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Resumen. En diciembre de 2019, se produjo un nuevo brote de enfermedad por coronavirus
(COVID-19) en Wuhan, China. El sindrome respiratorio agudo severo-coronavirus-2 (SARS-CoV-2),
que es el séptimo coronavirus conocido que infecta a los humanos, es altamente infeccioso y se
ha expandido rdpidamente en todo el mundo desde su descubrimiento. El diagndstico de la
infeccién por SARS-CoV-2 se basa en la deteccién del genoma viral (ARN) a través de técnicas de
biologia molecular. Con este fin, se extrae el ARN total para su posterior deteccion mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Las pruebas cuantitativas de dcidos nucleicos se han
convertido en el “estdndar de oro” para el diagndstico y guia en la toma de decisiones clinicas. Sin
embargo, los ensayos de RT-qPCR dirigidos al SARS-CoV-2 tienen varios desafios, especialmente
en términos de disefio de cebadores / sondas y de desarrollo de metodologias que permitan
estimar la carga viral en pacientes con diagndstico de COVID-19.
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SARS-CoV-2 diagnosis and viral load methods based on quantitative RT-PCR

Abstract. In December 2019, a new coronavirus disease (COVID-19) outbreak occurred in Wuhan,
China. Severe acute respiratory syndrome-coronavirus-2 (SARS-CoV-2), which is the seventh
coronavirus known to infect humans, is highly contagious and has rapidly expanded worldwide
since its discovery. Quantitative nucleic acid testing has become the gold standard for diagnosis
and guiding clinical decisions regarding the use of antiviral therapy. Total RNA is purified for
subsequent SARS-CoV-2 detection by a real time quantitative RT-PCR (RT-qPCR). However, the RT-
qPCR assays targeting SARS-CoV-2 have a number of challenges, especially in terms of primer /
probe design and in the development of methodologies to estimate viral load in patients
diagnosed with COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; Detection; Viral load; quantitative PCR

Contexto y relevancia del desarrollo

En diciembre de 2019 un nuevo betacoronavirus provisionalmente llamado 2019-
nCOV y subsecuentemente designado SARS-CoV-2, caus6é una aglomeracion de
infecciones respiratorias en Wuhan, China. Este nuevo virus causa la enfermedad
por COVID-19 y se ha propagado de forma exponencial en todo el mundo (Lupia et
al., 2020). Al 7 de septiembre del 2020, la OMS ha confirmado alrededor de 27
millones de casos distribuidos en alrededor de 200 paises, con 900.000 muertes.
Argentina tiene cerca de 500.000 casos confirmados desde el inicio de la pandemia
de los cuales 290.000 casos han aparecido en el transcurso del ultimo mes (agosto
de 2020). A pesar de que la gran mayoria de los pacientes (85%) presenta un cuadro

leve que no requiere tratamiento, se estima que alrededor del 15% de los infectados
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requiere hospitalizacién, y que dos tercios de estos pacientes necesitan ventilacion
mecanica dentro de las primeras 24 horas de ser admitidos (Mahase 2020). Tal
situacidon representa un gran reto para las unidades de cuidados intensivos y la
mayoria de los sistemas de salud a nivel mundial, ya que la transmisién del virus es
bastante rapida y no es posible atender a todos los pacientes que requieren
cuidados intensivos. El SARS-CoV-2 parece ser mas infectivo al momento de la
aparicion de los sintomas, disminuye hasta casi cero después de aproximadamente
10 dias en pacientes leves a moderados y 15 dias en pacientes graves, criticos e
inmunodeprimidos (Rheec et al., 2020). El SARS-CoV-2 parece tener una dinamica de
transmisién similar a la influenza, que también es contagiosa antes y varios dias
después de la aparicion de los sintomas (Rheec et al., 2020).

A pesar de que las personas mas susceptibles a desarrollar un cuadro grave de
COVID-19 son adultos mayores o personas con comorbilidades (enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer e inmunosupresion), no existen hasta el
momento marcadores con valor prondstico. Esta situacion deviene en una alta
ocupacion de servicios de urgencias y camas de hospitalizacién, muchas veces sin
necesidad. Un posible biomarcador de la severidad de la enfermedad es la carga
viral del SARS-CoV-2 al momento de la hospitalizacion. Estudios realizados durante
la pandemia por SARS-CoV en 2003, causada por un virus estrechamente
relacionado con SARS-CoV-2 sugieren que la viremia inicial esta asociada con un

peor pronéstico (Chu et al, 2004). Consistentemente, en un trabajo publicado
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recientemente, se ha demostrado una correlacion lineal entre la carga viral y
diferentes biomarcadores de severidad de enfermedad pulmonar en pacientes
infectados con SARS-CoV-2 (Liu et al., 2020). La carga viral de SARS-CoV-2 detectada
en los pacientes también se correlaciond intensamente con el indice del sindrome
de distrés respiratorio agudo (ARDS) expresado como el cociente entre la presion
parcial de oxigeno arterial y la fraccion de oxigeno inspirado (PaO2/FiO2) (Liu et al.,

2020).

Objetivos y grado de pertinencia del desarrollo

Lo anteriormente expuesto hace imperativa la necesidad de desarrollar un método
que permita identificar de forma cuantitativa el riesgo que tiene cada paciente de
desarrollar o no una enfermedad grave, con el objetivo de optimizar la atencién
meédica y de esta forma destinar los recursos hospitalarios Unicamente a las
personas susceptibles al desarrollo de complicaciones.

De esta manera el eje central del proyecto consiste en el desarrollo de un sistema
RT-qPCR para la determinacion de la carga viral del SARS-CoV-2 a partir de muestras
de hisopados nasofaringeos en pacientes con diagnéstico confirmado de COVID-19.
En primer lugar, dicho desarrollo se pondra a disposicion del sistema sanitario
provincial y nacional a la manera de un servicio tecnolégico brindado por la Facultad
de Ciencias Médicas de la UNLP. En segundo lugar, se evaluara la posibilidad de

produccién y distribucion del sistema de deteccion de carga viral a todo laboratorio
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de salud publica que desee evaluarlo, previa autorizacién y certificacién por las

instituciones involucradas.

Deteccidon y determinacion de la carga viral del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se clasifica dentro del género Betacoronavirus y posee un tamafio de
aproximadamente 50 a 200 nm de diametro. Es un virus con envoltura en la cual se
insertan las proteinas virales S, Ey M las cuales otorgan la morfologia en espiculas
caracteristicas de esta familia. Dentro de la envoltura se encuentra la nucleocapside
con estructura helicoidal, formada por el genoma viral al que se encuentran unidas
multiples copias de la proteina N. El genoma viral esta constituido por una cadena
simple de ARN de polaridad positiva de 29 kb de longitud. A partir de esta molécula
se traducen al menos 16 proteinas no estructurales (ORF1a/ab) y 4 proteinas
estructurales (S, E, My N), necesarias para cumplir el ciclo de replicacion completo.
El 12 de enero de 2020, se publico el genoma del SARS-CoV-2 aislado a partir de una
muestra de un paciente afectado por neumonia en la ciudad China de Wuhan
(wuhCor1) (Figura 1). Dicho genoma y las secuencias subsiguientes fueron
compartidas a través de la plataforma provista por Global Initiative on Sharing All

Influenza Data (GISAID, http://www.gisaid.org/). La secuenciacion del genoma

permitio el rapido desarrollo de sistemas de diagndstico basados en la RT-PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR). A partir del conocimiento de la secuencia

completa del genoma viral, se pudieron disefiar los ensayos utilizados para su
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deteccion en los Institutos de Salud de China (CN-CDC), Japén (NIID), Alemania (EU-
Drosten), Francia (Pasteur Institute) y Estados Unidos (CDC) (Figura 1).
Recientemente la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT) de Argentina informo la lista actualizada de ensayos
comerciales de uso in vitro para deteccion o diagnostico directo de SARS-CoV-2 que
se encuentran autorizados en el marco de la emergencia sanitaria ante dicha

administracidon nacional (https://www.argentina.gob.ar/noticias/reactivos-covid-19).

