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Resumen

A principios de 2020 se identifico un nuevo coronavirus posteriormente denominado SARS-
CoV-2, agente causante de la COVID-19. Ante la posible introduccion de este patdogeno en las
Américas, la Organizacion Panamericana de la Salud apoy6 a los Centros Nacionales de
Influenza en la implementacién del diagndstico molecular del SARS-CoV-2. El Instituto
Nacional de Salud del Pert con el fin de satisfacer la alta demanda de diagnosticos del SARS-
CoV-2 adquirié tecnologias basadas en la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa de
transcripcion reversa (RT-PCR) en tiempo real, como los métodos automatizados con
tecnologia robdtica (Cobas® 6800, GeneXpert) y metodologias semiautomatizadas (MGISP-
960, oKtopure™,). El objetivo del presente estudio fue evaluar el proceso de extraccion de
acidos nucleicos del SARS-CoV-2 utilizando el sistema MGISP-960 y el proceso de
amplificacion mediante el termociclador CFX96™. Entre los resultados mas importantes se
pueden sefialar que el proceso de extraccion del sistema MGISP-960 fue de 1 hora 40 min en
promedio, 50% adicional al tiempo indicado por el fabricante (52 min). Se revisaron los
resultados de la amplificacion de 36,821 muestras, determinandose resultados invalidos en el
1.5% de las muestras, 3.5% en controles negativos y 7.0% en controles positivos. En
conclusion, el MGISP-960 no es un sistema automatizado debido a que 50% del trabajo es
manual; asimismo, la duracidon del proceso de extraccion de 4cidos nucleicos superd en mas
del 50% al indicado por el fabricante. Por otro lado, se determiné que la mayor proporcion de

resultados invalidos del proceso de amplificacion fueron controles positivos (7.0%).

Palabras clave: SARS-CoV-2, COVID-19, RT-PCR, MGISP-960.



Abstract
In early 2020, a new coronavirus was identified as SARS-CoV-2, the causative agent of
COVID-19. Faced with the possible introduction of this pathogen in the Americas, the Pan
American Health Organization supported the National Influenza Centers in the
implementation of molecular diagnosis of SARS-CoV-2. In order to meet the high demand
for SARS-CoV-2 diagnostics, the Peruvian National Institute of Health acquired
technologies based on real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR),
such as automated methods with robotic technology (Cobas® 6800, GeneXpert) and semi-
automated methodologies (MGISP-960, oKtopure™). The objective of the present study
was to evaluate the SARS-CoV-2 nucleic acid extraction process using the MGISP-960
system and the amplification process using the CFX96™ thermal cycler. Among the most
important results it can be noted that the extraction process of the MGISP-960 system was
1 hour 40 min (average), 50% additional to the time indicated by the manufacturer (52 min).
The amplification results of 36,821 samples were reviewed, determining invalid results in
1.5% of the samples, 3.5% in negative controls and 7.0% in positive controls. In conclusion,
the MGISP-960 is not an automated system because 50% of the work is manual; also, the
duration of the nucleic acid extraction process was more than 50% longer than indicated by
the manufacturer. On the other hand, it was determined that the greatest proportion of invalid

results from the amplification process were positive controls (7.0%).

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, RT-PCR, MGISP-960.
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I INTRODUCCION

Al 31 de diciembre de 2019, se notificaron 27 casos de neumonia en la ciudad de
Wuhan, provincia de Hubei, en el sudeste de China, y a principios de 2020 se identificé un
nuevo coronavirus denominado 20/9-nCoV. Los dias 13 y 14 de enero de 2020, Tailandia y
Japon notificaron sus primeros casos y continuaron propagandose a otros paises. Ante la posible
introduccion de nuevos patogenos virales en las Américas, la Organizacion Panamericana de
Salud/Organizacion Mundial de Salud (OPS/OMS) alent6 a los Estados Miembros a intensificar
los esfuerzos de vigilancia para detectar cualquier condicion inusual de salud respiratoria. Esto
incluy¢ laboratorios que garantizaran la recoleccion adecuada de muestras y el envio oportuno
al Centro Nacional de Referencia de Influenza o al laboratorio nacional para la vigilancia y
pruebas de virus respiratorios (Organizacion Panamericana de la Salud, 2020). La OPS/OMS
apoyo a los Centros Nacionales de Influenza en la implementacion del diagnostico molecular
del 2019-nCoV en laboratorios con Nivel de Bioseguridad 2 (Organizacion Panamericana de la

Salud; Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

El brote del SARS-CoV-2 (del inglés Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus)
agente causal de la COVID-19, al 27 de junio de 2020 se convirti6é en una pandemia que afectd
a cerca de 10 millones de personas en 188 paises, con un aumento exponencial de casos y un
estimado de muertes de cerca 500 mil personas a nivel mundial, lo cual puso en peligro de
colapso a todos los sistemas de salud, incluidos los paises de altos ingresos (Johns Hopkins
University, 2020; Sun et al., 2020).

