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Resumen

La pandemia de la COVID-19 planteb el rapido diseno y aprobacion excepcional de
diversos métodos de diagnéstico. En la unidad de diagnéstico COVID- 19 de la
FCV-UNLP, se realizo el diagnostico molecular de la presencia de SARS-CoV-2 en
1114 hisopados de pacientes derivados por el Ministerio de Salud de la Provincia
de Buenos Aires. Las muestras de ARN fueron purificadas en cabina de seguridad
y se analizaron mediante real time RT-PCR con el kit GeneFinder™ para tres
targets virales (N, E y RdRp). De 1110 muestras con reacciéon al control interno,
458 (41,2%) fueron reactivas, 26,9% a tres targets virales, 4,2% a dos y cerca del
10% a uno (principalmente N). El porcentaje de positividad fue similar en el
tiempo, aunque la cantidad fue mayor en julio (781 muestras; 315 reactivas)
respecto a junio (333 muestras; 143 reactivas). Las muestras de Berisso, Ensenada
y La Plata presentaron un porcentaje de positividad significativamente menor al de
los demas municipios (27,6% vs. 60,7%). Las muestras de pacientes con tres o mas
signos relevantes presentaron una mayor positividad (55,6%) y menor reactividad
a un Unico target. Es necesaria la validacion interlaboratorios y la estandarizacion
de los métodos para brindar resultados confiables y reproducibles.
Palabras clave:SARS-CoV-2,GeneFinder™,genN,Argentina.
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Abstract

The COVID-19 pandemic required rapid development and approval of
diagnostic methods and kits. Nasal swab samples (n=1114) were derived to Faculty
of Veterinary Sciences- UNLP COVID-19 diagnostic unit by the Buenos Aires
Province Ministry of Health during June and July 2020, to perform molecular
diagnosis of SARS- CoV-2. Samples of RNA were purified in a type II biosafety
cabin and analyzed by real time RT-PCR with the GeneFinder™ kit, which
amplifies 3 viral target genes (N, E y RdRp). Of the 1110 samples with positive
internal control, 458 (41.2%) were positive (26.9% to all target genes, 4.2% to 2
target genes and almost 10% to one gene, mainly N). Percentage of positive samples
remained similar throughout the study period, although the sample number was
higher in July (781 samples; 315 positive) compared to June (333 samples; 143
positive). Samples from Berisso, Ensenada and La Plata had significantly lower
positive rate than those coming from other counties (27.6% versus 60.7%,
respectively). Positivity rate was higher in samples from patients with >3 clinical
signs (55.6%). It is necessary to conduct inter-laboratory validation studies and
standardization of diagnostic methods used in order to obtain reliable and
reproducible results.

Keywords: SARS-CoV-2, GeneFinder™, N gene, Argentina.
Introduccion

Los coronavirus pertenecen a la familia Coronaviridae
constituida por virus que infectan tanto a las aves como a los
mamiferos, en particular a loscamélidos, murciélagos, civetas,
ratas,ratones,perros,gatosyhumanos (Cheng et al., 2007).

En diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan, provincia de
Hubei, Republica Popular China, ingresaron en los hospitales
locales pacientes con dificultad respiratoria producto de una
neumonia atipica de origen desconocido. El 31 de diciembre,
China notifico el brote a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), y el 7 de enero de 2020 se determind que el
agente causal era un nuevo coronavirus. El 12 de enero, China
hace publica la secuencia genética del virus. La OMS anuncia
que el nombre oficial de la enfermedad es COVID-19, acronimo
de Coronavirus Disease 2019, mientras que el virus es
designado como SARS-CoV-2, debido a la enfermedad
asociada y a la homologia con el SARS-CoV y con otros
coronavirus de murciélagos (Lu et al.,2020). La denominacion
SARS responde a la sigla en inglés de Severe Acute
Respiratory Syndrome.

El 30 de enero de 2020, la OMS declar6 la epidemia como
emergencia de salud publica a nivel internacional o pande-
mia. Este virus se ha diseminado por los cinco continentes,
con muchos mas casos confirmados y muertes que otros
coronavirus con potencial pandémico como el SARS- CoV y el
Middle East Respiratory Syndrome o MERS-CoV
(https:// www.who.int/home).

