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Introduccidon y objetivo principal

La prueba de laboratorio estandar para el diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2 es la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Reversa (Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction, RT-PCR).

Las Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomendé el protocolo desarrollado por el
Hospital Charité-Berlin para el diagnéstico de la infeccion por SARS-CoV-2. Este protocolo
se basa en la deteccion de 3 marcadores diferentes: genes E (envuelta), N (nucleocépsida) y
RdRp (ARN polimerasa dependiente de ARN, region Orflab). Los ensayos para los genes E
y N se entienden como protocolos de cribado para la deteccion de cualquier beta-coronavirus
asociado a murciélagos (no detectados en coronavirus humanos comunes). El ensayo para
RdRp es especifico para la deteccion de SARS-Cov-2. En un principio se sugiri6 la realizacion
de una primera PCR con deteccion de genes E y N como herramienta de cribado seguido de
un ensayo de confirmacion de los casos positivos con la deteccion del gen RdRp. Actualmente
se dispone de kit de PCR que detectan simultaneamente los 3 genes en una misma reaccion
de PCR.

Por todo ello, este estudio pretende, como principal objetivo, validar un nuevo kit de PCR
multiple para el diagnéstico de la infeccion por SARS-Cov-2, basada en la deteccion de los
genes S (espicula), N y RdRp (region Orflab) y Ribonucleasa P humana (RnasaP, como
control interno de extraccién y pureza del acido nucleico, asi como marcador de inhibicién de

PCR), y comparar los resultados con el kit de PCR mudltiple actualmente utilizado en nuestro



laboratorio que detecta los genes E, N y RdRp (region Orflab) expresados por SARS-Cov-2

(Seegene, Werfen).

Metodologia

Se analizar la sensibilidad, especificidad, asi como la comparacién de los ciclos umbrales de

amplificacién (Cycle threshold, Ct) utilizando las dos técnicas de amplificacion.

Disefio y Poblacion de estudio

Estudio retrospectivo en el que se analizaran 200 muestras al azar con resultado conocido
(100 muestras con resultado positivo para la deteccién de SARS-CoV-2 y 100 muestras
negativas) y se compararan con los resultados obtenidos con el kit de RT-PCR utilizado en
nuestro laboratorio (Seegene, Werfen).

Procedimiento

Extraccion de ARN: La extraccion de ARN viral se realizara a partir de muestras de exudado
nasofaringeo tomadas de pacientes con sospecha de infeccion por SARS-CoV-2 utilizando
un sistema de extraccion de acidos nucleicos con bolas magnéticas (Genolution, Alifax) con

el fin de obtener un eluido de 50 pL.
El ARN extraido se almacenara a -80°C hasta su utilizacién en la reaccién de RT-PCR.

La amplificacion del RNA extraido se llevard a cabo mediante la realizacién de RT-PCR en un
termociclador CFX-96 (BioRad) siguiendo las condiciones de amplificacion suministradas por

el fabricante (documentacion aportada).

Ventajas de la PCR en tiempo real de estudio frente a las implementadas en el
laboratorio
Las ventajas de la RT-PCR en estudio son las siguientes:
- Deteccion de 2 genes especificos de SARS-CoV-2 (gen S y Orflab) en comparacion
con la utilizada en el laboratorio (gen Orflab).
- MasterMix liofilizada en el pocillo con el consecuente ahorro de tiempo a la hora de
preparar e iniciar el proceso de amplificacion, ventaja importante ya que no hay que
preparar MasterMix y Unicamente hay que rehidratar la mezcla con agua libre de

RNasas.



- Control interno que con amplificacion de Ribonucleasa P que permite obtener
informacidn sobre la celularidad y en consecuencia tener una idea de la calidad de la

muestra recogida.

Anélisis de los resultados

Se compararan los resultados obtenidos entre la técnica a validar y la técnica actualmente
utilizada en el laboratorio (Seegene, Werfen), Para ello, se disefiard una tabla de Excel con
los resultados obtenidos por ambos métodos de las muestras convenientemente
anonimizadas. En la tabla figurara el cddigo de cada muestra y los valores de Ct por ambas
técnicas. Finalmente se daran datos de sensibilidad y especificidad.

Una vez que el estudio sea aprobado por el CEIM se realizara la validacion de la nueva técnica

siguiendo el siguiente cronograma:

Periodo de una semana Periodo de una semana

L M X J V L M X J |V
Seleccion de | X X
las muestras
y elaboracion
base de datos
Extraccion ac X X
nucleicos
Realizacién X
de RT-PCR
Andlisis de X X
datos
Elaboracién X
de tablas
Elaboracién X | X
de informe y
conclusiones
finales

Aspectos éticos y legales

En este trabajo no intervienen pacientes o sujetos humanos ni esta incluido en un ensayo

clinico.

Se disefara una base de datos, asignando un cédigo a cada muestra de manera que los datos

sean anonimizados.

Este estudio se va a realizar conforme a la legislacion de la UE sobre datos personales, en
concreto la Ley Orgéanica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales y
garantia de los derechos digitales, el Real Decreto 1720/2007, la Ley 41/2002, de 14 de
noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en

materia de informacion y documentacién clinica. Se respetaran las normativas en materia de



bioética segun la declaracion de Helsinki, el informe de Belmont, el convenio de Oviedo sobre
los derechos humanos y la biomedicina y la ley 14/2007, de 3 de julio, de investigacion
biomédica. Se mantendrd absoluta confidencialidad y reserva sobre cualquier dato que
pudiera conocer con ocasién de la realizacidon del trabajo, especialmente los de caracter
personal, gue no se utilizara con fin distinto al que esté determinado, ni tampoco ceder a otros

ni siquiera a efectos de conservacion.
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IHT Medical S.A. proporciona el kit “Strong Step” Multiplex Real Time PCR para la deteccion
de tres genes de SARS-Cov-2 para su uso en el estudio sin estar implicado en el andlisis de

los resultados ni en la seleccion de las muestras del estudio.

También aporta una cantidad de 1500 € al S° de Microbiologia para el desarrollo del estudio.