El Pert notificod su primer caso COVID-19 el 6 de marzo de 2020, contando hasta
mediados de ese afio con mas de 275 mil casos confirmados y cerca de 9 mil muertes, siendo el
sexto pais con mas casos en el mundo (Ministerio de Salud del Pert, 2020). Esta progresion

exponencial de la enfermedad exigi6 ampliar la capacidad diagnostica del Laboratorio de
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Referencia Nacional de Virus Respiratorio (LRNVR) del Instituto Nacional de Salud (INS) para
poder satisfacer la alta demanda mediante el uso de la prueba molecular Reaccion en Cadena
de la Polimerasa de transcripcion reversa (RT-PCR) en tiempo real para el diagndstico del
SARS-CoV-2, contando para ello con tecnologias moleculares, entre las cuales destacaron
métodos automatizados con tecnologia robotica (Cobas® 6800, GeneXpert) y metodologias
semiautomatizadas (MGISP-960, oKtopure™).

1.1. Descripcion y formulacion el problema

La deteccion y diagnostico preciso del SARS-CoV-2 fueron fundamentales para
controlar la propagacion de la enfermedad COVID-19. Sin embargo, la eficiencia y la fiabilidad
de los sistemas de extraccion y amplificacion de 4cidos nucleicos utilizados en las pruebas de
diagnostico pueden variar. Por lo tanto, fue necesario evaluar el sistema automatizado MGISP-
960 y del termociclador CFX96™ para determinar su idoneidad en el proceso de deteccion del

virus.

El estudio implica la evaluacion del sistema de extraccion de acidos nucleicos MGISP-
960, sistema automatizado segliin lo declarado por el fabricante, en comparaciéon con la
capacitacion brindada por el proveedor, asi como la evaluacion del termociclador CFX96™ en
la amplificacion de los acidos nucleicos extraidos del virus SARS-CoV-2, mediante la

frecuencia de los resultados invalidos, tanto en las muestras como en los controles.

1.2. Antecedentes
1.2.1. Epidemiologia y caracteristicas del SARS-CoV-2
En diciembre de 2019, la ciudad de Wuhan, en la provincia china de Hubei, se convirtid
en el centro de una epidemia de neumonia de origen desconocido, que atrajo mucha atencion
no solo a nivel nacional, sino también de la comunidad internacional. Las autoridades

sanitarias chinas iniciaron inmediatamente una investigacion para caracterizar y controlar la
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enfermedad, incluido el aislamiento de posibles infecciones, una estrecha vigilancia de los
contactos, la recopilacion de datos epidemioldgicos y clinicos de los pacientes y el desarrollo
de procedimientos de deteccion, diagnostico y tratamiento (Wang et al., 2020). El 31 de
diciembre, la comision Municipal de Salud de Wuhan notificé al publico sobre un brote de
neumonia de causa no identificada e inform6 a la OMS (Hu et al., 2021). El 7 de enero de
2020, cientificos chinos aislaron un nuevo coronavirus (CoV) en Wuhan, identificando la
secuencia genética del nuevo coronavirus de 2019 (2019-nCoV), lo cual impuls6 el rapido
desarrollo de pruebas de diagnostico RT-PCR para 2019-nCoV basados en datos de la
secuencia del genoma completo compilados en la plataforma GISAID (del inglés Global
Initiative on Sharing All Influenza Data)(Wang et al., 2020). E1 11 de marzo, la OMS anuncid
el brote de la COVID-19 como pandemia (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2020).

El SARS-CoV-2 se transmite principalmente entre personas a través de goticulas
respiratorias y por contacto directo, determinandose que los procedimientos médicos que
generan aerosoles, como el tratamiento con nebulizador o la intubacion, aumentan el riesgo de
transmision. Las investigaciones mostraron que el SARS-CoV-2 puede permanecer viable en
una variedad de superficies, incluido el acero inoxidable, plastico, vidrio y carton, durante
dias, lo que explicaria la rdpida propagacion geografica de la COVID-19, (Hu et al., 2021;
Park, 2020).

1.2.2. Técnicas de diagnostico molecular del SARS-CoV-2

La RT-PCR es un método de laboratorio que se usa para la identificacion, deteccion y
cuantificacion de ARN, utilizando el ARN como molde para sintetizar ADN complementario,
el cual a su vez es la plantilla para una reaccion de PCR en tiempo real. El aumento exponencial
en las copias de ADN se ve reflejado en la aparicion de fluorescencia cuya intensidad es

directamente proporcional a la cantidad de ARN en la muestra, haciendo que esta reaccion sea
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altamente sensible atn a bajas concentraciones de acidos nucleicos virales. Es posible usar la
RT-PCR para detectar ciertos cambios en un gen o cromosoma, o para identificar la activacion

de ciertos genes, lo que ayuda a diagnosticar enfermedades (Cuadra et al., 2021; National

Institute of Health, 2017).