Seals 10 k| | wuncon
NC_045512v2: 5,000] 10,000] 15,000] 20,000/ 25,000|

NCBI Genes from NC_045512.2
ORF1a [ 3

ORF1ah
5
ORF3a
E
M
ORF6
ORFTa
CORFTh
CORF
N
ORF10
RT-PCR Detection Kit Primer Sets
Segl_MID_WH-1_F501 | FR-Pasteur_nCoV_IP2-12669Fw | HKU-ORF1b-nsp1dF | Seqz_WuhanCol-spkl-f|  WH-NIC-N-F- |
Seq1_NID_WH-1_F503 | FR—Pasteur_nCuV_\P2—12696mebe(+)—\ HKU—ORF1b-nsp141P| EU-Dmsten_E_Sarbecu_F\ HKU—NF|
|_MID_WH-1_Seq_F513 | FR-Pasteur_nCoY_IP2-12759Ry | HKL--ORF1b-nsp14R | EU-Drosten_E_Sarbeco_P1-|  HEL-NP|
|_NID_WH-1_Seq_Re40 | CN-COC_primer? | Seqz-MID_9_2nd_MID_WH-1_F24381|  WH-NIC-N-P- |
Segl_MID_WH-1_Re54 | CH-COC_primerd | Seg2-NID_11_Seq_NID_WH-1_Seq_F24383|  WH-RIC-N-R- |
Seql_MID_WH-1_R313 | CN-CDC_primer? | Seq?-NID_12_Seq_HID_WH-1_Seq_R24865|  CN-CDC_primerd |
FR-Pastaur_nCoy_IP4-14059Fw | Seq2-NID_10_2nd_MID_WH-1_R24873|  CN-CDC_prinert |
FR-Pasteur_nCoY_IP4-14146Ry | Seq2-MID_5_1 st-WuhanCoV-spkz-r|  CN-CDC_primers |
FR-Pasteur_nCoY_IP4-14084Probe(+) | EL-Drasten_E_Sarkeca_R | HKL-HR |
EL-Drosten_RdRP_SARSK-F | US-COC_2019-nCab_N1-F |
EL-Drosten_RdRP_SARS-P1- | US-COC_2019-nCat_M1-F |
EU-Drosten_RdRP_SARSHPZ | US-CDC_2019-nCa_N1-R |
EU-Drosten_RdRP_SARSHR | US-COC-EXCL_2019-nCoV_N3-F |

US-CDC-EXCL_2019-nCoV_N3-P |
EU-Drosten-Unused_MN_Sarbeco_F |
US-COC-EXCL_2019-nCov_N3-R |
ElJ-Drosten-Unused_h_Sarbeco P \
EU-Drasten-Unused_N_Sarbeca_R |
NID_2018-nCOV_N_FZ \
UE-C0C_2013-nCa_Nz-F |
US-COC_2019-nCal_N2-P |
1US-CDC_2019-nCaV_MZ-R \
NID_Z019-nCOY_N_PZ \
NID_2019-nCOY_N_Rz |

Figura 1. Genoma del SARS-CoV-2 (wuhCor1) con las respectivas secuencias cebadoras
y sondas utilizadas para el diagnéstico por RT-qPCR. Imagen obtenida con el UCSC

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/).
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Figure 1 (previous page). SARS-CoV-2 (wuhCor1) genome with the respective primer
sequences and probes used for diagnosis by RT-qPCR. Image obtained with the UCSC

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/).

El diagnostico de laboratorio de COVID-19 se basa en un resultado positivo de una
RT-qPCR que puede involucrar uno o mas genes virales y un gen de referencia
humano. Las muestras recomendadas para el diagndstico son muestras del tracto
respiratorio tales como hisopados nasofaringeo y/u orofaringeo. En los casos que
presenten signos o sintomas de infeccion del tracto respiratorio inferior o frente a
la dificultad o imposibilidad de toma de la muestra, se pueden utilizar muestras de
esputo, lavado broncoalveolar y/o aspirado endotraqueal. El proceso de diagnéstico
comienza con el traslado de las muestras al laboratorio en recipientes apropiados

para el transporte de muestras infecciosas (ej.: Sisteg, http://sisteg.com.ar). Estos

envases deben ser abiertos dentro de cabinas de seguridad bioldgica tipo 2 (CSB-II).
Independientemente del protocolo de extraccién a utilizar, las muestras deben ser
mantenidas refrigeradas hasta la extraccion y luego deben dejarse templar a
temperatura ambiente antes de comenzar el procedimiento. La importancia de la
muestra a utilizar radica en seleccionar el mejor material de partida para un mejor
aislamiento del ARN viral, por lo que se recomienda la utilizacién de hisopados
nasofaringeos. El protocolo de extraccion se basa en la union del ARN (tanto viral

como humano) a una superficie de silica con adherencia a este tipo de moléculas,
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seguido de lavados y una elucion final. El material gendmico aislado debe
conservarse a -80°C hasta su utilizacion. Este material ya no es infeccioso, pudiendo
utilizarse en condiciones de bioseguridad menos estrictas. Los cebadores son
componentes fundamentales de un ensayo de PCR y dicha optimizacién puede ser
un proceso complicado que requiere especial atencién (Park et al., 2020). En primer
lugar, se necesitan cumplimentar las reglas basicas para el disefio de las secuencias
cebadoras y sondas, asi como para el disefio del control positivo y el gen de
referencia a implementar (Bustin and Huggett et al., 2017; Li et al., 2020).

Los sistemas para la deteccidon del SARS-CoV-2 detectan una o mas dianas virales en
una reaccion multiplex que implementa la deteccién de un transcripto humano
(RNasa P, B-actina, GAPDH) como control interno (Figura 2a-c). La deteccidn se basa
en la utilizacién de oligonucledtidos complementarios a los productos de
amplificacién (sondas) que como producto de la reaccién de amplificacién liberan
fluorescencia, la cual es detectada y cuantificada por el equipo de gPCR. El ciclo al
cual la fluorescencia de la reaccion (para cada sonda especifica para cada producto
de amplificacién) sobrepasa la fluorescencia basal (umbral o “threshold”) es
conocido como Ct (“Threshold point” o ciclo umbral). El Ct es un valor definido de
forma arbitraria por el usuario, aunque es posible definirlo de forma matematica y
es de relevancia porque determina la deteccion o no del genoma viral. La Figura 2a
y b corresponden a una curva de amplificacion representativa a partir de la cual es

posible determinar el Ct de dos genes virales (Orf1aby RdRp, respectivamente). Los
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ensayos que implementan la deteccion de multiples dianas virales pueden mejorar
la sensibilidad evitando falsos negativos. Los genes ORF1ab, Ey N estan altamente
conservados en el subgénero de los Sarbecovirus (incluye SARS-CoV y SARS-CoV-2).
Por otro parte, el gen que codifica la ARN polimerasa viral (RdRp) localizado en el
ORF1ab se caracteriza por su alta tasa de mutacién y recombinacion (Li et al., 2020).
Por lo tanto, las principales regiones seleccionadas para la deteccion del SARS-CoV-
2 se posicionan en regiones con baja tasa de variabilidad, pero especificas de SARS-
CoV-2.

Nuestro desarrollo consiste en una RT-gPCR absoluta de un solo paso que
implementa una curva de calibracién y un modelo integrado de analisis para la
estimacién del nimero de particulas virales a partir de los valores de Ct de los genes
diana. Las curvas de calibracion se generan a partir de diluciones seriadas de uno o
varios clones plasmidicos previamente construidos con los genes diana virales. Si
se grafica el Ct obtenido con respecto a la dilucion del nUmero de copias del genoma
viral correspondiente se obtiene una curva de calibracion (figura 2d) cuya pendiente
permite calcular la eficiencia de la reaccién de amplificacion mediante la ecuacion:

E=10""(donde m es la pendiente de la curva).