Considerando el anélisis de las secuencias gendémicas y las
similitudes halladas con otros coronavirus, se ha postulado
que el SARS-CoV-2 tendria su origen en virus que poseen
a animales silvestres como hospedadores naturales y que la
transmision a los humanos pudo haberse producido previo
paso por alguna especie animal como hospedador
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intermediario, sugiriendo al mecanismo de recombinacién
como método de génesis (Cheng et al., 2007; Li et al., 2020;
Lu et al, 2020; Shi et al., 2020; Ye et al., 2020).
El virus SARS-CoV-2 se clasifica dentro del género
Betacoronavirus, posee genoma ARN de simple cadena, de
polaridad positiva y a partir del cual se traducen, al menos,
27 proteinas, incluidas 16 proteinas no estructurales y 4
proteinas estructurales, necesarias para cumplir el ciclo de
replicacion completo. Dentro de las proteinas no estructu-
rales, codificadas por el ORF1ab (Open Reading Frame 1), se
encuentran las replicasas y, en particular, la polimerasa
dependiente de ARN (RdRp). Las proteinas estructurales
incluyen las glicoproteinas de las espiculas o spike (S), las de
envoltura (E), las de membrana (M) y la nucleoproteina (N)
(Lu et al., 2020; Shi et al., 2020; Ye et al., 2020).
La pandemia de la COVID-19 ha planteado un dificil
escenario para la salud publica, por lo cual se disefiaron y
aprobaron, de modo rapido y excepcional, una gran variedad
de métodos de diagnoéstico (Shi et al., 2020). Los mas
difundidos son los de deteccion directa del genoma viral
mediante transcripcidon reversa y amplificaciéon por PCR en
tiempo real (real time RT-PCR). En efecto, se han disefado
primers y sondas para regiones identificadas como
especificas del genoma de SARS-CoV-2, siendo los
fragmentos del ARN codificante para ORF1ab, N, S, E y RdRp
los mas utilizados como targets (Corman et al., 2020; Shi et
al., 2020). No existe un consenso general sobre cual es la
muestra mas adecuada para estos estudios; sin embargo, la
mayoria de los paises han adoptado el hisopado nasofaringeo
para el monitoreo en pacientes ambulatorios (Shi et al,
2020; Watson et al., 2020). Los métodos utilizados deben
permitir la diferenciacion de los otros coronavirus de
circulaci6on fre-cuente en humanos como hospedadores
naturales, llamados HKU1, NL63, 229E y OC43, los cuales
son causales de enfermedades respiratorias leves (Ye et al.,
2020).

Luego de la declaraciéon del Aislamiento Social Preventivo y
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 convoco
a la UNLP a colaborar con el diagnostico molecu-lar de
SARS-CoV-2, a través de laboratorios de las Faculta-des de
Ciencias Exactas, Ciencias Médicas y Ciencias Veterinarias y
se suscribi6 un convenio de cooperaciéon especifico
(CONVE-2020-06345305-GDEBA-MSALGP).

La Facultad de Ciencias Veterinarias acordd con los
representantes del Ministerio de Salud de la Provincia de
Buenos Aires la recepcion y procesamiento de muestras
provenientes principalmente del monitoreo llevado adelante
en barrios populares y areas definidas, como parte del
Dispositivo Estratégico de Testeo para Coronavirus en
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Territorio de Argentina (DETeCTAr; https://www.argentina.
gob.ar/coronavirus/detectar). En el mes de mayo se confor-
mo la Unidad de diagnostico de COVID-19, que funciona
en las instalaciones de la Catedra de Tecnologia y Sanidad
delos Alimentos.