Con la disponibilidad de la secuencia del genoma del SARS-CoV-2 (Gralinski &
Menachery, 2020), la OMS public6 un protocolo para el diagndstico molecular de la COVID-
19 basado en RT-PCR en tiempo real, que se convirtio en la base para el desarrollo de kits

comerciales (Acevedo Muiioz et al., 2021; Kwok, 2022).

Algunas pruebas de diagndstico RT-PCR en tiempo real disponibles comercialmente
para COVID-19 tienen una sensibilidad de aproximadamente el 95% y un limite de deteccion
de 10 copias/reaccion, lo que permite una deteccidon oportuna y precisa. Para la mayoria de las
pruebas de diagnostico molecular, las muestras que incluyen son hisopados o aspirados
nasofaringeos, hisopados orofaringeos, esputo e incluso saliva, que son relativamente faciles
de recolectar de pacientes con sospecha de infeccion; asimismo, han demostrado ser adecuadas
para la extraccion de ARN. Las plataformas comerciales utilizan principalmente regiones
objetivo-especificas, incluidos los genes ORFlab, RdRp, N y S, para detectar infecciones
virales mediante RT-PCR en tiempo real. Durante toda la pandemia, el diagndstico molecular
mediante RT-PCR en tiempo real fue el gold standard para garantizar que los resultados de las

pruebas sean lo suficientemente precisos y sensibles (Kwok, 2022).

1.2.3. Desafios y necesidades en el diagnéstico de COVID-19

Los desafios que se tuvieron en el diagnostico de COVID-19, al inicio de la pandemia,

fueron la disponibilidad limitada de recursos y la necesidad de técnicas mas rapidas, sensibles
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y especificas (Acevedo Muiioz et al., 2021; Casquero-Cavero et al., 2021), lo cual justifico la

evaluacion de nuevas herramientas diagnoésticas.

El diagnoéstico temprano fue crucial para controlar la propagacion de COVID-19.
Muchos kits de deteccion de acidos nucleicos virales tuvieron un tiempo de deteccion que
variaba desde varios minutos hasta horas dependiendo de la tecnologia. La deteccion molecular
se ve afectada por muchos factores. Si bien el SARS-CoV-2 se ha detectado a partir de una
variedad de fuentes respiratorias, incluidos hisopos de garganta, saliva orofaringea posterior,
hisopos nasofaringeos, esputo y liquido bronquial, la carga viral es mayor en muestras del

tracto respiratorio inferior (Hu et al., 2021).

1.3. Objetivos
Objetivo general

- Evaluar el tiempo del proceso de extraccion de acidos nucleicos utilizando el sistema
MGISP-960 y del proceso de la amplificacion mediante el termociclador CFX96™ de Bio-
Rad para la deteccion del SARS-CoV-2.
Objetivos especificos

- Comparar el tiempo requerido para el proceso completo de extraccion de acidos nucleicos
del SARS-CoV-2 utilizando el sistema automatizado MGISP-960 segun inserto del
fabricante en comparacion con el flujo de trabajo en laboratorio.

6™ en la

- Determinar la proporciéon de resultados invalidos del termociclador CFX9
amplificacion de los acidos nucleicos extraidos del virus SARS-CoV-2.
1.4. Justificacion
Dada la continua amenaza del SARS-CoV-2 y la importancia de realizar pruebas

diagnosticas precisas y eficientes para controlar la propagacion de la enfermedad COVID-19,

era fundamental evaluar y validar sistemas automatizados de extraccion de acidos nucleicos y
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equipos de amplificacion para garantizar la fiabilidad y la rapidez en el proceso de deteccion
del virus. Este estudio se justifico por la necesidad de identificar y seleccionar las mejores
herramientas disponibles en el mercado, como el sistema MGISP-960 y el termociclador
CFX96™ de Bio-Rad Laboratories, para optimizar los procesos de extraccion y amplificacion
de acidos nucleicos del SARS-CoV-2, lo que contribuira a mejorar la eficacia de los programas
de diagndstico y monitoreo de la enfermedad.

