmica denominada amplificacion OMEGA. Los juegos de
cebadores OMEGA estan disefiados para detectar especificamente ARN y ADNc posterior de
los genes N y ORF-1lab del virus SARS-CoV-2 en hisopados nasales, nasofaringeos y / u
orofaringeos de pacientes con signos y sintomas de infeccion sospechosos de COVID-19. 1.
Ambos genes son detectados en el canal FAM, sin ser diferenciados. Como control interno se
utiliza la deteccion de la enzima constitutiva GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), en el canal HEX. Tanto la retrotranscripcién como la amplificacion tienen
lugar a 61 ° C.

El ensayo permite la deteccion de RNA de SARS Cov-2 directamente desde las muestras, sin
procesos previos de extraccion de RNA.

Los resultados obtenidos son cualitativos.

Los componentes del kit incluyen:

e Buffer A y buffer B, los cuales mezclados en cierta proporcion son utilizados como
buffer de lisis.

e Buffer Mix y Primer Mix (contiene a la transcriptasa reversa), ambos mezclados en la
misma proporcioén conforman la Master Mix

e Control negativo

e Control positivo
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Cada kit contiene los reactivos necesarios para 100 determinaciones.

Imagen 13. Componentes de kit utilizado.

Procedimiento

Para poder realizar el procesamiento de las muestras se cont6 3 zonas de trabajo:

Zona 1 o zona sucia: Alli ingresan las muestras contenidas en triple envase. Se destapan dentro
de una cabina de bioseguridad bioldgica tipo II (protege al operador, a la muestra y al ambiente)
que debe estar validada. Luego, se acondicionan y ocurre la lisis. Por ltimo, en esta zona se
dispensa la Master Mix necesaria para la reaccion. En esta zona es muy importante que los
operadores cuenten con equipo de proteccion personal (EPP), el cual consiste en camisolin
hidrorepelente, cofia, barbijo N95, gafas, guantes y botitas para cubrir calzado.

Zona 2 o zona limpia: En esta zona ocurre la manipulacion y preparacion de reactivos libres
de RNAsas. Se prepara y dispensa el buffer de lisis y se prepara la Master Mix para ser utilizada
en la Zona 1.

Zona 3: Es donde se encuentra el Termociclador CFX96 de Bio-Rad. y en esta zona, ocurre la
reaccion de amplificacion.

Dentro de la cabina de seguridad bioldgica tipo II, luego de rotular los tubos con 3 ml de
solucidn fisiologica e hisopo/s, se mezclan mediante vortex durante 10 segundos.

Luego, se trasvasa 1 ml de muestra a tubos Eppendorf de 1,5 ml previamente rotulados. Se deja
decantar las muestras durante 20 minutos. Como modificacion del inserto original del
fabricante, pueden centrifugarse a 5000 RPM durante 10 segundos.

En la zona de manipulacion de reactivos, se prepara el buffer de lisis y se dispensa segin

cantidad de muestras en placas de PCR (12 ul en cada pocillo).
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Posteriormente, la placa de PCR se coloca en la cabina de seguridad bioldgica y se transfieren
de la superficie del Eppendorf 3 ul de muestras. Se resuspende de 5 a 10 veces. Se incuba
durante media hora.

Para la reaccion de amplificacion, se prepara en la zona limpia, la Master Mix y luego en
mesada de la zona sucia se dispensan 10 ul en cada pocillo de la placa mezclando con la pipeta
automatica, subiendo y bajando el volumen de 5 a 10 veces. Al final de la placa, como controles
de calidad del proceso, se agregan los ml mencionados de Master Mix ,15 ul de control negativo
y 15 ul de control positivo en los ultimos 2 pocillos de la placa. Ademas, se coloca en un pocillo
al azar un blanco con 3 ul de H20 libre de RNAsas, 12 ul de buffer de lisis y 10 ul de Master
Mix. Se sella la placa con un film autoadhesivo transparente.

Por tltimo, se coloca en el termociclador Bio-Rad CFX96TM previamente configurado a 61°C
durante 51 minutos.

La lectura de resultados se realiza de la siguiente manera:

Muestras:
FAM (ORF 1ab y/o N) | VIC (control interno) Resultado Accion
- Invalido Repetir el test. Si
repite un resultado
invalido, solicitar
nueva muestra
+ SARS CoV2 No Reportar resultados
Detectado
+ +- SARS CoV2 Reportar resultados
Detectable

Nota: en caso de tener un resultado invalido, repetir la corrida utilizando 1 ul de
muestra y 14 ul de buffer de muestra 1x.

Imagen 14. Lectura de resultados kit Atila.

(Fuente: https://www.fda.gov/media/136870/download)

Ademas, de cada curva se puede obtener un valor de Ct, el cual fue otorgado por el software
Bio-Rad CFX96TM.

Todas las superficies de trabajo deben ser descontaminadas con hipoclorito al 5% y en la cabina
de bioseguridad tipo II se debe prender la luz UV al menos 15 minutos antes y después de

finalizado el procesamiento de muestras. Los desechos deben descartarse en bolsa roja.
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FINDES SARS-COV-2 MOLECULAR ASSAY EVALUATION: RESULTS
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Imagen 15. Sensibilidad y especificidad declarada por el fabricante.
(Fuente:https://www.finddx.org/covid-19-old/sarscov2-eval-molecular/molecular-eval-

results/)

La sensibilidad descripta por el fabricante es del 93 al 100% para ambos genes (50-100 copias
para ORFlab y 1-10 COPIAS para el gen N) y la especificidad del 99% para el ORFlab y
100% para el gen N.

2. Se tomaron 15 muestras con resultado positivo y 15 con resultado negativo por el método de
amplificacion isotérmica. Las mismas fueron pro6cesadas por el laboratorio del HEC por el
método RT-PCR (método de referencia). Se calcularon sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN).