Este estudio corresponde al analisis de resultados del
diagnostico molecular de la presencia de SARS-CoV-2 en
muestras de pacientes derivadas por el Ministerio de Salud
de la Provincia de Buenos Aires a la unidad de diagnoéstico
COVID-19 de la FCV-UNLP, durante junio y julio de 2020

Materiales y métodos

El laboratorio fue acondicionado segiin las normas de
bioseguridad requeridas para llevar a cabo el diagnostico de
SARS-CoV-2. Se realizaron modificaciones edilicias y de
espacios de circulacién para la recepciébn de muestras.
Asimismo, se llevaron a cabo capacitaciones y se establecieron
protocolos de circulaciéon e ingreso al laboratorio, limpieza y
desinfeccion, uso de elementos de proteccion personal
(EPP), ingreso de muestras, toma de muestras, extraccion de
ARN y amplificacion mediante real time RT-PCR. Se procedio6
a la validacion (Empresa Validaciones Absolutas) de la cabina
de seguridad de tipo II (Sabella, Argentina) y se adquirio el
programa LabWin (Biodata) para la gestion técnica y
administrativa integral de datos.

Para el desarrollo de las tareas se conformaron 3 subgrupos de
trabajo con dias definidos (1-lunes y miércoles, 2- martes y
jueves y 3- viernes) cada uno de los cuales cuenta con personas
dedicadas a tareas especificas (1-recepcién de muestras y
asistencia general, 2- extraccion de ARN en cabina, 3- real
time RT-PCR y pre-informes y 4-informe final al Sistema
Integrado de Informacién Sanitario Argentino-SISA).

Se recibieron muestras de personas residentes en alguno de
los 18 municipios que componen la Regién Sanitaria XI. La
misma esta ubicada al noreste de la provincia de Buenos Aires
(https://www.gba.gob.ar/salud/provincia/regiones_sanitarias.
Las muestras de hisopados nasofaringeos fueron recolectadas
por personal sanitario, colocadas en tubos con 2 ml de solucion
fisiologica, dentro de bolsas herméticas y enviadas al
laboratorio en un recipiente contenedor (triple envase), donde
fueron recibidas junto con las fichas epidemiologicas
correspondientes confeccionadas por el personal actuante en
losmuestreos.

Los datos de las fichas epidemiologicas de cada muestra fueron
cargados en el programa LabWin (http://www.biodatasa.
com.ar/) y las muestras fueron procesadas con el ntimero
correlativo asignado por el programa. Se registré el dato de
procedencia (municipios) y los datos clinicos consignados, a
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los efectos de correlacionarlos con los resultados de los
estudios moleculares.

Sobre la base de la definicion y criterios de “caso
sospechoso”, durante los meses de junio y julio, y
considerando la presencia de fiebre, tos, odinofagia,
disnea, disgeusia y anosmia como sintomas relevantes
(https://www.argentina.gob.ar/salud/coronavirus-COVID-19/
definicion-de-caso), se establecieron tres categorias de
pacientes:

-Asintomaticos: sin informacion clinica, con solo un signo
relevante o con otros sintomas; -Oligosintoméaticos: con un
signo relevante y contacto estrecho con casos confirmados o
comorbilidades, o con dos signos relevantes; -Sintomaticos:
con tres 0 mas signos relevantes.

Por otro lado, y como medida de control del personal
abocado al diagnostico, a cada integrante del laboratorio se le
realizo un hisopado nasofaringeo con una frecuencia
mensual. Las muestras de ARN obtenidas de cada uno
fueron procesadas mediante real time RT-PCR, formando un
poolpor cada subgrupo de trabajo.

Entre el 1 de junio y el 28 de julio del 2020 se recibieron
1141 muestras. Algunas muestras remitidas fueron rechazadas
por no cumplir con las condiciones de bioseguridad necesa-
rias (envases invertidos, de forma horizontal o con cierre
deficiente), solicitAndose, en esos casos, la repeticion de los
hisopadosy el correcto envio del triple envase.