T
R UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE LA PLATA

EDUCACION
PUBLICA
Y GRATUITA

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 1-14- Numero especial COVID-19

a b
8 ©
2 = >
2 3 S
@ “ &
o o g
o o
E threshold E ) threshold
A . v .
Ct Ciclos PCR Ct Ciclos PCR
C d %
BGI GF S 3 E—00 8%
7 S 32
Srries e Lot 3
abh — m— —
‘ \RdPd z 2
T 2
: 5 22
- —RNAse P 20
15 150 1500 15000
Logl0 numero de copias
e f
9 _ -
S
1 iBaja carga virab
© a W _ i —~ 0
S _ c v o
2 AL = T,
H - > )
T o | M @ Tl ra w0
T S T & &
e I O 84 ... utoff (€ 95%) Lo g
8 2 | T °g
< =
P P—_ N E— ¢ S
o™ o S g
o =
S g, LG S
o 8 ‘ § 8
S - o Alta carga viral
S T T \ T 1 [ T T \ 1
10 15 20 25 30 35 0 200 400 600 800
Intervalos de Ct del gen viral Muestras SARS-CoV2 positivas

Figura 2. Deteccién y determinacion de la carga viral del SARS-CoV-2. a) Sistema
diagnéstico (BGI Real-Time Fluorescent RT-PCR Kit for Detecting SARS-CoV-2) basado
en la deteccién de un gen viral (ORF1ab) y un gen de referencia (B-actina). b) Sistema
diagnéstico (GeneFinder™ COVID-19 Plus RealAmp Kit) que se basa en la deteccién tres
genes virales (RdPd, Ey N) y un gen de referencia (RNAseP) en reaccién multiplex. c)
Corrida electroforética en gel de poliacrilamida al 10% de los productos de RT-PCR de
los controles positivos de reaccién. d) Curva de calibracién para la determinacién de

la carga viral en funcién de los valores de Ct (namero de ciclos de amplificacién

10
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necesarios para alcanzar un umbral de sefal fijo) de las reacciones de RT-qPCR. E=
Eficiencia. e) Histograma de la distribucion de Cts de una diana viral sobre 900
muestras positivas para SARS-CoV-2. f) Modelo integrado para la estimacién de la
carga viral de SARS-CoV-2.

Figure 2 (previous page). Detection and determination of the SARS-CoV-2 viral load. a)
Diagnostic system (BGI Real-Time Fluorescent RT-PCR Kit for Detecting SARS-CoV-2)
based on the detection of a viral gene (ORF1ab) and a reference gene (B-actin). b)
Diagnostic system (GeneFinderTM COVID-19 Plus RealAmp Kit) based on the detection
of three viral genes (RdPd, E and N) and a reference gene (RNAseP) in multiplex
reaction. c) Electrophoretic run in 10% polyacrylamide gel of the RT-PCR products of
the positive reaction controls. d) Calibration curve for the determination of the viral
load as a function of the Ct values (hnumber of amplification cycles necessary to reach
a fixed signal threshold) of the RT-qPCR reactions. E = Efficiency. e) Histogram of the
Cts distribution of a viral target on 900 positive samples for SARS-CoV-2. f) Integrated

model for the estimation of the SARS-CoV-2 viral load.

Es de importancia conocer la eficiencia real de la reacciéon y tomarla en cuenta al
momento de calcular la carga viral, ya que al tratarse de un incremento exponencial
en el nimero de copias se pueden sobreestimar o subestimar dichos niveles. Por lo
cual no solo se evaluara el comportamiento de la curva en distintos equipos de gPCR
sino también en distintos rangos de cargas virales en funcion del tipo de muestras
clinicas (ej.: hisopados nasofaringeos, 500 - 100.000 copias/mL) (Pan et al., 2020; Yu
et al., 2020; Keyaers et al., 2020) y del gen viral diana en estudio. Es importante
considerar en el modelo de analisis que los valores de Ct no poseen una distribucién

normal y que podrian covariar con los valores de Ct del transcripto de referencia

11



R

R UNIVERSIDAD
SR 1 NACIONAL

87 DE LA PLATA

EDUCACION
PUBLICA
Y GRATUITA

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 1-14- Numero especial COVID-19

humano (Figura 2e). De esta manera, la determinacién del nimero de copias del
SARS-CoV-2 de la muestra procesada se estimara mediante el ingreso/analisis de los
valores de Ct en un modelo integrado de ajuste en base a los factores previamente
mencionados, mediante la implementacién de una aplicacion web (Figura 2f).

Esta claro que ninguna modalidad diagndstica es perfecta. Para obtener resultados
de RT-gqPCR confiables, cada paso del procedimiento en las etapas preanalitica,
analitica y postanalitica debe realizarse satisfactoriamente. En la fase preanalitica es
relevante garantizar los procedimientos para una adecuada recoleccién, transporte
y conservacion de las muestras. En la fase analitica es importante la inclusion de
controles internos tanto en la extraccién del ARN viral, como en la preparacién de
la RT-qPCR para poder detectar de manera temprana problemas de contaminacion
de muestras y/o insumos. Ademas, es muy importante la capacitacion del personal
para la lectura e interpretacion de los resultados generados por la gqPCR. Los
resultados de la RT-gPCR se deben considerar junto a los datos epidemioldgicos,

observaciones clinicas y el historial del paciente para un diagnéstico apropiado.
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Este proyecto ha sido financiado por el Programa de Articulacién y Fortalecimiento
Federal de las Capacidades en Ciencia y Tecnologia COVID-19 del Ministerio de

Ciencia, Tecnologia e Innovacidn de Argentina. (Proyecto BUE 21).

12



B UNIVERSIDAD
.5} NACIONAL
Y7/ DE LA PLATA

EDUCACION
PUBLICA
Y GRATUITA

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 1-14- Numero especial COVID-19

Agradecimientos

Agradecemos el apoyo de la Facultad de Ciencias Médicas - UNLP y al CCT CONICET

La Plata.

Referencias bibliograficas

Lupia T, Scabini S, Pinna SM, Di Perri G, De Rosa FG, Corcione S. 2019-novel
coronavirus outbreak: A new challenge. Journal of Global Antimicrobial Resistance.

2020 Mar 7. https://doi.org/10.1016/j.jgar.2020.02.021

Mahase E. Covid-19: most patients require mechanical ventilation in first 24 hours

of critical care. BMJ 2020; 368:m1201. https://doi.org/10.1136/bmj.m1201

Rhee C, Kanjilal S, Baker M, Klompas M. Duration of SARS-CoV-2 Infectivity: When is
it Safe to Discontinue Isolation? Clinical Infectious Diseases. 2020 Aug 25.

https://doi.org/10.1093/cid/ciaa1249

Chu CM, Poon LL, Cheng VC, Chan KS, Hung IF, Wong MM, Chan KH, Leung WS, Tang
BS, Chan VL, Ng WL. Initial viral load and the outcomes of SARS. Cmaj. 2004 Nov 23;

171 (11): 1349-1352. https://doi.org/10.1503/cmaj.1040398

Liu Y, Yang Y, Zhang C, Huang F, Wang F, Yuan ], Wang Z, Li J, Li J, Feng C, Zhang Z.
Clinical and biochemical indexes from 2019-nCoV infected patients linked to viral
loads and lung injury. Science China Life Sciences. 2020 Mar; 63 (3): 364-374.

https://doi.org/10.1007/s11427-020-1643-8

13


https://doi.org/10.1016/j.jgar.2020.02.021
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2020.02.021
https://doi.org/10.1136/bmj.m1201
https://doi.org/10.1136/bmj.m1201
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa1249
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa1249
https://doi.org/10.1503/cmaj.1040398
https://doi.org/10.1503/cmaj.1040398
https://doi.org/10.1007/s11427-020-1643-8
https://doi.org/10.1007/s11427-020-1643-8

B UNIVERSIDAD
.5} NACIONAL
Y7/ DE LA PLATA

EDUCACION
PUBLICA
Y GRATUITA

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 1-14- Numero especial COVID-19

Park M, Won J, Choi BY, Lee CJ. Optimization of primer sets and detection protocols
for SARS-CoV-2 of coronavirus disease 2019 (COVID-19) using PCR and real-time
PCR. Experimental & molecular medicine. 2020 Jun; 52 (6): 963-77.

https://doi.org/10.1038/s12276-020-0452-7

Bustin S, Huggett J. gPCR primer design revisited. Biomolecular detection and

quantification. 2017 Dec 1; 14:19-28. https://doi.org/10.1016/j.bdq.2017.11.001

Li D, Zhang J, Li J. Primer design for quantitative real-time PCR for the emerging
Coronavirus SARS-CoV-2. Theranostics. 2020; 10 (16): 7150.

https://doi.org/10.7150/thno.47649

PanY, ZhangD, Yang P, Poon LL, Wang Q. Viral load of SARS-CoV-2 in clinical samples.
The Lancet Infectious Diseases. 2020 Apr 1, 20 (4): 411-412.

https://doi.org/10.1016/51473-3099(20)30113-4

Yu F, Yan L, Wang N, Yang S, Wang L, Tang Y, Gao G, Wang S, Ma C, Xie R, Wang F.
Quantitative Detection and Viral Load Analysis of SARS-CoV-2 in Infected Patients.