Considerando la evolucion continua del SARS-CoV-2 y la necesidad de adaptar y
mejorar constantemente las técnicas de diagndstico molecular, este estudio se justificd para
proporcionar una evaluacion exhaustiva y comparativa del rendimiento del sistema
automatizado MGISP-960 y del termociclador CFX96™ en el contexto especifico de la
extraccion y amplificacion de 4cidos nucleicos del virus. Esta investigacion identificd posibles
limitaciones y ventajas de cada sistema, facilitando asi la toma de decisiones informadas para
la implementacion y mejora de protocolos de diagnostico de la COVID-19 en entornos clinicos
y de investigacion.

1.5. Impactos esperados del trabajo académico

1.5.1.  Contribucion al avance cientifico

Proporcionar nuevos conocimientos sobre los sistemas automatizados de extraccion de
acidos nucleicos y equipos de amplificacion en el contexto especifico de la deteccion del
SARS-CoV-2, contribuyendo a mejorar las técnicas de diagnostico molecular y la gestion de

la pandemia.

1.5.2.  Orientacion en la seleccion de herramientas

Ayudar a los profesionales de la salud y a los investigadores a tomar decisiones basadas

en evidencia sobre la seleccion de sistemas automatizados de extraccion y amplificacion de
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acidos nucleicos para el diagnostico de la COVID-19, mejorando la eficiencia y la precision de

las pruebas diagnosticas.

1.5.3. Mejora en la atencion médica

Contribuir a la mejora de la atencion médica al proporcionar informacion sobre la
eficacia de las herramientas de diagnostico utilizadas en la deteccion del SARS-CoV-2, lo que
resulta en una identificacion mas rapida y precisa de los casos de COVID-19 y una mejor

gestion de la enfermedad.

1.5.4. Impulso a la investigacion futura

Servir como base para investigaciones futuras relacionadas con las técnicas de
diagndstico molecular para enfermedades infecciosas, asi como para la evaluacion de otros

sistemas y equipos utilizados en el campo de la biologia molecular.

Se espera que el trabajo académico tenga un impacto positivo en la mejora de los
diagnosticos y en la investigacion relacionada con la deteccion de enfermedades infecciosas,

lo que puede conducir a una mejor atenciéon médica.
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II. METODOLOGIA

2.1.Diseiio de la evaluacion
2.1.1. Proceso de extraccion mediante el sistema MGISP-960

Evaluacion del tiempo del proceso de preparacion de muestras para la extraccion de
acidos nucleicos del SARS-CoV-2 en el sistema MGISP-960, segtn instrucciones descritas en
el manual del usuario (MGI Tech Co Ltd, 2020a, 2020b) e informacién de la pagina Web oficial
del fabricante frente a la capacitacion brindada por la empresa proveedora, entre el 8 al 10 de
junio de 2020.
2.1.2. Proceso de amplificacion mediante el RT-PCR CFX96™ Bio-Rad

Evaluacién del proceso de amplificacion (Bio-Rad Laboratories Inc., 2010; Medical
Technology Promedt Consulting, 2020) mediante la determinacion de la frecuencia de
resultados invalidos de las muestras y controles positivos y negativos de la prueba de deteccion
de SARS-CoV-2, emitidos entre el 3 al 25 de junio de 2020.
2.2.Proceso de extraccion mediante el sistema MGISP-960

Segun el fabricante (MGI Tech Co Ltd, 2020a), el MGISP-960 contaba con las

siguientes caracteristicas:

- Economico y eficiente: sistema autonomo, procesa muestras en lotes, reduce en gran

medida la entrada de mano de obra.
- Proteccion integral: lampara UV integrada y campana de flujo laminar, disefio
integral de prevencion de la contaminacion.
- Plataforma abierta: soporte de desarrollo personalizado de acuerdo con diferentes

necesidades.
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2.2.1. Proceso con el MGISP-960
El MGISP-960 completa la extraccién automatizada y la configuracion de la reaccion
RT-PCR en este proceso. En cuanto a la extraccion (MGI Tech Co Ltd, 2020b, 2020a), MGISP-
960 ofrece ejecutar 96 muestras/analisis en 60 minutos, siguiendo la siguiente secuencia:
a) Inactivacion: se recomienda inactivar a 56°C durante 30 minutos (manualmente);
b) Muestreo: transferir la muestra del tubo a una placa de 96 pocillos (manualmente);
c) Preparacion automatizada: preparar consumibles y reactivos para la automatizacion
(manualmente);
d) Extraccion automatizada: extraer ADN/ARN viral;
e) Configuracion de reaccion de RT-PCR: mezclar las muestras extraidas y los reactivos
de deteccion (MGISP-960 + parte manualmente);
f) Reaccion RT-PCR: colocar la placa de 96 pocillos del paso 5 en el instrumento RT-
PCR (instrumento qPCR);
g) Analisis de resultados: analizar en funcion de los resultados de las pruebas y enviar
informes como corresponde (Figura 1).
2.2.2. Operaciones especificas del MGISP-960 en extraccion automatizada
El diagrama de flujo de trabajo de la extraccion de DNA/RNA en el sistema MGISP-
960 (Figura 2) se realiz6 con 96 muestras por corrida de ejecucion de cada proceso (excluyendo
la configuracion de RT-PCR), implicando los siguientes pasos (MGI Tech Co Ltd, 2020b):
Paso 1: Preparacion de reactivos (manualmente). Antes de realizar la extraccion en el
MGISP-960, se requiere preparar los consumibles, para lo cual se debe tomar la cantidad

correspondiente de consumibles automaticos, como se muestra en la tabla 1.