La extraccion de ARN se llevd a cabo en una cabina de
seguridad tipo II (Sabella, Argentina), a partir de 200 ul de
cada muestra y utilizando el Virus DNA/RNA Extraction Kit
II, de acuerdo con las instrucciones del fabricante, con un
volumen final de elucibn de 50 pl (Geneaid Biotech,
Taiwan). En cada rutina de extraccion se incorporo6 un control
de proceso o control de extraccion, en el que se utilizo agua
ultrapura o soluciéon tamponada de fosfatos estéril en lugar de
la muestra problema. La deteccion de ARN viral se llevo
adelante inmediatamente después de la extraccion, median-
te real time RT-PCR con el COVID-19 Plus RealAmp Kit,
siguiendo las instrucciones del fabricante (GeneFinder™,
OSANG Healthcare, Corea del Sur). El kit provee la mezcla de
reaccion (conteniendo todos los reactivos para la trans-
cripcion reversa y la amplificacidon), la mezcla de primers y
sondas, y los controles positivo y negativo. Brevemente, la
reaccion en multiplex se lleva adelante en un volumen final
de 20 pl y permite la amplificacién y deteccion de tres
fragmentos génicos o targets virales (gen RdRp = sonda con
FAM; gen E = sonda con Texas Red; gen N = sonda con JOE)
y un control interno (sonda con Cys). La reaccion y lectura
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en cuatro canales se llevaron adelante utilizando el equipo
MIC Cycler de 48 microtubos especificos de 0,1 ml y su
respectivo software de analisis (Bio Molecular Systems,
Australia). Cada rutina de real time RT-PCR se llevo
adelante con los controles positivo y negativo provistos por
el kit y el control de extraccion (que debe reaccionar de modo
equivalente a un NTC: no template control). Las muestras de
ARN remanentes fueron conservadas en microtubos de 1,50 2
mla-70°C.

La interpretacion de resultados se realizo sobre la base de las
indicaciones del fabricante, analisis propios de muestras
controles y recomendaciones de otros laboratorios que
utilizaron el GeneFinder™ en nuestro pais, como el Instituto
de Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y Sida
(INBIRS), UBA-CONICET (http://www.inbirs.org.ar/
novedad, datos sinpublicar).

El material de descarte, los EPP utilizados por el personal
actuanteenla cabinadeseguridad durantelaextraccionde ARN
y los tubos con hisopos ya analizados, fueron colocados en
bolsas termoestables, autoclavados y luego eliminados en
bolsasycajasderesiduos patogénicos.

Todos los resultados fueron registrados en el SISA
(Sistema Integrado de informacion Sanitaria Argentino,
https://sisa.msal.gov.ar/sisa/) dentro de las 24 horas de
recibidaslas muestras.

El anélisis de las diferencias entre proporciones de
muestras reactivas a la real time RT-PCR en el tiempo,
entre municipios de origen de las muestras y entre las
categorias segun la ficha clinica- epidemiologica, se realizo
mediante chi-cuadrado para proporciones, usando el sitio
Working in Epidemiology (http://www.winepi.net). En
todas las comparaciones se fijo un nivel de confianza del 95%
paravalores dep > 0,05.

Resultados

De las 1110 muestras con reaccion en el control interno
(CD), 458 (41,26%) evidenciaron reaccién a alguno de los
marcadores virales. En la figura 1 se muestra la distribuciéon
porcentual de muestras segin resultados en la real time RT-
PCR. Como resultado de deficiencias en el cierre y
acondicionamiento de los envases durante la inspecciéon
inicial en cabina de seguridad, se rechazaron 27 muestras
ingresadas al LabWin y se solicit6 un nuevo hisopado. Del total
de 1114 muestras procesadas, 13 (1,17%) presentaron fallas en
la amplificacion del CI. Al repetir la extraccion de ARN y la
real time RT-PCR, nueve muestras presentaron resultados de
amplificacion del CI, mientras que cuatro repitieron la falla, por
lo que seindico realizar un nuevo hisopado.

La distribucion de resultados de la real time RT-PCR en base a
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los tres targets virales y CI de todas las muestras se muestran
enlafigurai.