Clinical Infectious Diseases. 2020 Mar 28. https://doi.org/10.1093/cid/ciaa345

Keyaerts E, Vijgen L, Maes P, Duson G, Neyts J, Van Ranst M. Viral load quantitation
of SARS-coronavirus RNA using a one-step real-time RT-PCR. International journal of
infectious diseases. 2006 Jan 1; 10 (1): 32-37.

https://doi.org/10.1016/}.ijid.2005.02.003

14


https://doi.org/10.1038/s12276-020-0452-7
https://doi.org/10.1038/s12276-020-0452-7
https://doi.org/10.1016/j.bdq.2017.11.001
https://doi.org/10.1016/j.bdq.2017.11.001
https://doi.org/10.7150/thno.47649
https://doi.org/10.7150/thno.47649
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(20)30113-4
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(20)30113-4
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa345
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2005.02.003

% ,‘-‘~f\ UNIVERSIDAD
R NACIONAL
37 DE LA PLATA

” = v
EDUCACION
.\ PUBLICA
Y GRATUITA

CNOLOGICO Y SOCIAL

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 25-49- NUmero especial COVID-19

La Universidad Publica y su rol en la pandemia COVID-19: laboratorios
de diagnéstico al servicio de la red nacional de laboratorios de

influenza y otros virus respiratorios
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Resumen: La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) se informd por primera vez en
Wuhan, China, el 31 de diciembre de 2019, declardndose emergencia de salud publica de
importancia internacional en primera instancia y posteriormente elevada a la categoria de
pandemia. Ante la grave situacién sanitaria producto de la propagacion del SARS-CoV-2, el
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires y la Universidad Nacional de La Plata
establecieron un convenio de cooperacion con la finalidad de que la Universidad Nacional de La
Plata provea capacidad diagndstica al sistema sanitario. Luego de un periodo de adecuacion de
los laboratorios e implementacion de protocolos se inicié tempranamente con el diagndstico del
SARS-CoV-2, habiendo procesado a fines de septiembre de 2020 mds de 32.000 muestras
provenientes de diversos Municipios de las Regiones Sanitarias |, Il, IV, VI, X y XI de la Provincia de
Buenos Aires. Los laboratorios participantes de las Facultades de Ciencias Exactas, Ciencias
Meédicas y Ciencias Veterinarias forman parte de los Laboratorios de referencia de COVID-19 de la
Provincia de Buenos Aires y articulan dicha labor con diversas actividades de investigacion,
docencia y desarrollo con la finalidad de proveer soluciones al sistema de salud en el contexto de
la pandemia.
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The Public University and its role in the COVID-19 pandemic: diagnostic laboratories

at the service of the national network of influenza and other respiratory viruses

Abstract. Coronavirus 2019 (COVID-19) was initially reported in Wuhan, China, on December 31
2019, and later declared as public health of international relevance and pandemic disease. Given
the serious health situation resulting from the spread of SARS-CoV-2, the Ministry of Health of the
Province of Buenos Aires and the Universidad Nacional de La Plata established a cooperation
agreement to provide the diagnostic capability to the Public Health System. After an
implementation period, Universidad Nacional de La Plata based labs began early with the
diagnosis of SARS-CoV-2, having processed more than 32,000 samples derived from Sanitary
Regions I, 11, IV, VI, X, and XI of the Province of Buenos Aires. The participating laboratories at UNLP
are part of the Reference Laboratory for COVID-19 of the Province of Buenos Aires and participate
in research, teaching, and development activities to provide solutions to the Public Health System
in the context of this pandemic disease.

Key words: Diagnosis; SARS-CoV2; COVID-19
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Contexto de la implementacién de la capacidad diagnéstica

Las enfermedades emergentes y re- emergentes presentan un desafio en los
sistemas de salud publica. La aparicion de un nuevo coronavirus humano en
diciembre del 2019 en la ciudad de Wuhan, China, desencadené una colaboracién
internacional que permitié identificar y secuenciar el nuevo virus y disefiar un test
diagnodstico en poco menos de un mes (Wu et al, 2020; Na et al, 2019; Corman et al,
2020). El 30 de enero de 2020 la Organizacion Mundial de la Salud declar6 el brote
del nuevo coronavirus como una emergencia de salud publica de importancia
internacional y posteriormente la elevd a la categoria de pandemia.
(https://www.who.int/home). En Argentina, el Ministerio de Salud de Nacién disefié

diferentes estrategias de atenciény cuidado de pacientes con enfermedad por SARS

CoV 2 (COVID-19), implementando el diagndstico por PCR en laboratorios de la Red
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Nacional de Influenza y otros virus respiratorios, a los que sumoO nuevos
laboratorios con el fin de aumentar la capacidad de respuesta diagndstica.

El 18 de marzo del 2020, el Presidente de la UNLP, Dr. Fernando Tauber, puso a
disposicion del Ministro de Salud de la Provincia de Buenos Aires las capacidades
existentes en las distintas Facultades, para el eventual procesamiento y diagndstico
del SARS-CoV-2. Luego de la declaracion del Aislamiento Social Preventivo vy
Obligatorio (ASPO) por parte del Gobierno Nacional en marzo del corriente afio

(DECNU-2020-297-APN-PTE), el Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires

concreto junto con la UNLP el inicio del trabajo en colaboracién para el diagnostico
molecular de SARS-CoV-2, en apoyo a la Red Nacional de Laboratorios de Influenza
y otros virus respiratorios a través de laboratorios de las Facultades de Ciencias
Exactas, Ciencias Médicas y Ciencias Veterinarias en el marco del convenio

especifico (CONVE-2020-06345305-GDEBA-MSALGP). En este sentido, se conformé

un Comité Técnico integrado por representantes de la universidad y de las 3
facultades intervinientes, con el fin de conformar los grupos de trabajo integrados
por docentes-investigadores y la puesta en marcha y ejecucion de los laboratorios.
Dicho proceso implicd, la implementacion de normas de bioseguridad, arreglos
edilicios, validacion del equipamiento existente, la adquisicion de nuevo
equipamiento, la capacitacion del personal y la redaccion de los protocolos

operativos para el correcto funcionamiento de los laboratorios.