Paso 2: Pretratamiento del kit de extraccion (manualmente). Los componentes del

kit de extraccion se describen en la tabla 2.
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a. Preparacion de reactivos. Transferir el reactivo de la botella a una placa de 96
pocillos de pocillos profundos mediante la configuracion del equipo “MGISP-
960 Nucleic Acid Extraction Kit Reagent separation” (Tabla 3).
b. Preparar el buffer de lisis y union, y separarlo en una placa de 96 pocillos (360ul
por pocillo) de pocillos profundos manualmente. El buffer debe ser usado dentro
de los 30 minutos posteriores a la preparacion (Tabla 4).
c. Preparacion de la muestra. Transferir manualmente las muestras (180ul)
inactivadas del tubo a una placa de pozo profundo de fondo en U de 1.3 ml.
Paso 3: Extraccion automatizada. Colocar las muestras, reactivos y consumibles para el
proceso de 96 muestras.
Figura 1

Diagrama de flujo de la deteccion de SARS-CoV-2 por el método RT-PCR

Biosafety Cabinet |1 Blosatety Cabinet Consumables

98 / 192 Samples/run

Muestreo Aromids Area de
’ S extraccion
inactivacion
i e e s e o ey e e i 20 00 e et e e e T —— [ — 1
1 I [ 1
: t ] :
| E"—‘i H b :
i s : I [ 1
i i MGIEasy Magnetic o i
jWater Bath Kettle |1 Beads Virus ONA/RNA | | MGISP-960 !
; l " Extraction kit | | !
1 I [ 1
- 1 » sy E: Transfer E i ar PCRE sealing
; § inactivated :' Samples to T T I - H Ccmrifugz‘-RT PCR
@n > 96-well plate I b SETUP !
.
I Automated E E T ——

1y

44

Pty

o

o

[

o

o

o

P

U |

H
) 5

Manualmente Manualmente Automatico
30 minutos/192 60 minutos/192 80 minutos/192 Dependiendo del kit
muestras muestras muestras de amplificacion

Nota. Fuente: MGI Tech Co. Ltd. https://en.mgitech.cn/
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Figura 2

Diagrama de flujo de la extraccion en el MGISP-960

Prep de muestras

Prep de consumibles

Tabla 1

! - 5 de producto i
Pre Extraccion Coleccion de
S Prep de reactivos Sl VGISP-960 e producto _— —

Limpieza
posterior

~20 min ~20 min ~52 min ~1 min ~20 min
- Automadtico - Manual
Nota. Fuente: MGI Tech Co. Ltd. https://en.mgitech.cn/
Consumibles requeridos por corrida en el MGISP-960
Item Cantidad

Rack x 96 tips con filtro de 250 pl 7
Placa de pozo profundo de fondo en U de 1.3 ml 5
Placas de PCR de 96 pocillos de pared delgada y cubierta dura, .

cubierta blanca/pocillo transparente

2.2.3. Contaminacion cruzada en el sistema MGISP-960

Para evitar la contaminacion cruzada, el sistema automatizado de preparacion de

muestras MGISP-960 tiene integrado una lampara UV y una campana de flujo laminar de

presion positiva ISO 5, que esteriliza y filtra el interior del dispositivo antes y después del

proceso. Mientras tanto, las puntas de las pipetas estan disefiadas con un elemento de filtro para

minimizar el riesgo de contaminacion por aerosoles en las pipetas. Ademas, el software
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MGISP-960 ha integrado un paso previo/posterior a la limpieza. Durante este paso, se indica
que limpie el dispositivo y permita el funcionamiento de la lampara UV y la campana de flujo

laminar. Se recomienda realizar una limpieza previa y posterior a la limpieza todos los dias.