@ Noreactivas | @ N-E-R @ NE = NR @ N @R

® SinCl

Figura 1. Distribucién de resultados de real time RT-PCR basados en los targets del kit
GeneFinder™ en 1114 muestras. Las leyendas enmarcadas y los sectores del grafico
desplazados del centro representan las muestras reactivas a 1, 2 o los 3 diferentes targets
virales (N, Ey R= RdRp). Sin CI= sin reaccién en el control interno (2 veces).

m Muestras recibidas = Muestras reactivas

8

g

g

g

Cantidad de muestras (n)
8

g

1ra junio 2da junio 1rajulio
Quincena

2da julio

Figura 2. Distribucién de muestras recibidas y de muestras reactivas en la real time RT-
PCR por quincena. Letras diferentes indican diferencias significativas en la proporcién de
muestras reactivas. Nota: la primera quincena de junio se trabajo en dias alternos, con un
ingreso significativamente menor de muestras. Las otras 3 quincenas corresponden a

recepciony procesamiento diariodelunesaviernes.
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Figura 3. Distribucién diaria de muestras recibidas y de muestras reactivas en la real time RT-
PCR. Se evidencia la tendencia en ascenso de la cantidad de muestras. Las muestras reactivas
mantienen la misma tendencia en relacién con la cantidad de muestras procesadas, aunque el
porcentaje de positividad diario fue muy dispar.

En la figura 2 se observa la distribucion de muestras
recibidas y de muestras reactivas en la real time RT-PCR, por
quincena. La proporcion de muestras reactivas no vario
significativamente al comparar los resultados mensuales. Sin
embargo, la cantidad de muestras recibidas y de muestras
reactivas fue de mas del doble en julio (781 muestras; 315
reactivas) con relacion a junio (333 muestras; 143 reactivas).

En la figura 3 se observa el detalle diario de muestras
procesadas y la cantidad de muestras reactivas en la real time
RT-PCR.

En la figura 4 se observan la distribucion de muestras
recibidas y de muestras reactivas a la real time RT-PCR, por
municipio de origen.

Se observaron diferencias significativas en la proporcion de
muestras reactivas entrevarios delos municipios conméasde 20
muestras (Figura4), conrangosentre 55,8% (Presidente Peron)
y 81,7% (Berazategui) para los de proporciones mas altas y de
20,7% (Berisso) a 46% (Almirante Brown) para los de
proporcionesmasbajas.
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Figura 4. Distribucion de muestras recibidas y de muestras reactivas en la real time RT-PCR
por municipio remitente. Letras diferentes indican diferencias significativas en la proporcion
de muestras reactivas por municipio. Nota: Los municipios con menos de 20 muestras fueron
excluidos dela comparacion estadistica (Hurlingham y San Miguel con 19 cada uno, Pilar con
9, Moreno con 6 y Chascomiis con 1).

Alrededor del 60% de las muestras (n= 672) se recolectaron en
Berisso, Ensenada y La Plata, las cuales presentaron un
porcentaje de positividad significativamente menor en
comparacién con el resto de las muestras de los demas
municipios (27,6% versus 60,7%, respectivamente).

Sobre la base del anélisis de las planillas epidemiolbgicas,
se distribuyeron los pacientes en tres categorias:
asintomaticos (n=182), oligosintomaticos (n=671) y sinto-
maticos (n=257), con diferencias significativas en las
proporciones de reactividad (Tabla 1). En particular, los
sintomaticos evidenciaron los mayores niveles de reactividad
y los menores niveles de reactividad solo al gen N (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de muestras recibidas, muestras reactivas y reactivas solo al gen N en relacion
con las categorias clinico-epidemiolégicas de los pacientes.

Categoria Muestras recibidas Muestras reactivas (%) Reactivas solo N (%)
Asintomaiticos 182 39214~ 19 (10.4) &
Oligosintomiticos 671 276 (41,1) B 80 (119~
Sintomaticos 257 143 (35.6) € 14(55)8

Total 1110 458 (41.2) 113 (10.2)

Mas del 80% (147/182) de las muestras identificadas
como de pacientes “asintomaticos” provinieron de los
municipios de Ensenada (n=98), Berisso (n=32) y La Plata
(n=17). Sin considerar las muestras de los casos
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“asintomaticos”, las proporciones de muestras reactivas
fueron de 25,7%, 23,1% y 40,8% para Ensenada, Berisso y
La Plata, respectivamente. Las muestras procesadas en pool
de cada grupo de integrantes del laboratorio resultaron no
reactivas.