28


https://www.boletinoficial.gob.ar/detalleAviso/primera/227042/20200320
https://normas.gba.gob.ar/documentos/BodPlzUl.pdf

” - 4
—
EDUCACION f,"\ UNIVERSIDAD
\ PUBLICA ¥ NACIONAL
voratura | \&8¥/ DE LA PLATA

OGICO Y SOCIAL

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 25-49- NUmero especial COVID-19

Grado de relevancia y pertinencia

La vigilancia epidemioldgica en la actual situacion consiste en detectar de manera
temprana casos, permitiendo la atencion adecuada de los pacientes y la
implementacién de las medidas de investigacion, prevencién y control tendientes a
reducir el riesgo de diseminacién de la infeccién en la poblacién, asi como la
adecuada atencion de los casos graves. Para ello, es imprescindible contar con un
diagnostico etiologico rapido y eficaz que sea el punto de partida para un correcto
manejo epidemiologico de la pandemia. Asi, la vigilancia de COVID-19 se inscribe
dentro de las infecciones respiratorias agudas (ETI, bronquiolitis, neumonia, IRAG,
IRAGI y sospecha Virus emergente) que incluye los servicios de atencion de los
distintos subsectores, las areas de epidemiologia municipales, regionales, provincial
y nacional, la red nacional de laboratorios de influenza y otros virus respiratorios,
laboratorios privados con capacidad para el diagnéstico y los laboratorios
nacionales dependientes de la ANLIS, entre otros. En este sentido, la conformacion
de los laboratorios de la UNLP en apoyo directo a los citados laboratorios, se suma
a la acciéon en ayuda colaborativa al diagnostico de COVID-19 en el territorio
provincial, atendiendo en forma temprana la vasta demanda existente y en
cumplimiento directo con uno de los pilares que prevé el Estatuto de la UNLP, en
relacién a la integracion de la Universidad en tanto institucién del Estado Nacional
con la comunidad de la cual forma parte, promoviendo a contribuir en la resolucién

de las problematicas sociales/sanitarias existentes. Debido a que las Facultades de
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Ciencias Exactas, Ciencias Médicas y Ciencias Veterinarias cuentan con laboratorios
con las condiciones edilicias y de equipamiento correspondiente a los niveles de
bioseguridad 2 (BSL2), asi como con profesionales adiestrados y con experiencia en
el area, se constituyeron en unidades académicas de referencia para la

implementacién de los procedimientos de diagndstico.

Demanda de capacidad diagnéstica del SARS-CoV-2

La actual pandemia requiere que, en relacién a la vigilancia epidemiologica, se
aunen todos los esfuerzos posibles para dar respuesta inmediata y certera para
asegurar la contencion sanitaria que la poblacion requiere. En este sentido, desde
que el 3 de marzo del corriente afio se confirmd el primer caso de COVID-19 en
Argentina, correspondiente a un viajero proveniente de Italia, la demanda en cuanto
al diagnoéstico molecular de SARS-CoV-2 ha ido en aumento, sobre todo en relacién
a las politicas publicas desarrolladas, tal es el caso del Dispositivo Estratégico de
Testeo para Coronavirus en Territorio de Argentina (DETeCTAr). En este mismo
sentido, la Universidad Publica, como parte integrante del Estado, ha demostrado
estar a la altura de las necesidades respondiendo en forma rapida a la demanda
que desde la Red Nacional de Laboratorios de influenza y otros virus respiratorios
se visualiz6 respecto al aumento del diagndstico de COVID-19 en el territorio de la

Provincia de Buenos Aires.
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Implementacién de una red de laboratorios para la deteccién del SARS-CoV-2

en unidades académicas de la UNLP

Conformacién de un Comité Técnico para el Diagnéstico de SARS-CoV-2

En base a un relevamiento interno realizado por la Presidencia de la UNLP con el
objetivo de magnificar las capacidades internas para la realizacion de diagndsticos
de esta enfermedad, el 23 de marzo de 2020 se procede a constituir un Comité
Técnico coordinado por la Presidencia y con representacién de las Facultades de
Ciencias Exactas, Ciencias Médicas y Ciencias Veterinarias. La finalidad del mismo
fue la de coordinar las lineas de accion entre unidades académicas, en lo que
respecta al diagnostico del SARS-CoV-2. Las primeras actividades realizadas fueron
las relacionadas con la puesta a punto de los laboratorios, en las cuales fue clave el
didlogo y la puesta en valor de la experiencia previa de los diversos actores
involucrados. En este sentido, cabe destacar el rol central de dicho comité en el
desarrollo de las acciones llevadas adelante por la UNLP para acompafiar al sistema
de diagndstico provincial. El trabajo del mismo permiti6 no sélo promover
actividades de cooperacién entre laboratorios, sino también la coordinacion de
todas las acciones de logistica y provision de insumos entre el Ministerio de Salud
de la Provincia y las facultades de la UNLP involucradas. De esta manera el
funcionamiento del comité ha resultado fundamental para generar debates,

articular tareas y disefar estrategias para dar respuesta a las demandas sanitarias.
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A continuacion, se describen el proceso de implementacion y las actividades de

diagnodstico que se desarrollan en las tres unidades académicas.

Facultad de Ciencias Exactas:

Laboratorio de Salud Publica

El Laboratorio de Salud Publica (LSP) de la Facultad de Ciencias Exactas, como parte
del Programa de Salud de la Secretaria de Extension de dicha Unidad Académica,
desarrolla desde hace mas de 10 afios una intensa actividad de diagnodstico
bioquimico y de enfermedades infecciosas. Ademas, desde su creacion lleva a cabo
una intensa actividad docente con alumnos de las Practicas Bioquimicas y con
Extensionistas quienes se integran en actividades en los distintos sectores,
posicionando al LSP como una unidad de docencia-extension e investigacion del
Area Bioquimica Clinica. En el afio 2009 debido a la pandemia de Gripe (Influenza
H1N1) se formo en el LSP un equipo de trabajo en diagndstico viral, capacitado en
el Instituto Malbran para dar respuesta a dicha emergencia. Como resultado se
realizaron diagnosticos de Influenza A y B, y se llevaron a cabo actividades de
docencia e investigacion en colaboracién con el Servicio de Virus Respiratorios del
Instituto Malbran a cargo de la Dra. Elsa Baumeister, docente de Virologia Clinica de
nuestra Facultad. En el afio 2014 el laboratorio de virologia del LSP ha creado el
Centro de asesoramiento, prevencidn y testeo de VIH, Hepatitis Virales y Sifilis, que

desde entonces realiza jornadas de testeo y prevencién de infecciones de
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transmision sexual destinados tanto a la comunidad universitaria como a la
poblacién general.

El objetivo final de todas las actividades desarrolladas por el LSP apunta a mejorar
la formacion profesional de nuestros graduados, incentivando el compromiso con
el trabajo territorial y en los diversos ambitos académicos y de Salud Publica.

Ante la emergencia del nuevo Coronavirus, en el mes de marzo de 2020 la Facultad
de Ciencias Exactas decidié sumar capacidades y equipamiento de distintos centros
de investigacion para apoyar al LSP en la implementacion de metodologias
moleculares de identificacion molecular de SARS-CoV-2, en hisopado de pacientes
obtenidos de las diferentes Regiones Sanitarias de la Provincia de Buenos Aires.

El primer desafio fue organizar el trabajo para articular con los niveles de atencion
hospitalarios y las autoridades de los Ministerios de Salud Provincial y Nacional. Fue
importante en este sentido, la experiencia con que contaba el LSP para llevar a cabo
el procesamiento general de muestras clinicas, desde la recepcion de las mismas
hasta el diagndstico molecular y/o serolégico. Los profesionales docentes del
laboratorio de virologia recibieron el entrenamiento del Instituto Malbran para la
implementacién de kits de diagndstico, integrando la Red Nacional de Diagndstico
de SARS-CoV-2 colaborando con el Sistema de Salud en el monitoreo y manejo de la
pandemia. El equipo de trabajo, recibi6é capacitacion por parte de la Pro-secretaria
de Habitat y Espacios y la Direccidén de Seguridad, Higiene y Desarrollo Sustentable

de nuestra facultad para el uso del equipo de proteccion personal y sobre practicas
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de bioseguridad. Con el apoyo de las autoridades de la facultad y la UNLP, se
construyé un espacio para la recepcion de muestras clinicas patogénicas, que
garantiza hoy la seguridad de las personas que trabajaran en ello.