Tabla 2

Componentes del Kit de extraccion MGIEasy Magnetic Beads Virus DNA/RNA x 1728

determinaciones
Componentes Temperatura de Listo para usar
almacenamiento
Buffer de lavado MW 1 T°® ambiente Afadir 360ml de etanol absoluto
Buffer de lavado MW2 T°® ambiente Afadir 800ml de etanol absoluto
Buffer MLB T° ambiente Si
Agua libre de Rnasas T® ambiente Si
Perlas magnéticas 2-8°C Si
Proteinasa K 2-8°C Si
Buffer potenciador -20°C Si

2.3.Proceso de amplificacion mediante el RT-PCR CFX96™ Bio-Rad

Para el anélisis del ensayo se uso el Kit de amplificacion Allplex™ 2019-nCoV Assay
(Medical Technology Promedt Consulting, 2020), dispositivo médico de diagnostico in vitro
disefiado para la deteccion cualitativa del SARS-CoV-2 por RT-PCR en tiempo real a partir de
muestras de esputo, aspirado nasofaringeo, hisopado nasofaringeo y de garganta y lavado

broncoalveolar (Medical Technology Promedt Consulting, 2020).
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Una vez realizada la extraccion en el sistema MGISP-960, el eluido de ARN se afiade a

la mezcla maestra del Kit de amplificacion Allplex™ 2019-nCoV Assay de acuerdo con las
instrucciones del fabricante en lotes de hasta 94 muestras, mas un control positivo y un control

negativo (Tabla 5).

Tabla 3

Opciones de dispensado de reactivos por corrida con el software en el MGISP-960

Volumen x
Solucion Configuracion del equipo Funcion
pocillo
Separacion  1-MGISP-960 Virus DNA RNA Extraction Separacion - Buffer 170 ul
. B
de reactivos Reagent separation - Buffer MW 1 MW1
de extraccion . . _
q 2-MGISP-960 Virus DNA RNA Extraction  Separacion - Buffer 340 ul
€ . B
Reagent separation - Buffer MW2 MW2
ADN/ARN
en el 3-MGISP-960 Virus DNA RNA Extraction  Separacion - Agua 50 ul
u

MGISP-960 Reagent separation - Rnase libre de Rnasa

La amplificacion se realizé utilizando el instrumento para RT-PCR CFX96™ Bio-
Rad de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Bio-Rad Laboratories Inc., 2010). El
andlisis de datos inicial se realizd con el software CFX96 Manager™, seguido de la
exportacion al software Seegene Viewer. Los resultados del andlisis de las muestras para la
deteccion del SARS-CoV-2 son categorizados automaticamente por el software Seegene

Viewer (Seegene Inc., 2020) (Tabla 6).



Tabla 4

Componentes del buffer de lisis y union

Buffer de lisis y union

Reactivos

Buffer MLB

Alcohol absoluto

Perlas magnéticas M
Solucion de proteinasa K

Buffer potenciador

96 reacciones
15.36 ml
19.20 ml
1.44 ml
1.44 ml

96.00 pl

Tabla 5

Componentes de la mezcla maestra para la RT-PCR
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Numero de reacciones

Componentes
1 96 110
2019-nCoV MOM Sul 480 pul 550 pl
RNase-free Water Sul 480 pul 550 pl
5X Real-time One-step Buffer Sul 480 pul 550 ul
Real-time One-step Enzyme Sul 192 ul 550 ul
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Tabla 6

Interpretacion de resultados del kit AllplexTM 2019-nCoV Assay

IC
(HEX) +/- +/- +/- +/- +/- + -
GenE
(FAM) + +/- = +/- + = =
Gen RdRP
(Cal Red 610) + - * * - - -
Gen N
(Quasar 670) + + * ) ) B )
2019-nCoV
. _ NO DETECTA
mienpEtadoy JEiiERnEoy Resultado No Concluyente* DO, Negativo Invalido
de resultados  Detectado T -
DETECTADO

Nota. Es recomendable repetir la prueba aumentando la concentracion de la muestra.

El valor Ct (ciclo de threshold) del control interno del Kit Allplex™ 2019-nCoV Assay
debe ser menor o igual a 40 para que el resultado sea valido, caso contrario se realiz6 una nueva

prueba.
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III. RESULTADOS

3.1. Tiempo del proceso de extraccion mediante el sistema MGISP-960
3.1.1. Proceso con el MGISP-960

El fabricante del MGISP-960 indico que el proceso de extraccion de 96
muestras/analisis se realizaria en ~52min. Sin embargo, el tiempo promedio del proceso
completo de extraccion fue de 1 hora 40 min. Esta diferencia radicé en que el fabricante no
tomo en cuenta el tiempo del proceso previo a la ejecucion de la extraccion por cada lote de
muestras (48min en promedio), la cual incluye el tiempo que se emplea para realizar la pre-
limpieza y la preparacion de muestras, reactivos y consumibles.

Para poder obtener el tiempo de proceso del flujo del laboratorio se obtuvo de la

siguiente manera:

t = tft—e t;
Donde:
tn : Tiempo de flujo de laboratorio
t : Tiempo de inicio del proceso
ty : Tiempo de finalizacion del proceso
te : Tiempo promedio de extraccion del fabricante

3.1.2. Operaciones especificas del MGISP-960 en extraccion automatizada

En las operaciones especificas del MGISP-960 se menciona tres pasos: preparacion de

muestras, consumibles y reactivos.