El procesamiento de la RT-PCR se realizdo con el kit LightMix Modular SARS-CoV
(COVID19) E-gene y N-gene Tibmolbiol de ROCHE. Se amplificaron 2 genes target: el gen E
y el gen N y se utilizd6 como control interno el gen de la miostatina (MSTN). Se utiliz6
termociclador Cobas z480 de ROCHE. La sensibilidad declarada por el fabricante es de 10
copias por reaccion y la especificidad del 100%.

Se debe programar el termociclador para que realice los siguientes 4 pasos:

1.Transcripcion reversa del RNA viral (55°C, 5 minutos)

2.Desnaturalizacion y activacion de la enzima (95°C,5 minutos)

3.Amplificacion por PCR 45 ciclos (95°C 5 segundos, 60°C 15 segundos y 72°C 15 segundos)
4.Enfriamiento del instrumento (40°C, 30 segundos)

Las muestras de hisopados pueden venir en medio viral o en solucion fisioldgica. Debe
extraerse el ARN viral previamente siguiendo los pasos en una CSB II en la zona sucia:

-Lisis viral con buffer de lisis comercial.
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-Precipitacion de ARN con etanol anhidro frio, y pegado especifico a las columnas de silica.
-Centrifugacion y posterior descarte del sobrenadante.

-Lavados con buffer de lavado. Centrifugacion entre ambos y se deja secar la columna.
-Elucion con agua destilada libre de RNAasas. Centrifugacion y se recoge el eluato.
Preparacién de la Mix de reaccion en zona limpia:

Para 5 ul de eluato se preparan en placa de 96 pocillos 15 ul de Mix de reaccion:

10,4 ul de agua libre de RNAasas

0,5 ul de mezcla de reaccion que contiene los primers y sonda

4 ul de Reactivo Roche Master

0,1 ul Enzima RT

En zona sucia se colocan los 5 ul de eluato en cada pocillo con 15 ul de Mix de reaccion, se
homogeiniza 2 o 3 veces. Se agregan en 2 pocillos diferentes 5 ul del control positivo y 5 ul
del control negativo. Se sella la placa y se coloca en el termociclador una hora y diez minutos.

Finalmente, se realiza la lectura de resultados y Ct.

Un adecuado método de diagndstico es aquel que ofrezca resultados positivos en
enfermos y resultados negativos en personas sanas, por eso la importancia de definir dos
parametros analiticos.

Sensibilidad: es la capacidad de clasificar correctamente a un individuo enfermo, es
decir, la probabilidad de que para un paciente enfermo la prueba realizada logre un
resultado positivo. La prueba ideal debe ser 100 % sensible, es decir, no debe tener
resultados falsos negativos. Este parametro posee una ecuacion que relaciona los VP y

FN.

S=VP/(VP+FN)

Especificidad: Es la capacidad de clasificar correctamente a un individuo sano, es decir,

la probabilidad de que para un paciente sano la prueba logre un resultado negativo. La

La prueba ideal debe ser 100 % especifica, es decir, no debe tener resultados falsos positivos.
La ecuacion de la especificidad relaciona los VN y FP.

E=VN/(VN+FP)

De estos dos parametros derivan otros indicadores como:

Valor predictivo positivo: es la probabilidad de padecer 1a enfermedad si se obtiene un

resultado positivo en la prueba. Puede estimarse a partir de la proporcion de pacientes con

un resultado positivo, que finalmente resultaron estar enfermos.

VPP=VP/(VP+FP)




Valor predictivo negativo: es la probabilidad de no padecer la enfermedad si se obtiene

un resultado negativo en la prueba y puede estimarse a partir de la proporcion de pacientes

con un resultado negativo que finalmente resultaron sanos.

VPN=VN/(VN+FN)

Resultados falsos positivos: es el resultado que indica que una persona padece una

enfermedad cuando en realidad no la padece, y se relaciona con la especificidad de la
prueba.

Resultados falsos negativos: resultado de una prueba que indica que una persona no

padece una determinada enfermedad, sin embargo, la padece. Los FN se relacionan con la
sensibilidad de la prueba.
Para este trabajo, se asume que el paciente tiene la enfermedad cuando el test diagndstico RT-

PCR es positivo.

Se utilizo Likelihood ratios (razén de verosimilitud) como prueba estadistica para comparar la
técnica de amplificacion isotérmica ATILA contra el método de referencia.

Likelihood ratio + se define como probabilidad de que el test (LAMP) de positivo cuando el
paciente tiene la enfermedad, dividida la probabilidad de que el test de positivo cuando el
paciente no tiene la enfermedad.

Likelihood ratio — se define como probabilidad de que el test (LAMP) de negativo cuando el
paciente tiene la enfermedad, dividida la probabilidad de que el test de negativo cuando el

paciente no tiene la enfermedad.

Tabla II. Interpretacion clinica dela razon de
verosimilitud (Zkelikood ratio)

LE+ > 10: Aumento grande: Test excelente

LR+ entre 5 y 10: Aumento moderado: Test bueno
LR+ entre 5 y 2: Aumento pequefio: Test malo
LR+ < 2: Aumento insignificante: Test inutil

LE=1: Sin cambios

LR- entre 0,5 y 1: Descenso insignificante: Test iniitil
LR- entre 0.2 y 0,5: Descenso pequefio: Test malo
LR- entre 0,1 y 0,2: Descenso moderado: Test bueno
LR- <0,1: Descenso grande: Test excelente

Imagen 16. Interpretacion clinica de la razon de verosimilitud.

(Fuente:http://informaticabiomedicaenmedicina.blogspot.com/2014/11/likelihood-ratios-

Ir.html)
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Para verificar si el método arrojaba resultados confiables en muestras de saliva, se nos
proporcionaron 22 muestras de saliva con 22 muestras de hisopados de los mismos pacientes.
Se procesaron ambas de la misma forma.