Discusion y conclusiones

Un trabajo de revision publicado en 2007 alert6: “La
presencia de un gran reservorio de virus similares al
SARS-CoV en murciélagos, junto con la cultura de comer
mamiferos exoticos en el sur de China, es una bomba de
tiempo. La posibilidad de reemergencia del SARS u otros
nuevos virus a partir de animales o laboratorios hacen
que la necesidad de estar preparados no debe ser
ignorada” (Cheng et al., 2007). Hoy nos encontramos ante
la anunciada emergencia de una variante viral denominada
SARS-CoV-2, con altisima transmisibilidad y con letalidad
promedio (fallecidos sobre casos confirmados) entre 4 y 7%.
Al 30 de julio del 2020 se reportaron mas de 17 millones de
casos y cerca de 670.000 muertes y mas de la mitad de estos
eventos ocurrieron en las Américas (https://www.who.int/eme
rgencies/diseases/novel-coronavirus-2019). Los niveles de
infectividad y la cantidad de casos fatales superan largamente
la de otros coronavirus relacionados, como el SARS-CoV en
2002-2003 y el MERS-CoV en 2012. Sobre la base de la
amplia cantidad de informacién generada y compartida
oportunamente y de la informacion previa sobre otros
coronavirus con potencial pandémico, fue posible disenar
rapidamente métodos moleculares para el diagnoéstico y
monitoreo de la infeccion causada por este nuevo
coronavirus (Corman et al., 2020; Lu et al., 2020). Teniendo
en cuenta que el desarrollo de las técnicas de diagndstico
fue basado en informacién previa especialmente sobre SARS-
CoV, y en las pruebas de especificidad realizadas con otros
coronavirus y demdas virus y agentes respiratorios, es
posible asumir una elevada especificidad analitica de la
mayoria de los métodos de real time RT-PCR disponibles
(Corman et al., 2020; Shi et al., 2020). Todos los métodos
presentan una sensibilidad teoérica, segin determinadas
condiciones de manejo y equipamiento. Sin embargo, es
necesario realizar pruebas de sensibilidad y eficiencia en
cada laboratorio, pudiendo ser muy variables entre
laboratorios que utilizan distintos kits de extraccion de ARN,
equipo y software (Shi et al.,, 2020). Nuestros resultados
fueron obtenidos mediante el uso del kit GeneAid para la
extraccion del ARN y del kit GeneFinder™ RealAmp SARS-
CoV-2, con el uso del equipo y software MIC qCycler para el
analisis. Losmismosson solo parcialmente comparablesconlos
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deotroslaboratorios, dadalafalta de estandarizacién completa
ante la emergencia. En Argentina, el INBIRS
(http://www.inbirs.org.ar/novedades.html) ha utilizado y
emitido informes sobre el uso del GeneFinder™, aunque
empleando otros kits de extraccion y equipos para lectura y
analisis deresultados.