3.1.2.1. Preparacion de muestras. El fabricante recomienda, como primer paso al
manejo de las muestras, que se realice la inactivacion de la muestra manualmente a 56°C

durante 30 min para posteriormente transferir la muestra a las placas correspondientes para el
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desarrollo de la extraccion. Cabe mencionar, que la referida recomendacion no fue
implementada, ni mencionada durante la capacitacion realizada por el proveedor.

3.1.2.2. Preparacion de los consumibles. Por cada corrida de 96 muestras se
requirieron los consumibles que se detallan en la tabla 1. Sin embargo, las cantidades utilizadas
de acuerdo con el flujo de trabajo establecido para el proceso son mayores, tal cual se detalla a

en la tabla 7.

Tabla 7

Preparacion de los consumibles

Cantidad
Item Objetivo del uso
Estimada® Real®

5 para el proceso de extraccion

Rack x 96 tips con filtro
7 8 3 .

de 250 ul para el dispensado de

reactivos®

1 para el dispensado de muestras
Placa de pozo profundo ) )

5 6 4 para el dispensado de reactivos

de fondo en U de 1.3 ml

1 para la mezcla maestra
Placas de PCR de 96 1 para el eluido de ARN
pocillos de pared delgada

. . 1 para la ampliificacion de
y cubierta dura, cubierta 1 2
. muestras

blanca/pocillo
transparente

Nota. “ Calculada por el fabricante.  Utilizada por el personal del INS en condiciones de rutina.

¢ Se pueden reutilizar durante el dia de trabajo.
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3.1.2.3. Preparacion de los reactivos. Se debe de tener en cuenta que en el
pretratamiento del kit de extraccion MGIEasy Magnetic Beads Virus DNA/RNA x 1728
determinaciones (MGI Tech Co Ltd, 2020b)(Tabla 2) se debe anadir alcohol absoluto a los
buffers MW1 y MW?2 (360 y 800 ml, respectivamente) y para la preparacion del buffer de lisis
y union por cada corrida de 96 muestras se requiere 20 ml adicionales. Para dispensar el buffer
de lavado MWI1, MW2 y agua libre de Rnasas, el software del equipo tiene opciones
especificas, tal como se detalla en la tabla 3. Para la preparacion del buffer de lisis y union se
debe realizar la mezcla de los componentes detallados en la tabla 4.
Segun lo indicado en la capacitacion por el proveedor se tenia una variacion en los
volumenes de perlas magnéticas y la proteinasa K que se habian ajustado al proceso del

dispensado con el equipo, tal cual se detalla en la tabla 8.

El fabricante indicaba que el volumen final del “buffer de lisis y unién™ del kit de
extraccion MGIEasy Magnetic Beads Virus DNA/RNA es de 360 pul por pocillo y que se debe

dispensar manualmente.

Cabe sefialar, que el proveedor durante la capacitacion recomendo aplicar un “artificio”
con el software del equipo para optimizar el tiempo del dispensado del “buffer de lisis y unién”
en las placas de procesamiento. El referido “artificio” consistié en utilizar primero la opcion
del dispensado del buffer MW2 (2-MGISP-960 Virus DNA RNA Extraction Reagent
separation - buffer MW2) y posteriormente el dispensado del agua libre de Rnasas (3-MGISP-
960 Virus DNA RNA Extraction Reagent separation — Rnase), obteniendo un volumen final de
390 pl por pocillo (340 pl por la opcion del MW2 y 50 pl por la opcion del agua libre de

Rnasas), 30 ul por encima de lo indicado por el fabricante.

Es importante indicar, que al realizar dicho “artificio” se observo que usando la opcidén

de dispensado del buffer MW2 se lograba una distribucion homogenea del “buffer de lisis y
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unioén”, pero al utilizar la opcion de dispensado del agua libre de Rnasas, se obtenia una

distribucién de volumen no uniforme en los pocillos.

Tabla 8

Preparacion del Buffer de lisis y union

Buffer de lisis y union

Reactivos 96 reacciones

Buffer MLB 15.36 ml
Alcohol absoluto 19.20 ml
Perlas magnéticas M 1.50 ml
Solucion de Proteinasa K 1.50 ml
Buffer potenciador 96.00 pl
Control interno 960.00 pnl

3.1.3. Riesgos de contaminacion cruzada en el sistema automatizado de preparacion de

muestras MGISP-960

Para evitar la contaminacion cruzada, el sistema del MGISP-960 esté integrado con la
lampara UV y la campana de flujo laminar de presion positiva; ademas, el software MGISP-

960 tiene integrado un paso previo/posterior a la limpieza.