Como test estadistico se utilizo el coeficiente de acuerdo kappa, el cual proporciona una medida
del grado de acuerdo existente entre dos observadores o jueces al evaluar una serie de sujetos
u objetos. No es una medida de asociacion, sino una medida de concordancia entre evaluadores

(o métodos cualitativos).

Tabla 3. Valoracion del coeficiente kappa
{Landis y Koch, 1977)*

Coeficiente Fuerza de la concordancia
kappa

0,00 Fobre (Poor)

0,01 - 0.20 Leve (Slight)

0,21 - 0,40 Aceptable (Fair)

0,41 - 0,860 Maoderada (Moderate)

0,61 - 0,80 Considerable (Substantial)
0,81 - 1,00 Casi perfecta (Almost perfect)

Imagen 17. Intepretacion del coeficiente Kappa segiin Landis y Koch.
(Fuente:https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0370-
41062008000100008 )

Los datos de la positividad por mes del laboratorio del HEC fueron cedidos por el sector de
biologia molecular. Estos fueron extraidos del SISA. En ambos centros, al realizar la
comparacion de positividad, no se analizaron los casos positivos por contacto estrecho y
asintomaticos ya que no se encuentran cargados en este sistema como casos sospechosos.
Para comparar las proporciones de positivos de ambos laboratorios en muestras provenientes
de la misma zona y en el mismo tiempo, se utilizé test Z de comparacion de proporciones.
Para comparar la asociacion entre Ct y sintomatologia, se calcularon las medias de Ct del grupo
de pacientes positivos asintomaticos contra la del grupo de pacientes sintomaticos. Luego, se

analizo si hubo diferencias significativas con el Test de Mann-Whitney.

3.Se evaluaron los resultados obtenidos de los pacientes segin sexo, edad, localidad, centro
asistencial, factores predisponentes, sintomatologia y tipo de muestra. Los datos llegaron en
fichas epidemioldgicas provenientes de los distintos centros derivantes. Todos los datos fueron

volcados a planillas de Excel.

35

——
| —


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0370-41062008000100008
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0370-41062008000100008

A cada paciente se le asignd una numeracion interna para que al cargar los resultados del dia
puedan ser colocados los resultados correspondientes y consultado por los jefes de servicio a
través de una plataforma de Google Drive.

También, se analizaron variantes preanaliticas que pudieran interferir en el método de
amplificacion isotérmica. Entre las cuales se destacan la presencia en muestras de sangre,
moco, turbidez, contenido inadecuado del medio de transporte, volumen incorrecto de medio
de transporte, hisopo seco o ausencia de hisopo.

Todas las pruebas estadisticas se hicieron con el software STATA 13. P<0,05 arrojaron
resultados con diferencias significativas.

Ademas del SISA se obtuvieron la cantidad de enfermos de COVID-19 que fallecieron a raiz

de la enfermedad.
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Resultados
Se procesaron 10.175 muestras por la técnica de amplificacion isotérmica durante los meses de
agosto-diciembre del ano 2020. Todas ellas provenientes de las localidades de Florencio
Varela, Berazategui, Quilmes y Almirante Brown. Todas las localidades pertenecen a la Region
Sanitaria VI de la Provincia de Buenos Aires.
Se distribuyeron de la siguiente manera: 1558 del SAME de Almirante Brown (15,31%),966
del SAME de Florencio Varela (9,49%),601 del DETECTAR (5,91%), 1447 del Hospital
“Evita Pueblo” (14,22%), 987 del Hospital “Dr. Isidoro Iriarte” (9,70%), 1819 del UPA 11
(17,88%), 968 del Hospital “Mi Pueblo” (9,51%) y 1829 de la Unidad Sanitaria “Dr. Javier
Sabatto (17,98%).
En cuanto a la distribucion por sexo, 4819 pacientes fueron masculinos (47,36%)y 5356
femeninos (52,64%).
Del total, los resultados positivos fueron 3036(29,84%), los negativos 6956(68,36%) y 183
(1,8%) correspondientes a remitir nueva muestra. Estos se visualizan en el Grafico 1 y su
distribucion por centro de salud en el Gréafico 2. E1 UPA 11 tuvo la mayor cantidad de casos
positivos mientras que el DETECTAR tuvo la menor cantidad.
Sin tener en cuenta las muestras provenientes del plan DETECTAR, la positividad es del

31,43%.

POSITIVIDAD TOTAL

1,80%

POSITIVOS MEGATIVOS RN

Grafico 1. Casos positivos, negativos y remitir nueva muestra.
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Positividad por Centro de Salud

Positivos

Centro Sabatto

UPA 11 |

SAME Florencio Varela |

Ho=spital Mi Puebio .
Hospital Iriarte

Detectar |

Hospital Evita Pueblo |

SAME Almrante brown

Grafico 2. Distribucion de casos positivos por centro de salud.

Respecto a la positividad por mes (Grafico 3) empezando por agosto hasta diciembre los

resultados fueron: 1194(39,33%),820(27,01%),547(18,02%),293(9,65%) y 182(5,99%).

Positividad por mes

Septiembre Octubre Moviembre Diciembre

Cantidad Paorcentaje

Grafico 3. Cantidad y porcentaje de casos positivos distribuidos por mes.

Respecto a la positividad por sexo (Grafico 4) se aprecia que es ligeramente mayor en el caso
del sexo femenino con un 51,25% en comparacion con un 48,75% del sexo masculino. En el

Grafico 5 se nota la distribucion por sexo en los distintos centros derivantes.

38

——
| —



POSITIVIDAD POR SEXO

Porcentaje

B Femenino

Masculino m Femenino

Griéfico 4. Positividad por sexo.

Positividad por sexo

Femenino Masculino

Griéfico 5. Positividad por sexo en cada uno de los centros.