En nuestro pais, el porcentaje de positividad en los
testeos ha ido aumentando desde mayo, junto con un
aumento sostenido de casos sospechosos y confirmados. A
principios de junio, el porcentaje de positividad en el orden
nacional era de 18,6% con un aumento constante hasta
fines de julio, cuando se informaron valores de 43,3%
(https://ourworldindata.org/grapher/positive-rate-daily-
smoothed?tab=chart&country=~ARG). Nuestros resultados
(queforman parte de los informes regionales, provinciales y
nacionales) presentan una proporcion de muestras
reactivas levemente superior a la nacional, aunque se
asemejaalasdelaprovincia de Buenos Aires y delos municipios
remitentes  (https://qlik3.ms.gba.gov.ar/sense/app/0a29a121-
edef-4cd9-9ffd-fb5e298bsafd/sheet/c812ce2b-do71-4e1c-a7a2-
3a63cf710b68/state /analysis). La mayor positividad observada
desde la segunda quincena de junio podria relacionarse con
el tipo de muestra recibida, como parte de la vigilancia
activa del DETeCTAr, que realiza una deteccién tempranay
en casos oligosintomaticos. Si bien nuestros datos no arrojan
diferencias significativas en la proporcion de muestras
reactivas en junio y julio, la cantidad de muestras y de casos
confirmados en julio fue méas del doble. Esto se correlaciona
con un incremento de los niveles de transmisién comunitaria
con crecimiento sostenido de la cantidad de casossospechosos
ydereactivosreportados(Rearte et al.,2020).Lamenor tasa de
positividad en Berisso, Ensenada y La Plata, en relacién con
los otros municipios, se asocia a los distintos niveles
identificados para los “anillos” del AMBA (Area Metropolitana
de Buenos Aires), con mayores niveles en los sectores con una
mayor densidad poblacional y mas cercanos a CABA (Ciudad
Autonoma de Buenos Aires).

Por otra parte, la mayoria de las muestras identificadas como
reactivas evidenciaron reaccion a 2 o 3 targets virales (31%
del total procesado) y alrededor del 10% fueron reactivas a
solo un fragmento génico, principalmente el N. Estos
resultados coinciden con lo observado en otros laboratorios,
quienes a su vezlos compararon con otros métodosy realizaron
secuenciaciones, clasificando esas muestras como “verdaderos
positivos” (INBIRS datos sin publicar; Shi et al.,, 2020;
Woloshin et al., 2020).

A pesar de la relativamente alta tasa de positividad, es
posible que algunas muestras representen “falsos negativos”.
La falta de uniformidad en las muestras y el manejo y
transporte deficiente, sumados a la falta de validacién
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completa (analitica y clinica) de la mayoria de los Kits,
podrian producir resultados falsos negativos en proporciones
preocupantes (Woloshin et al.,, 2020). Los kits que
combinan targets, como el que utilizamos, presentarian una
menor sensibilidad analitica con respecto a kits de target Gnico
o doble. Sin embargo, dada la elevada tasa de mutacién de los
coronavirus, es conveniente el uso de multiples targets o, en su
defecto, regiones con evidencia de baja tasa de mutacion (Shi et
al., 2020). El analisis de secuencias disponibles de SARS-Cov-
2 de América del Sur evidencié una elevada tasa de mutacion en
los genes de N y RdRp, lo que podria afectar la uniéon de
primers y sondas en estos genes, con la eventual obtencion de
“falsos negativos” (Ramirez et al., 2020). En un trabajo de
revision sobre el diagnostico molecular en diversos paises, se
sugierequehastael 29% delosresultadosnegativos condiversos
métodos de real time RT-PCR, podrian ser falsos negativos
(Arevalo-Rodriguez et al., 2020). Mas aun, un estudio que
analizo la eficiencia diagndstica basada en la probabilidad pre-
test, la sensibilidad y la especificidad de la mayoria de los
métodos disponibles, indicoé que la probabilidad de infeccion
con SARS-CoV-2 aun con resultados negativos llegaria al
56% (Watson et al., 2020). En la situacidén actual, es
necesario mejorar e implementar mecanismos de obtencion,
acondicionamiento y transporte adecuado de las muestras,
como asi también contar con pruebas diagnosticas con
sensibilidad elevada y correctamente evaluada, aun a riesgo
de detectar algunos “falsos positivos” (Watson et al.,2020). En
los casos que persista la sospecha clinica con resultados
negativos iniciales de real time RT-PCR, se recomienda repetir
los muestreos y/o combinar métodos diagnosticos (Arevalo-
Rodriguez et al., 2020; Shi et al.,, 2020; Watson et al.,
2020; Woloshin et al., 2020). Asimismo, cuando el resultado
es “inconcluso” o “dudoso”, es conveniente considerarlo
como positivo y no como negativo, debido a que, si se
tratase de un “falso negativo”, la persona no mantendria el
aislamiento, lo que implicaria un potencial riesgo de
transmitir la infeccibn (Woloshin et al., 2020). Ademas,
existen reportes con discrepancias en los resultados entre
diferentes métodos utilizados y que fueron considerados
verdaderos positivos sobre la base de la revision de los
registros médicos (Moore et al., 2020). Del mismo modo,
un resultado negativo en la real-time RT-PCR en un anico
hisopado, sin otras consideraciones clinicas, no deberia
considerarse como suficiente para decidir el alta médica de
pacientes internados (https://www.argentina.gob.ar/salud/
coronavirus-COVID-19/alta; Shiet al., 2020; Woloshin et al.,
2020).