Desde el inicio de las actividades, articularon con el LSP los distintos grupos de
docentes, investigadores y alumnos de nuestra facultad constituyéndose un grupo
interdisciplinario de trabajo con los distintos centros de investigacion de la facultad,
CONICET y el LSP. Se conform¢ asi el Grupo COVID Exactas, constituido por
docentes, investigadores, becarios y estudiantes de distintos Institutos de la facultad
como el Instituto de Estudios Inmunologicos y Fisiopatologicos (IIFP), el Instituto de
Biotecnologia y Biologia Molecular (IBBM), el Instituto de Investigaciones
Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas (INIFTA), y el Centro de Investigacién y
Desarrollo en Fermentaciones Industriales (CINDEFI). El nuevo Laboratorio de
Virologia se cre6 entonces sumando las capacidades, recursos humanos y
equipamiento del Grupo COVID Exactas, de otros Programas de Extension de
nuestra facultad, de voluntarios, de investigadores y bioquimicos provenientes de
hospitales con capacitacion técnica en Biologia Molecular. Con el esfuerzo de
nuestra facultad y la Universidad se incorporaron nuevos cargos docentes que
permitieron poner en marcha un gran equipo de trabajo, que cuenta hoy con mas
de 30 personas entre docentes, investigadores y alumnos. A través del sector de
Gestion de Calidad del LSP y la Division de Redes de Internet de nuestra facultad se

logré incorporar un sistema informatico de laboratorio que garantiza la trazabilidad
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de las muestras asegurando la calidad del trabajo desde la recepcion de las mismas
hasta la obtencion del informe final. Es importante resaltar ademas que el LSP se
incorporé al proyecto en red de secuenciacion de material genémico de SARS-CoV-
2 “Gendémica de los virus SARS-CoV-2 productores de COVID-19 en Argentina. Andlisis
integral de aspectos genéticos, clinicos y evolutivos de cepas autoctonas y su impacto en
el diagnostico y la epidemiologia local y global".

Desde el 27 de abril hasta fin de septiembre, el LSP ha procesado mas de 16.000
muestras provenientes principalmente de las regiones sanitarias VI, X y Xl. La
capacidad de procesamiento se estimo inicialmente en 100 muestras diarias, pero
la demanda aumentd llegando a un maximo de casi 400 muestras en el mes de Julio.
El poder responder a esta tremenda demanda fue gracias al compromiso de cada
integrante del equipo de trabajo y a la organizacion del LSP en los distintos niveles:
recepcion de muestras, preparacion y procesamiento, lectura e interpretacion de
resultados, informe final de resultados en el Sistema Integrado de Informacion
Sanitario Argentino (SISA) y comunicacion con los médicos y bioquimicos del nivel
de atencién hospitalaria.

El grupo de trabajo del LSP articula con el grupo COVID Exactas, el laboratorio VacSal
y con las Brigadas Sanitarias “Ramona Medina” de nuestra Facultad. Recientemente
el Grupo COVID Exactas recibio financiamiento del MINCYT en el marco del proyecto
“Fortalecimiento de las capacidades de diagndstico e investigacion del Laboratorio de

Salud Publica de la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP)'. Estas interacciones

35



% ,‘-‘f\ UNIVERSIDAD
Rerseebig) NACIONAL
) DE LA PLATA

EDUCACION
PUBLICA
Y GRATUITA

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 25-49- NUmero especial COVID-19
multidisciplinarias impulsaron nuevos proyectos de investigacion en 3 ejes de
trabajo: diagndstico (RT-qPCR sobre muestras de hisopados de pacientes), vigilancia
(analisis en “pooles” de muestras de hisopados por RT-qPCR y anticuerpos por
serologia) y validacién y desarrollo de métodos analiticos (biologia molecular,
deteccién de antigenos virales y de anticuerpos, deteccion de marcadores de
vigilancia en orina por métodos espectroscépicos).

En relacion a las actividades de vigilancia epidemiolégica, el LSP ha formado parte
del equipo de trabajo conformado por profesionales de diferentes Unidades de
Pronta Atencién (UPA) de La Plata, bioquimicos coordinados desde el Colegio de
Bioquimicos de la Provincia de Buenos Aires y los brigadistas de la Facultad de
Ciencias Exactas. Este grupo, integrado por aproximadamente 150 personas, se ha
dedicado a monitorear distintos barrios de La Plata. En particular, el LSP ha
participado en la realizaciéon de las extracciones de sangre y la deteccion de
anticuerpos especificos de SARS-CoV-2 por ELISA con el kit COVIDAR (aportado por
el Ministerio de Salud). A su vez esta actividad ha sido coordinada con el Instituto de
Hemoterapia de La Plata donde se realizan las donaciones de plasma de
convalecientes. La actividad desarrollada en pocos meses queda plasmada en la
creacion del nuevo laboratorio de virologia dentro del LSP que combina diagnéstico
clinico, docencia e investigacion, para responder hoy a las necesidades sanitarias de
esta pandemia de COVID 19, con el fin de permanecer en la post-pandemia para

responder a diferentes requerimientos sanitarios asociados a infecciones virales.

36



% ,‘-‘~f\ UNIVERSIDAD
Rerseebig) NACIONAL
DE LA PLATA

EDUCACION
PUBLICA
Y GRATUITA

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (2): 25-49- NUmero especial COVID-19

Laboratorio VacSal del Instituto de Biotecnologia y Biologia Molecular (FCE-
UNLP CONICET)

El laboratorio VacSal ademas de las actividades de investigacién en el area de
Vacunologia Humana y de interaccion huésped-patdgeno es Centro de Referencia
de la patologia denominada pertussis o tos convulsa, una enfermedad respiratoria
de origen bacteriano resurgente. El laboratorio ha participado activamente desde
hace mas de 22 afios en la vigilancia laboratorial de pertussis, realizando actividades
de diagnostico, capacitacion y transferencia de metodologias a nivel nacional e
internacional (Ministerio de Salud, 2010; Falleiros Arlant, 2014). Ha contribuido de
manera sustancial al armado de la red de vigilancia laboratorial para pertussis. Con
esta experiencia y en respuesta a la situacion de pandemia causada por el virus
reemergente SARS-CoV-2, el laboratorio se puso a disposicién de la Facultad de
Ciencias Exactas y de las autoridades sanitarias para contribuir en dar respuesta a
la situacion de crisis sanitaria que estamos atravesando. A fines de mayo, en forma
articulada con el Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires, comenzamos
con las actividades de implementacién, validacion de equipos y kits y puesta a punto
de la deteccion de SARS-CoV-2 a través de la estrategia de pooles o agrupamiento
de muestras clinicas. Este trabajo surgié ademas de la interaccién con docentes-
investigadores de la Universidad de Buenos Aires, en particular con el grupo dirigido

por los Dres. Roberto Etchenique y Adali Pecci. Conformamos primeramente el
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equipo de trabajo, que en la actualidad esta constituido por docentes-
investigadores, becarios y profesionales de apoyo en un total de 10 y ajustamos los
protocolos de trabajo para COVID-19. Trabajamos entonces en la evaluacion de la
factibilidad de realizar agrupamiento de muestras clinicas antes de proceder a la
extraccion de ARN lo cual posibilitaria no solo el ahorro en kits de RT-gqPCR sino
ademas los de la extraccién de ARN. Establecimos y pusimos a punto todas las
condiciones de trabajo, y una vez finalizada la etapa realizamos una prueba piloto
trabajando en forma paralela con la estrategia de pooles y la deteccion individual a
partir de un mismo set de muestras. Una vez validada la estrategia, y en respuesta
al disefio de vigilancia activa disefiada por Ministerio de Salud de la Provincia de
Buenos Aires, se comenz6 a recibir muestras clinicas provenientes de individuos
asintomaticos u oligosintomaticos (incluyendo residentes, personal de salud, otros
trabajadores) que asisten a lugares semicerrados como geriatricos, hogares de
asistencia a personas, clinicas de salud mental, comisarias, penitenciarias, de
distintas localidades de la provincia de Buenos Aires. La vigilancia activa busca asi
detectar tempranamente individuos infectados de forma de posibilitar la rapida
implementacién de acciones sobre el individuo y su entorno (Provincia de Buenos
Aires, 2020).