De acuerdo al Grafico 6 se observa que, en relacion a la positividad por edad, en la franja etaria
de 0 a 19 aios se registraron el 3,55 % de los positivos. De 20 a 59 afios, el 74,77 % y de 60 a
99 afios, el 15,68%. En la primera franja etaria hay un leve predominio del sexo masculino; en

la segunda y tercera se observa, por el contrario, una leve superioridad del sexo femenino.
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Positividad por edad y sexo

Masculino Femenino

0,10%
|

Griéfico 6. Positividad respecto a edad y sexo.

En el caso del personal de salud, fueron testeados 1269 personas. Resultaron positivas 331
(26,08%)

En el Grafico 7 se exponen los sintomas mas frecuentes. Los pacientes que declararon fiebre
fueron 1916. De estos, solo resultaron positivos 685(35,75%). Para el caso de la anosmia 901
de 1620 (55,62%); con disgeusia 590 de 1050 (56,19%); con odinofagia 1173 de 3560
(32,95%); y por ultimo con tos 1575 de 4548 (13,71%).

Casos con sintomatologia

Griéfico 7. Frecuencia de sintomas prevalecientes en casos positivos.

En el caso de pacientes declarados en las planillas epidemiologicas como asintomaticos, el

8,31% fueron positivos.
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Del total de 828 casos con contacto estrecho, 325 resultaron positivos (39,25 %)

En el Grafico 8, se contempla que, de 981 personas testeadas con hipertension, fueron positivas
para COVID-19 365 (37,20%). En el caso de pacientes diabéticos de 573 testeados, 230
resultaron positivos (40,13%). En altimo lugar, 57 pacientes de 175 declarados obesos fueron

positivos (32,57%).

Casos con enfermedades pre-existentes

Griafico 8. Casos positivos con enfermedades previas.

En el Grafico 9 se aprecian la cantidad de fallecidos positivos que presentaban alguna
comorbilidad. En el caso de la hipertension fueron el 7,67%; con obesidad, el 14,3%; con
diabetes, el 8,26%. Por ultimo, el 28,57% de los pacientes positivos que presentaban mas de

una comorbilidad fallecieron.

MORTALIDAD POR COMORBILIDAD

MUERTOS CON HIPERTENSION 28

POSITIVOS CON OBESIDAD

MUERTOS CON OBESIDAD

POSITIVOS CON DIABETES 230

MUERTOS CON DIABETES
POSITIVOS CON MAS DE UNA COMORBILIDAD
MUERTOS CON MAS DE UNA COMORBILIDAD

Grafico 9. Mortalidad de casos positivos con hipertension, obesidad, diabetes o mas de una

comorbilidad.

41

——
| —



Se recibieron 31 muestras de obitos, de las cuales 6 fueron positivas para COVID-19(19,35%).
En el caso de pacientes que presentaron neumonia, el 34,25% fueron COVID-19 positivos.
Enla Tabla 1, se distinguen la cantidad de casos y fallecimientos que cursaban COVID-19 con

neumonia de acuerdo a si su edad es menor o mayor a 60 afios.

Casos positivos con neumonia

Sexo Mayores a 60 afos | Fallecidos Mayores a 60 afios

Femenino 14 b

Masculino 12 3]

Casos positivos con neumonia

Sexo Menores a 60 afios| Fallecidos Menores a 60 afios

Femenino 21 5

Masculino 31 6

Tabla 1. Mortalidad segun sexo y edad en casos positivos que cursaban neumonia.

Distribucion de muestras recibidas para el
diagndstico

13,82%

H HISOPADO
B ESPUTO
B ASPIRADO
NO ESPECIFICA

Grafico 10. Porcentaje de tipo de muestra recibidos.
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En el Grafico 10 se observa que el mayor porcentaje de muestras recibidas fueron hisopados
(83,94%). Existieron casos en donde en la planilla epidemiologica no se especificé el tipo de
muestra (13,82%). Esputo (1,72%) y aspirado (0,52%) fueron muestras que llegaron en menor
cantidad. El porcentaje de RMN para los distintos tipos de muestras fueron los indicados en el
Grafico 11.

Distribucion de muestras mal
remitidas

H HISOPADO
W ESPUTO
W ASPIRADO
NO ESPECIFICA

Grafico 11. Porcentaje de RNM por tipo de muestra.

En el Grafico 12 se describen los casos totales de remitir nueva muestra de acuerdo al
interferente que presentaron. Entre ellos se encuentran: muestras con poca o mucha solucion
fisiologica, sangre, turbidez, presencia de mucosidad. Las muestras con hisopo seco no poseian
solucion fisioldgica, y las muestras sin hisopo en planillas epidemiologicas se presentaron en

su mayoria como aspirados. Los tubos con medio de transporte viral no arrojan resultado.




PORCENTAJE DE ERRORES PREANALITICOS EN
MUESTRAS MAL REMITIDAS

9. 78%

[126% | [1.26%
[0.32%

0,00%

Grifico 12. Interferentes preanaliticos en los casos de remitir nueva muestra.

En la Tabla 2 se distinguen los resultados obtenidos de los mismos pacientes en 2 muestras
diferentes: hisopado combinado y saliva. El coeficiente kappa tiene como valor 0,4359, con un

grado de acuerdo del 63,64%.

Resultado hisopado Resultado saliva
Negativo 12 11
Positivo 10 4
Remitir nueva muestra 0 7

Tabla 2. Comparacion de resultados obtenidos mediante amplificacion isotérmica en muestras

de saliva e hisopado combinado.

En la Tabla 3, se consideran los resultados conseguidos cuando se compararon las muestras de
los mismos pacientes por LAMP y por el método de referencia. La sensibilidad hallada fue del
94% vy la especificidad del 100%. Por otro lado, el VPN fue del 93% y el VPP del 100%.
(LR+:>10 y LR-:0,0625).