Enrelacion con el cuadro clinico de los pacientes, notamos una
significativa mayor tasa de positividad en aquellos con mas de
tres sintomas relevantes, en conjunto con una menor
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reactividad a un anico fragmento génico en este grupo. Lo
antes expuesto tendria una relaciéon directa con una mayor
cantidad de particulas virales en las muestras de dichos
pacientes. Como contrapartida, recibimos 182 muestras de
casos que denominamos “asintomaticos”, que no estarian
incluidos en los criterios vigentes durante los muestreos para
“casos sospechosos”, y muchos de ellos de los municipios de
Berisso, Ensenaday La Plata. En estas muestras se observé un
21,4% de positividad, con una proporcion similar a los
oligosintomaticos en cuanto a la reactividad a un tnico gen
viral. Por otra parte, el relevamiento epidemiolégico de los
casos confirmados en Argentina hasta mediados de julio
evidenciéo que en el 67% se registraron signos o sintomas
(Rearte et al., 2020). Todos estos datos generan algunas
preguntas y posibles explicaciones: ¢las fichas epidemio-
légicas podrian estar incompletas, omitiendo consignar
signos relevantes?, élos casos con menor signologia o
asintomaticos podrian ser portadores de bajas cargas
virales?, élos casos con mas de tres signos relevantes (mas
del 55% de positividad) podrian informarse como positivos
considerando solamente el cuadro clinico?, <(diferentes
variantes virales podrian causar diferentes cuadros clinicos?
Muchos de estos interrogantes subsisten en todo el mundo y la
valoracion y definicion de “sospecha” y frecuencia de
diagnosticos ha sido muy dinamica (Wolfel et al., 2020).
Mas aun, a partir del 1 de agosto el criterio de caso
sospechoso en Argentina incluyo la cefalea y la diarrea como
signos relevantes, lo que refleja lo dindmico de estas
definiciones (https://www.argentina. gob.ar/salud/coronavirus-
COVID-19/definicion-de-caso). Si bien la situaciéon de
emergencia sanitaria obligd a dar respuestas inmediatas con
poca contrastacion de resultados entre laboratorios, la
capacidad diagnostica del pais se increment6 y se generaron
resultados necesarios para la vigilancia y el manejo de la
transmision. Hasta el momento, los diagnosticos efectuados,
sumados a las distintas fases del ASPO, determinaron un
crecimiento gradual de los casos, que se mantuvo y mantiene
en el tiempo, con dependencia casi absoluta de la
responsabilidad individual en la adopcién de las medidas de
distanciamiento y otras propuestas por parte del Gobierno
Nacional. La letalidad de la COVID-19 en Argentina es del
orden del 2%, mucho menor a la reportada a nivel mundial y
en paises europeos, EE. UU. y Brasil (https://www.who.int/
emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019). El correcto
diagnostico, el uso de medidas de proteccidon personal y el
aislamiento o distanciamiento social, son las tnicas medidas
paliativas para reducir la cantidad de casos y para brindar
una atencidon adecuada y eficaz a las personas severamente
afectadas por la enfermedad. En este contexto, es de particular
interés contemplar las dimensiones psicofisicas de la
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poblacion, para mantener los mejores estandares de salud
posibles (Johnson et al., 2020). Es necesaria la validacién
interlaboratorios y la consiguiente estandarizacion de los
métodos para brindar resultados confiables y reproducibles,
siempre tendientes a minimizar la proporcién de falsos
negativos.
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