Desde el 28 de mayo a finales de septiembre hemos procesado mas de 8.000
muestras clinicas provenientes de localidades de las regiones sanitarias |, I, IV, VI, X

y XI. Las muestras a procesar en nuestro laboratorio son recepcionadas por el LSP
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utilizando el circuito por ellos disefiado (ver arriba). Para el procesamiento de las
muestras en el laboratorio se destinan 3 dias de trabajo de forma de dejar los otros
dias para apertura de pooles, evaluacién de kits y de otras estrategias posibles de
ser implementadas. Los resultados se informan a los efectores de salud y a SISA
dentro de las 24-48 hs de recepcionada la muestra en VacSal. Semanalmente
recibimos un promedio de 600 muestras, pero este nUmero es muy variable. Hasta
la fecha el maximo numero de muestras procesadas en un dia fueron 438. Es de
destacar que el ahorro en kits de esta estrategia es dependiente de la prevalencia
de casos positivos. Si bien la positividad ha cambiado desde que comenzamos el
trabajo en COVID-19, el promedio de ahorro es del 66%; dicho de otro modo, con
un kit podemos evaluar la presencia de SARS-CoV-2 en tres individuos, lo cual
permite una mayor velocidad y amplitud en el testeo de asintomaticos y
oligosintomaticos. En las Ultimas semanas del mes de septiembre ademas de
trabajar con la estrategia de pooles, realizamos analisis de muestras clinicas
individuales ya que provienen de pacientes cuya sintomatologia cumple con la
definicién clinica de COVID-19. Recibimos asi muestras de Bahia Blanca, Pergamino
y Ezeiza. Ademas de las actividades de laboratorio, hemos contribuido en el disefio
de instructivos y de las fichas epidemioldgicas que se emplean en la estrategia de
pooles. Hemos transferido la metodologia a otras instituciones y hemos realizado

actividades de asesoramiento de la implementacion de dicha estrategia.
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Facultad de Ciencias Médicas

El 25 de marzo de 2020 la Facultad de Ciencias Médicas procedié a constituir una
red de laboratorios (denominada Redlab FCM-UNLP) integrada por el Instituto de
Investigaciones Bioquimicas de La Plata (INIBIOLP), el Centro de Investigaciones
Cardiovasculares (CIC), el Centro de Investigaciones Inmunolégicas Basicas y
Aplicadas (CINIBA) y el Centro de Endocrinologia Experimental y Aplicada (CENEXA).
Dicha red se constituyé en funcién de un relevamiento de sus capacidades en
cuanto a la disponibilidad de cabinas de bioseguridad de tipo 2, equipos de PCR de
tiempo real y la disponibilidad de voluntarios con experiencia en biologia molecular
y en el manejo de agentes infecciosos. De esta manera se conformo un equipo de
trabajo compuesto por 18 profesionales Bioquimicos, Biotecndlogos y Bidlogos
Moleculares (Docentes de UNLP e Investigadores y CPA del CONICET) con el objetivo
de acondicionar los laboratorios, definir la logistica de las muestras y definir los
protocolos de trabajo. El proceso de reacondicionamiento de los laboratorios en lo
que respecta a bioseguridad, validacion de cabinas de seguridad, recepcién y
logistica de muestras fue supervisado por la Secretaria de Bioseguridad e Higiene
de la UNLP. Brevemente, se constituyeron equipos de trabajo distribuidos en los
sectores de: 1) Recepciéon de muestras, 2) Procesamiento y extraccién de ARN, 3)
Analisis por PCR de tiempo real y 4) Carga de resultados al SISA. Los cuatro sectores
se encuentran conectados a un sistema integrado de carga de datos que facilita la

trazabilidad de las muestras en tiempo real y facilita la coordinacion de los grupos
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de trabajo. En la recepcion se procede al ingreso de las muestras al sistema, se
digitalizan las fichas epidemiolégicas y se labra un acta de recepcién de manera
diaria. Desde el inicio de las actividades (26 de mayo de 2020) hasta finales de
septiembre se procesaron mas de 4.500 muestras. Actualmente se procesan 350
muestras semanales (de lunes a sabado) provenientes de diversas Instituciones del
sector Publico y Privado de la Region Sanitaria XI (SAME La Plata, Hospital Municipal
Francisco Caram Brandsen, Instituto Médico de Brandsen, Hospital Zonal
Especializado Dr. Noel H. Sbarra, Nueva Clinica del Nifio de La Plata S.R.L., Hospital
Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria Sor Maria Ludovica, etc.).

Las muestras recepcionadas corresponden principalmente a hisopados
nasofaringeos y aspirados traqueales que se procesan mediante el empleo de
columnas de purificacion de ARN (Viral Nucleic Acid Extraction Kit Il, GeneAid) o
mediante el sistema de beads magnéticas (MGIEasy Nucleic Acid Extraction Kit). La
deteccion del ARN del SARS-CoV-2 se realiza mediante el empleo de sistemas de
gPCR Tagman (GeneFinder COVID-19 Plus RealAmp Kit, BGI Real-Time Fluorescent
RT-PCR Kit for Detecting SARS-CoV-2, DisCoVery AP-Biotech) provistos por el
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires. Los resultados se informan a
los efectores de salud y a SISA dentro de las 12-24 hs. de recepcionada la muestra.
Es importante mencionar que dichas actividades dieron lugar y articulan con
actividades de investigacion y desarrollo en el marco de un proyecto financiado

Programa de Articulacion y Fortalecimiento Federal de las Capacidades en Cienciay
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Tecnologia COVID-19 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de la Nacién
(MINCyT). El eje central del proyecto consiste en el desarrollo de un sistema RT-gPCR
para la determinaciéon de la carga viral del SARS-CoV-2 a partir de hisopados
nasofaringeos en pacientes con diagndstico confirmado de COVID-19. En primer
lugar, dicho desarrollo se pondra a disposicion del sistema sanitario provincial y
nacional a la manera de un servicio tecnolégico brindado por la Facultad de Ciencias
Médicas de la UNLP. En segundo lugar, se evaluara la posibilidad de producciéony
distribucion del sistema de deteccién de carga viral a todo laboratorio de salud
publica que desee evaluarlo previa autorizacion y certificacién por las instituciones
involucradas. Ademas, dicha metodologia se utilizara como herramienta para
estudiar la relacion entre la carga viral y el indice de disfuncion pulmonar y
marcadores de fase aguda al momento de la internacion del paciente y luego de 7

dias de su hospitalizacion.

Facultad de Ciencias Veterinarias

En un primer momento se pusieron en marcha dos ejes fundamentales para
cumplir con el funcionamiento de la Unidad de Diagndéstico COVID-19 FCV-UNLP, por
un lado (a) se conformo el grupo de trabajo y por otro; (b) se evalud, selecciond el
laboratorio y se realizaron los arreglos edilicios y la validacion y compra de
equipamiento necesario para el buen desempefio de las actividades

correspondientes.
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(@) El grupo de trabajo esta integrado por 13 docentes-investigadores (UNLP-
CONICET) pertenecientes al Instituto de Genética Veterinaria (IGEVET), Laboratorio
de Inmunoparasitologia (LAINPA) y Laboratorio de Virologia (LAVIR) de las carreras
de Medicina Veterinaria y Microbiologia Clinica e Industrial de la FCV-UNLP.
Respecto a su formacion académica, los participantes constituyen un grupo
heterogéneo y multidisciplinar integrado por Médicos Veterinarios, Bacteri6logos
y/0 Microbidélogos, Lic. en Biologia y Biotecnélogos que voluntariamente
participaron de 3 encuentros virtuales para la puesta en conocimiento, seleccion y
disefio de los equipos de trabajo que, de acuerdo a las normativas de bioseguridad
vigentes, estan conformados por 3 subgrupos de 4 integrantes cada uno que
desarrollan el trabajo en dias definidos de lunes a viernes. Para la ejecucion de las
tareas, cada uno de los subgrupos cuenta con profesionales dedicados a tareas
especificas (1-recepcion de muestras y asistencia general, 2- extraccion de ARN en
cabina, 3- real time RT-PCR y pre-informes y 4-informe final al SISA). Previo a la
puesta en marcha los profesionales seleccionados recibieron capacitaciones
técnico-cientificas especificas como asi también una capacitacion dictada por la
Direccion de Seguridad, Higiene y Desarrollo Sustentable-UNLP para brindar los
conocimientos necesarios para el desarrollo bio-seguro del diagnostico y la
disposicién de residuos.