Resultado amplificacion isotérmica Resultado RT-PCR
Negativo 15 14
Positivo 15 16
Remitir nueva muestra 0 0

Tabla 3. Comparacion de resultados obtenidos por amplificacion isotérmica y RT-PCR.
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Positividad HEC vs Positividad CEMET
p<0,001 p=0,023 p=0,023 NS p<0,001

AOsTO WrTEveat OCTUSR NOVH MBS OsCEneg

* POSITVIOAD »t( * POSITVIDAD CEMET

Grafico 13. Comparacion de proporciones de positividad entre el laboratorio central del HEC

y CEMET en el mismo periodo de tiempo.

En el Grafico 14, se separan los Ct obtenidos en los casos positivos en 3 rangos: menor a 10,
entre 10 y 20 y mayor que 20. Al primer grupo pertenecieron 160 pacientes, al segundo 2048
y al tercero 828.

Rangos de Ct

CT MAYOR A 20§74/

CT ENTRE10Y 20 67,46%

CT MENOR A 10

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00%

Grafico 14. Porcentaje de rangos de Ct obtenidos.

La mediana de Ct obtenida en asintomaéticos fue 15, mientras que, en sintomaticos fue de 13.
Se compararon medianas de Ct entre los dos grupos con test de Mann-Whitney debido a que la

distribucion de la variable no se pudo asumir como normal.
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Sintomatologia Mediana RIC p valor
S| 13 9,5-15 <0,001
NO 15 14-18 <0,001

Tabla 4. Valores para la interpretacion del test Mann-Whitney.
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Discusion
El Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires asigna el pico de casos positivos en la
semana epidemioldgica 35(correspondiente a la ultima semana de agosto de 2020).?” Esto
coincide con el pico hallado en el mes de agosto en nuestro trabajo.
Las edades de los casos sospechosos se encuentran comprendidas entre los 0 y los 98 afios con
una mediana de 40 afios y una moda de 32 afios. En los casos positivos, son 45 y 32 los valores
hallados respectivamente. En la semana epidemiologica 53(ltima semana de diciembre de
2020) la mediana acumulada desde el inicio de la pandemia fue 38 afios. Seglin este informe,
la mayor cantidad de casos confirmados se dio en el grupo etario de 30 a 39 afios al igual que
en nuestro analisis. Ademas, coinciden en que la distribucion por sexo es homogénea.?’
El programa DETECTAR produce una baja en la positividad (29,84%)ya que las muestras que
se recibieron corresponden a pacientes asintomaticos y/o que necesitaban un hisopado con
resultado negativo para trasladarse entre provincias.
En un estudio del Hospital Durand de la Ciudad de Buenos Aires, de 417 pacientes, 243
(58.3%) tenian neumonia. La mediana de edad fue de 43 afios.** En nuestro caso, de los 78
pacientes positivos que desarrollaron neumonia la mediana de edad fue de 41 afios y el 55,13%
de sexo masculino. Aunque los porcentajes de pacientes positivos con neumonia fueran
mayores en menores de 60 afios, los porcentajes de mortalidad fueron més elevados en el grupo
de mayores de 60 afios.
En concordancia con el trabajo descriptivo del Hospital de Clinicas de la Ciudad de Buenos
Aires®, las manifestaciones clinicas mas comunes fueron fiebre, tos y odinofagia. En relacion
a las comorbilidades, la obesidad fue la mas frecuente y la hipertension arterial la mas
prevalente en los pacientes con neumonia. En este trabajo, los sintomas que mas prevalecieron
fueron en orden decreciente: disgeusia, anosmia, fiebre, odinofagia y por ultimo tos. La fiebre
se presentd en casos sospechosos con hisopado negativo, y muchos casos positivos no
presentaron fiebre. Esto nos indica que la fiebre no es un predictor especifico de la enfermedad.
Por lo tanto, tomar la fiebre en los ingresos a establecimientos es una buena medida, pero no
suficiente.
En cuanto a las comorbilidades, la obesidad fue la menos frecuente entre los positivos
(32,57%). Diabetes (40,13%) e hipertension arterial (37,20%) fueron las mas usuales.
En relacién a los pacientes asintomaticos positivos (8,31%), no fueron una gran proporcion,
pero entre las caracteristicas de este grupo se destacaron que la distribucion en cuanto a sexo

fue homogénea y el grupo etario que predominé fue el de 18 a 59 afios.
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A partir del 11 de septiembre de 2020, se agregd el criterio clinico como confirmacion de caso
sospechoso. Un paciente con anosmia y/o disgeusia era considerado caso confirmado por
profesionales médicos, sin pruebas de laboratorio. Se pudo observar que, a pesar de ser los
sintomas que mas se manifestaron en enfermos de COVID-19, muchas personas no estaban
infectadas con el virus y presentaban esa sintomatologia.

Se pudo observar que, de los 1269 trabajadores de la salud testeados en este centro, y a pesar
de los esfuerzos realizados utilizando el EPP, el 26,08% resultaron positivos. Esto significo
una disminucién en la disponibilidad del personal de primera linea en la lucha contra esta
pandemia. Sin embargo, una de las fortalezas de este método fue que el 73,92% restante pudo
reintegrarse a su puesto rapidamente y con un resultado negativo confiable.

Analizando la relevancia del contacto estrecho como forma de contagio, se pudo observar que
la frecuencia de contagio es significativa respecto a aquellos que no lo fueron ya que el 39,25%
resulto positivo luego de estar en contacto con un caso positivo.

Es notable destacar ciertas particularidades del método de amplificacion isotérmica utilizado.
La preanalitica, al igual que en la mayoria de los procedimientos de laboratorio, es una etapa
critica ya que conlleva a la mayor cantidad de errores. Es muy importante una correcta
identificacion del paciente, particularmente que coincidan los datos de la planilla
epidemioldgica con el rétulo de la muestra. En varias ocasiones, no pudo ser posible esta
identificacion, lo cual signific6 que un paciente deba ser rehisopado y se demoro6 la entrega de
resultados.