3.2. Proceso de amplificacion mediante el RT-PCR CFX96™ Bio-Rad
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Para el analisis del ensayo se sigui6 lo indicado en el inserto del ensayo Allplex™2019-

nCoV (Tabla 6). En el inserto (Bio-Rad Laboratories Inc., 2010; Medical Technology Promedt
Consulting, 2020), indica la interpretacion de resultados de las muestras procesadas mas no de
la validacion de los controles (que por defecto el programa indicaba si son validos o no), por
tal motivo se realizé una consulta a la misma pagina oficial del kit de ensayo Allplex™ 2019-
nCoV (http://www.seegene.com/), pero no se tuvo respuesta hasta la fecha de realizado el

trabajo.

3.2.1. Recoleccion de datos

Se recolectaron los datos de los dos termocicladores que se tenian para el proceso de
amplificacion, procesandose un total de 372 protocolos (184 del termociclador N°1 y 188 del
N°2), en cada protocolo se amplificaban dos controles y 94 muestras. En la tabla 9 se detallan

las observaciones de la recoleccion de datos.

Se revisaron un total de 372 protocolos equivalentes a 36,821 muestras teniendo las

siguientes observaciones:

- 26 corridas con controles positivos invalidos (7.0%).
- 13 corridas con controles negativos invalidos (3.5%).
- 555 muestras invalidas del total de 36,821 muestras procesadas (1.51%).

- 138 muestras presuntamente positivas de 36,821 muestras procesadas (0.4%).

El criterio seguido con las muestras que presentaron controles con resultados invalidos
fue repetir su proceso para poder emitir un de resultados al sistema de informacién Netlabv.2

(Sistema de Informacion de Laboratorios del Instituto Nacional de Salud).



Tabla 9

Recoleccion de datos
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Presuntamente
Total Invalidos
positivos®
Muestras Procesadas 36821 555° 138
Controles Positivos 372 26¢
Control Negativo 372 134

Nota. “Muestras que solo amplificaron el Gen de diagndstico E, “Muestras que no amplificé el

control interno, “Control que no amplificaron los genes de diagnéstico E, RARP y N, “Control

que no amplificé el control interno
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IV. CONCLUSIONES

4.1. Tiempo del proceso de extraccion mediante el sistema MGISP-960

El sistema MGISP-960 no es un sistema de preparacion automatizado de muestras tal como lo
declara el fabricante, sino un sistema semiautomatizado, debido a que alrededor del 50% del
proceso se realizé de manera manual y el resto con el equipo de extraccion de acidos nucleicos.
El volumen de alcohol absoluto para el pretratamiento del kit y preparacion del buffer de lisis
y unién es alto, consumiendo 1.52 litros de alcohol absoluto por cada kit, el cual debe ser
provisto por el proveedor como parte de los consumibles.

El uso del “artificio” de dispensar el buffer de lisis y unioén con el equipo no es adecuada para

la prueba, pues no cumple con los requisitos de volumen indicados por el fabricante.

4.2. Rendimiento del proceso de amplificacion mediante el RT-PCR CFX96™ Bio-Rad

La mayor proporcion de controles de amplificacion con resultados invalidos fueron los
controles positivos (7.0%), protocolos completos de muestras que tuvieron que ser

reprocesadas.
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V. RECOMENDACIONES

5.1. Proceso de extraccion mediante el sistema MGISP-960

Para fines de la programacion de corridas efectivas durante los turnos de trabajo, se debe tener
en cuenta que el tiempo real de la extraccion del sistema MGISP-960 es de 1 hora y 40 min en
promedio.

La recomendacion por parte del fabricante de realizar la inactivacion de las muestras a 56°C
por 30 minutos, debe ser evaluada antes de ser implementada en los futuros procesos de
muestras para el diagnéstico del SARS-CoV-2.

El dispensado del buffer de lisis y union se debe realizar de manera manual, tal como lo indica

el fabricante para evitar errores.

5.2. Proceso de amplificacion mediante el RT-PCR CFX96™ Bio-Rad

Las corridas de muestras que tengan algin control invalido deben ser procesadas nuevamente
por no cumplir con el criterio de validez de los controles para ser registradas en el sistema de
informacion y gestion de laboratorio Netlabv.2.

El proveedor debe realizar la reposicion de los kits de amplificacion con uno o dos controles
con resultados invalidos, debido a que son fallas inherentes al producto que evidencian el no
cumplimiento de los parametros de calidad.

Las muestras con resultados invalidos deben ser procesadas nuevamente tal como lo indica el

fabricante, para asegurar los resultados dentro de los parametros de calidad.
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