Por otro lado, y como medida de control del personal abocado al diagnéstico, a cada

integrante del laboratorio se le realiza un hisopado orofaringeo con una frecuencia
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mensual. Las muestras de ARN obtenidas de cada uno son procesadas por real time
RT-PCR formando pooles por cada subgrupo de trabajo.

(b) La Facultad de Ciencias Veterinarias, acordd con los representantes del
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires, la recepcidn y procesamiento
de muestras provenientes del monitoreo llevado a cabo en barrios populares como
parte del DETeCTAr, principalmente. Para ello, en el mes de mayo se conformoé la
Unidad de Diagndstico de COVID-19, que funciona en las instalaciones de la Catedra
de Tecnologia y Sanidad de los Alimentos, laboratorio preexistente que fue
seleccionado bajo el asesoramiento de personal perteneciente a la Direccién de
Seguridad, Higiene y Desarrollo Sustentable-UNLP. En este sentido, el laboratorio
fue acondicionado acorde a las normas de bioseguridad requeridas para llevar a
cabo el diagndstico de SARS-CoV-2. Se realizaron modificaciones edilicias para la
recepcion de muestras y se acondicionaron los espacios de circulacién y sefialética
dentro del predio de la facultad para una correcta ubicacién y transporte de la
muestra por parte de los ambulancieros destinados a la tarea. Asimismo, se
establecieron protocolos de circulacion e ingreso al laboratorio, limpieza vy
desinfeccion del mismo, uso de elementos de proteccion personal (EPP), ingreso de
muestras, toma de muestras, extracciéon de ARN y amplificacién por real time RT-
PCR. Se procedi6 a la validacion (Empresa Validaciones Absolutas) de la cabina de

seguridad de tipo Il (Sabella, Argentina), se reubicd para su uso el equipo MIC
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gCycler que pertenece al LAINPA y se adquiri6 el programa LabWin (Biodata) para
la gestidn técnica y administrativa integral de los datos.

Actividad diaria del laboratorio: se reciben principalmente muestras de personas
residentes en alguno de los municipios que componen la Region Sanitaria VI y X,
como asi también muestras provenientes de establecimientos sanitarios privados
de la ciudad de La Plata y muestras tomadas por el SAME Provincia (Servicio de
emergencia del Estado Bonaerense). Para ello, se mantiene una continua
comunicacién con el equipo de coordinacién de diagndstico de COVID-19
perteneciente al Gabinete de Asesores del Ministerio de Salud de la Provincia de
Buenos Aires, asi como el Area de Epidemiologia de la Regién Sanitaria XI de la
Provincia de Buenos Aires, para el armado de la logistica que permite la correcta
circulacién de la muestra. Asi, las muestras de hisopados nasofaringeos son
recolectadas por personal sanitario, colocadas en tubos con 2 ml de solucion
fisiol6gica, dentro de bolsas herméticas y enviadas al laboratorio en un recipiente
contenedor (triple envase), donde son recepcionadas junto con las fichas
epidemiolégicas correspondientes confeccionadas por el personal actuante en los
muestreos. Los datos de las fichas epidemiolégicas de cada muestra son cargados

en el programa LabWin (http://www.biodatasa.com.ar/), y las muestras son

procesadas con el numero correlativo asignado por el programa. Los datos de
procedencia (Municipios) y los datos clinicos son registrados para luego ser

correlacionados con los resultados de los estudios moleculares. En virtud de estar
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abocados, preferentemente, al programa DETeCTAr y teniendo en cuenta la
necesidad de contar con los resultados en forma inmediata, los mismos son
cargados en el SISA dentro de las 12/24 hs. de haber sido tomada la muestra.
Ademas, se mantiene comunicacion continua y directa con los profesionales y
directivos de los diferentes establecimientos sanitarios.

Por otro lado, es importante destacar que recientemente se ha recibido
financiamiento del MINCYT en el marco del proyecto “Deteccidén y caracterizacién
molecular del SARS-CoV-2 en animales y vigilancia epidemiolégica de posibles
reservorios, amplificadores y/o transmisores del virus” cuyo objetivo principal
consiste en determinar datos epidemiolégicos de animales en contacto con
personas infectadas con SARS-CoV-2, y la deteccién y evaluacion clinica de aquellos
animales positivos, que permitan comprender la dinamica de la transmision del
virus y sus posibles reservorios, hospedadores intermediarios u otras vias de
transmision. Ademas, se espera poder realizar la caracterizacién gendmica de las
cepas circulantes y la obtencién y conservacién de muestras de interés
epidemiolégico para estudios posteriores (sangre, materia fecal, orina, etc.).

La proyeccidén a futuro de este proyecto plantea la posibilidad de establecer un
mecanismo de vigilancia epidemiolégica de enfermedades virales y/o de otra indole
en animales domésticos y fauna silvestre.

Cabe sefialar ademas que a la fecha el grupo de trabajo ha publicado un trabajo

cientifico denominado “Resultados del primer bimestre de trabajo de la Unidad de
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Diagndstico COVID-19 de la Facultad de Ciencias Veterinarias-UNLP” en la revista
Analecta Veterinaria (Moré et al, 2020), como asimismo ha realizado un informe
sobre la comparacion de 3 kits de real time RT-PCR para deteccion de SARS-CoV-2

enviado recientemente para su publicacion.

Aporte de la UNLP al sistema de salud de la Provincia de Buenos Aires

El trabajo mancomunado de los laboratorios de las tres Facultades de la UNLP
permitié no solo dar una respuesta temprana a la necesidad diagndstica sino
también significativa en cuanto a que se procesaron mas de 32.000 muestras
provenientes de Municipios de las Regiones Sanitarias I, I, IV, VI, Xy Xl de |la Provincia
de Buenos Aires (Figura 1).

En base a la experiencia adquirida durante el transcurso de la pandemia de SARS-
CoV-2 por parte de los laboratorios involucrados en este proyecto, la cual sienta la
base de un trabajo conjunto de gran valor para la UNLP y una experiencia
inigualable, consideramos pertinente la conformacion de una “Red de Diagnéstico
de Enfermedades Emergentes de la UNLP’, con el fin de amalgamar los
conocimientos adquiridos y dejar funcionando un espacio permanente de apoyo al

sistema sanitario provincial y nacional.
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Figura 1. Namero total de muestras procesadas por mes por los laboratorios de la FCE,
FCMy FCV de la UNLP para la determinacion del SARS-CoV-2.
Figure 1. Total number of samples processed per month by the laboratories of the FCE,

FCM and FCV of the UNLP for the determination of SARS-CoV-2.

Financiamiento

En base a lo expresado en las clausulas segunda y tercera del convenio especifico
(CONVE-2020-06345305-GDEBA-MSALGP), el Ministerio de Salud de la Provincia de
Buenos Aires se compromete a suministrar los insumos necesarios para el
diagnodstico molecular de COVID-19 y la Universidad Nacional de La Plata asegura
las condiciones edilicias y de equipamiento correspondiente a los niveles de
bioseguridad 2, cumpliendo con medidas de proteccion del personal recomendadas
para este tipo de procedimientos.

En el caso del Laboratorio de Salud de la Facultad de Ciencias Exactas, parte de los
fondos recibidos del MINCyT por el subsidio de Fortalecimiento de Capacidades

Analiticas del LSP se destinan a la compra de equipamiento menor e insumos varios.
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También es importante resaltar que varios Institutos de Investigacién y la facultad

han destinado recursos para asegurar y sostener el funcionamiento del mismo.
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