Se pudo notar que la metodologia es dependiente de una correcta toma de muestra. Estas deben
tener la menor cantidad de interferentes posibles ya que al ser un método sin extraccion, no se
asegura que la lisis sea adecuada en estos casos. De acuerdo a los resultados obtenidos es
fundamental que las muestras no tengan una turbidez considerable ni menos volumen de
solucion fisiologica que lo recomendado. La muestra de eleccion es el hisopado combinado.
Aunque, sin ser muestras recomendables por el fabricante, los aspirados y esputos también
arrojaron resultados validos (por control interno).

Ademads, es muy importante no utilizar tubos con medio de transporte viral ya que la reaccion
se ve inhibida por alguno de sus componentes y se invalida la corrida por inhibicion del control
interno. Este medio viral, no se congela a -21°C y, por lo tanto, en reiteradas ocasiones que no
levantaba el control interno, confirmdbamos su uso por esta particularidad fisica, en cuyo caso
solicitdbamos nueva muestra.

Se evalud el método LAMP Atila versus RT-PCR de Roche. De las 30 muestras que se

compararon con el método de referencia se podria manifestar que es lo suficientemente sensible
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y especifico. Basandonos en los resultados de LR+ y LR-, el test se considera excelente. Sin
embargo, no podemos afirmar esto ultimo ya que una de las limitaciones es la poca cantidad
de muestras que se compararon, lo cual se justifica en que son métodos muy costosos y las
determinaciones en la situacion de pandemia fueron reservadas para los pacientes.

Para la utilizacién de saliva como muestra, a pesar de que el grado de acuerdo sea mayor al
acuerdo esperado y el resultado del coeficiente de acuerdo Kappa seglin la interpretacion de
Landis y Koch arroje una moderada fuerza de concordancia entre muestra de hisopado y saliva,
se sugiere que la metodologia Atila no puede ser utilizada en saliva. Si fuera una comparacion
de métodos seria aceptable. Sin embargo, cuando se trata de comparacion de distintos tipos de
muestras deberia dar resultados con un grado de acuerdo cercanos al 100%. Esto concuerda ya
que la mayoria de las muestras fueron discordantes o no arrojaron un resultado valido. Las
muestras negativas mostraron concordancia, pero en el caso de las positivas, no fue asi. Por lo
tanto, se estarian informando muchos falsos negativos. Una de las razones de esta discrepancia
podria ser que se necesita un protocolo mas estricto para garantizar la correcta toma de saliva.
En agosto, septiembre y octubre la proporcion de casos positivos fue mayor en HEC que en
CEMET. En noviembre no se puede demostrar diferencia. En diciembre la proporcion de casos
positivos fue mayor en CEMET que en el HEC. Todos estos resultados se obtuvieron con el
test z de comparacion de proporciones. Estos pudieron deberse a que en los primeros meses en
el CEMET llegaron muestras de pacientes que no cumplian con el criterio de caso sospechoso
de COVIDI19, mientras que al laboratorio central del HEC la mayoria de los pacientes hasta
octubre provenian del triage del Hospital.

En este trabajo final, surgié la necesidad de verificar si existia una asociacion entre la
sintomatologia y los Ct obtenidos. Se pudo contemplar que la mediana de Ct del grupo
sintomatico fue significativamente menor que la mediana de Ct del grupo asintomatico. Esto
podria deberse a que se esperaria que la carga viral sea mayor en pacientes con sintomas
respecto a los que no los presentaban. De hecho, la mayoria de los pacientes que presentaban
mas de 4 sintomas obtuvieron resultados de Ct menores que aquellos que solo presentaban 1 o
2 sintomas. A pesar que no se dispone de un kit para la cuantificacion de la carga viral, esta es
inversamente proporcional al Ct y, por lo tanto, se infiere que los pacientes con mas sintomas
tienen mayor carga viral.

Por ultimo, las planillas epidemioldgicas son declaracion jurada y por lo tanto se aceptan sus

datos con la veracidad que esto significa.
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Conclusion
A partir de los resultados obtenidos se evidencia que la positividad cayo progresivamente desde
agosto a diciembre del afio 2020. La distribucion por rangos etarios y género coincide con los
datos oficiales a nivel provincial. El centro derivante con mayor positividad a lo largo de los
meses fue UPA 11(Florencio Varela), donde al funcionar como un hospital modular, se
encuentran internados pacientes graves. El plan DETECTAR se bas6 en este caso en encontrar
pacientes asintomadticos en su mayoria y reflejo ser el que menor cantidad de casos positivos
tuvo.
Anosmia y disgeusia fueron los sintomas predominantes, aunque no todos los pacientes que
manifestaron su presencia fueron positivos. Muchos pacientes con COVID-19 resultaron ser
afebriles.
La obesidad fue la comorbilidad que mas fallecidos produjo. Sin embargo, el porcentaje de
fallecidos aumento al presentar mas de una comorbilidad.
De las muestras donde no se identific el control interno de presencia de muestra, indica que
el método es muy dependiente de la etapa preanalitica. Se debe utilizar el contenedor correcto
con el volumen adecuado de solucion fisioldgica, sin medio viral y, es importante la adecuada
toma de muestra. En este marco, la muestra de eleccion para la metodologia fue el hisopado
naso y orofaringeo. Entre las principales causas de pedir una nueva muestra se encontraron la
turbidez y el poco volumen de solucidn fisiologica, seguido por la presencia de sangre. Sin
embargo, pudo ser compensado en la mayoria de los casos con el agregado de solucion
fisiologica hasta completar los 3 ml.
Por el contrario, la saliva no es la muestra adecuada para este método ya que se produjeron
falsos negativos y en varios pacientes COVID-19 positivos no arrojo resultados. Por lo que se
esperaria la confeccion de un riguroso instructivo para tal fin y asi evitar falsos negativos.
Ante un falso negativo obtenido por amplificacion isotérmica respecto al RT-PCR se podria
pensar que no es tan sensible como lo declara el fabricante. Sin embargo, no podemos
confirmarlo ya que el nimero de muestras fue muy reducido y no es el objetivo principal de
este trabajo.
En comparacion a los resultados obtenidos por el método de referencia en tiempo y lugares
geograficos equivalentes se infiere que en agosto, septiembre y octubre la positividad fue
mayor en el laboratorio del HEC, mientras que en diciembre la mayor cantidad de casos

positivos se produjeron en el CEMET. En noviembre no hubo diferencias significativas.
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Se concluye que la mediana de Ct obtenido por la técnica de amplificacion isotérmica es menor
en sintomaticos que en asintomaticos, lo cual podria indicar una mayor carga viral en los
primeros.

La introduccion de la técnica de amplificacion isotérmica es muy util para poder rapidamente
y con una gran seguridad diferenciar los casos positivos de los negativos en los pabellones de
los centros de salud en donde se encuentran los casos sospechosos de Covid-19. Nos permite
entonces, en menos de 3hs, descartar pacientes sanos para que no estén en contacto con aquellos
pacientes enfermos e identificar aquellos pacientes positivos para su rapido aislamiento y
posterior clasificacion para su adecuado tratamiento. Ademas, posibilita la desocupacion de
camas mas rapidamente para que puedan ser ocupadas por nuevos enfermos y no exista la
saturacion del sistema sanitario.

En el caso de personal de salud, es sumamente importante contar con una técnica como esta
para poder obtener resultados confiables en pocas horas ya que permite aislar a quienes hayan
contraido el virus rapido y también, poder reincorporar a aquellos que tengan un hisopado
negativo para asi poder continuar su rol en esta pandemia.

Para concluir, por todo lo mencionado, la técnica de amplificacion isotérmica Atila fue una
gran implementacion para la region en uno de los momentos mas criticos de la pandemia donde
los centros de diagnostico estaban desbordados con el procesamiento de muestras de casos
sospechosos de COVID-19. El método fue una herramienta fundamental por su rapidez, por no
necesitar un paso tedioso como es el de extraccion del RNA viral con columnas y por, sobre
todo, por la simpleza que posee que le confiere la ventaja de no contar con personal altamente
capacitado para su uso. Todo indica que la segunda ola estd por venir y todos los datos
aportados por este trabajo son de gran utilidad para contribuir con el estudio de la

epidemiologia de nuestra region y la técnica por la cual fueron obtenidos.
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Anexos

Ficha epidemiolégica COVID-19

CASO SOSPECHO DE NUEVO CORONAVIRUS (2019-nCoV)
FICHA DE NOTIFICACION, INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA
Y SOLICITUD DE ESTUDIOS DE LABORATORIO

EFINICIONES DE CASO

Sospechoso:

Ministerio de Salud

Argentina

1. Pacientes con infeccidn respiratoria aguda grave (IRAG) (fiebre, tos y requerimiento de internacién) sin otra eticlogia que explique
completamente la presentacidn clinica, v
a. que tenga un historial de viaje o que haya estado en la ciudad de Wuhan provincia de Hubei, China, u ofra zona con
circulacian viral activa de 2018-nCoW[*), en los 14 dias anteriores al inicio de los sintomas, &
b. que sea un trabajador de la salud en un entorno gue haya asistide casos sospechosos, probables o confirmados.

2. Un paciente con enfermedad respiratoria aguda con cualguier nivel de gravedad que dentro de los 14 dias previos al inicio de |a
enfermedad tuvo:
a. contacto fisico cercand con un caso probable o confimado de infeccién por 2018-nCoV, &
b. exposicidn en un centro de salud que ha asistido casos confirmados por 2018-nCoV &
¢. Visitado o trabajado en un mercado de animales vivos en cualquier ciudad de China, dentro de los 14 dias previos al inicic de
los sintomas
d. que tenga un historial de viaje o residencia en la ciudad de Wuhan provincia de Hubei, China, una zona con circulacion viral
activa de 2018-nCoV['], en los 14 dias anteriores al inicio de los sintomas.

*Lag zonas Gue se consideran con choucion vial activa se aclualizarsn segan informackin ofical de ka Organizacion Mundial de & Salud. Al 28-04-2020 se considera
cheulaciin sostenida dnicamente la cludad Wohan

Probable: Caso sospechoso en el que se haya descartado Influenza por PCR2 y que presente una prueba positiva para pancoronavirus
y negativa para los coronavirus MERS-CoV, 229E OC43, HKL y NLE3.

Confirmade: Todo caso probable que presenta una secuencia gendmica homdloga al 2019-nCoV.

Los casos deberdn notificarse de forma inmediata a través del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS2.0)"
Solo se procesardn muestras de casos gue cumplan con la definicién de caso sospechoso.

IDENTIFICACION DE LA INSTITUCION

Apellido v NOMDBIE ..o e Tipo y N® de documento ...
Lugar de residencia: Provincia ... Departamente ... bocalidad: ...
Calle ... N Piso ... Depto. ... Cod. Postal ...
b o Fecha de nacimiento _....._.. i | ey Edad .......... S0 R
Fecha de Inicio de 1° sintomas (FIS): ......... f AP | A Semana epidemiclogica de FIS I:I

Fecha de 1% consulta .........  — | — EatableaimiEnto e 1% GOnSIME .. .. v o v s aing vy svsges e gy
Ambulatorio D Internado [:I

Fecha de Internacion ... Bisspazses | IR Establscimienit flemaciin:wooearamrarmaesesmsasmrpsssrmasans
Terapia Intensiva: SII:I NOD Fecha internacion UTI ... | A— S Requerimiento de ARM 5l [:l NO |:|

1. Sitiane dudas sobre &l procadimisnto para la nofeacidn puede consutlar en
hittpes: ffwwan argentina gob arisahidiepidemiclogsa o por comen slecinnico a notificai@imsal gov ar
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Ministerio de Salud

Argentina

CASO SOSPECHO DE NUEVO CORONAVIRUS (2019-nCoV)
FICHA DE NOTIFICACION, INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA
Y SOLICITUD DE ESTUDIOS DE LABORATORIO

SIGNOS Y SINTOMAS

Fiebre (38°C) Tos Dolor de garganta Odinafagia
TaquipneaDisnea Tiraje Insuficiencia respiratona Dolor toracico
Diarrea Vomitos Dolor abdominal Rechazo del alimento
Artralgias Mislgias Cefalea Irritabilidad/ confusion
Malestar general Evidencia radiologica de neumonia Inyeccitn conjuntival Convulsiones

Coma Otros (especificar):

ENFERMEDADES PREVIAS (COMORBILIDADES

Presenta D Mo Presenta D

Inmunosupresion congénita o adquinda Enfermedad neurologica Bronguiolitis previa

Diabeles Enfermedad hepatica N.A.C. previa

Obesidad Enfermedad Renal Cranica EPOC

Embarazo Hipertension artenal Asma

Puemeno Insuficiencia cardiaca Tuberculosis

Prematuridad (............ semanas) Enfermedad oncoldgica Ninguna de las anteriores

Bajo Peso al nacer (............. gr) Otros (especificar):

Tratamientos:

Antibidtico: fecha de inicio ......... . - Antiviral: fecha de inicio ......... foam foams

Resultado: En curso D

Terminado D

Resultado: En curso |:|

Terminado D

Estado al momento del reporte:
Recuperado |_| Mo recuperado |_|

Fallecido I—l

Fecha: ......... i Wi

Diagnostico:
Sme gripal I:l Bronguitis [:l Meumonia [:i B P | U i R PR e R o R R o PP R

ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS

Ocupaciones:

Trabajador de atencion de la salud [:I Trabajador de laboratorio [:I Trabaja con animales I:'

Antecedentes de vacunacion:
Antigripal D Fechas: ... Fiiiisa S N o Faiia | FVREVTEN

Viajes y otras exposiciones riesgo:

* ;Ha viajado o residido en una zona de riesgo conocida fuera del pais en los Gltimos 14 dias previos al inicio de sintomas?
NDD 5| I:‘ & DONEE . conpnnma s Desde ... — Fussussn Hasta ... | — | rr—

(Pais y ciudad)
Viajo en avion I:' Barco E‘ Omnibus I:]
Fecha de ingreso al pais: ... ! B | e 80"y 1 || £ e e et o oo ot e e P e R

* ¢ Ha viajado o residido en una zona dentro del pais (distinto def domicilio) en los dltimos 14 dias previos al inicio de sintomas?

no[ |si[ ]

Ao s T R R Desde ........ JiEi Jien Hasta ........ Josn Jonne
(Domiciio)
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irisrerio de Salud CASO SOSPECHO DE NUEVO CORONAVIRUS (2019-nCoV)
Argetinn FICHA DE NOTIFICACION, INVESTIGACION EPIDEMIOLOGICA
Y SOLICITUD DE ESTUDIOS DE LABORATORIO

ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS

* ¢ Ha concurrido a un centro de salud que ha asistido casos confirmados por 2019-nCoV dentro de los 14 dias previos al
inicio de los sintomas?

NDD Sl [:I Mombre del centro: Ciudad: ...

* ¢ Estuvo en contacto con animales dentro de los 14 dias previes al inicio de los sintomas?

Cerdos |:| Aves |:| Camélidos I:' Mercado de animales vivos D

S (B B e

= i Tuvo contacto cercano® con personas con infeccion respiratoria aguda dentro de los 14 dias previos al inicio de sintomas?

NO D Sl El En entorno asistencial |:| En entorno ramiliarD En entorno laboral D

L0 T T oL o= o TP P PSPPI

= ¢ Tuvo contacto estrecho con casos probables o confirmados dentro de los 14 dias previos al inicio de sintomas?
NDD =] |:| Apellido y nombre del Cas0 ..o DMl DE: ...

Pais y area en la que tuvo la exposichin: ...

LABORATORIO
Tipo de muestra tomada:

Aspiradul:l Hisopado D Espuiul:l Lavado broncoalveolar D Oira (espectlear)! o aun s imilsiammie

Fecha de toma de muestra: ... P R Fecha de derivacion al LMR: ......... | B | B

DATOS DE PERSONAS CON LAS QUE EL CASO ESTUVO EN
CONTACTO ESTRECHO DURANTE EL PERIODO SINTOMATICO

APELLIDD ¥ NOMBRE DNl TELEFONO DOMICILIO FECHA ULTIMO CONTACTO TIPO

COMENTARIOS:

Datos del personal que notifica:

L b | 1 ——

T E= =T U USSP

2 Sa define contacto astrecho come

» Toda personas y personal de salud que haya proporcionade cuidades a un caso sospechoso probable 6 confirmade mieniras el caso presentaba sintornas y que no hayan
utilizada kas medidas de proteccion adecuadas

» Cualquier persona que haya permanecido a una distancia < 2 metros, (8f. conviviantes, visitas) con un caso probable o confirmado mientras el caso presentaba sintomas.

» 5o considera contacto estrecho an un avién a los pasajeros situados en un radio de dos asientos alededor de casos simlomaticos durante & vuelo v a |a tipulacsdn qua haya
tenido contacto con dichos casos.
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