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Resumen:

Introduccion: La pandemia de COVID-19 ha llevado a una necesidad sin precedentes de diagnostico
mediante la prueba de RT-PCR; el transporte efectivo de muestras para entidades virales es vital para un
diagnéstico certero. La demanda creciente de medios de transporte de muestras clinicas condujo a la
necesidad de desarrollar medios de transporte para el diagnostico del SARS-CoV-2: Medio de Trans-
porte Esencial (BTE) y Medio de Transporte Universal (BTU) realizados por el Centro Nacional de
Biopreparados (BIOCEN). Por tal motivo se evalu6 la estabilidad del SARS-CoV-2 en los medios de
transporte BTE y BTU y se compar6 con el Medio de Transporte Viral en uso (BTV).

Materiales y métodos: Se afiadieron 200uL de las diluciones virales 1: 100 y 1:1000 a los medios de
transporte por triplicado. Se incubaron a 4 °C o a temperatura ambiente durante 96 horas. Bajo las mis-
mas condiciones también se incubaron muestras de cada medio sin inocular como controles negativos.
Después de la incubacion (0, 24, 48, 72 y 96h) se tomaron alicuotas de cada muestra y de los controles
negativos para la deteccion cualitativa directa del ARN de SARS-CoV-2 (RIDA®GENE SARS-CoV-
2).

Resultados: Se demostré que los medios BTE y BTU almacenados a 4°C, permiten preservar el ARN
de SARS CoV-2 durante las 96 horas, al igual que el BTV. El medio TAN permite la inactivacion del
virus y conservacion del material genético almacenado a temperatura ambiente.

Conclusiones: Se demostrd que los medios BTE y BTU almacenados a 4°C, permiten preservar el ARN
de SARS CoV-2 durante las 96 horas, al igual que el BTV. A temperatura ambiente la estabilidad del
material genético de SARS-CoV-2 fue inferior. Estos resultados sustentaron el registro de los medios de
transporte por el Centro Estatal de Control de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médico
(CECMED) y su introduccion en el algoritmo de diagnostico de la COVID-19.
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I.INTRODUCCION

Para el diagndstico de enfermedades virales, se recolectan de forma rutinaria muestras como tejido,
aspirados, liquidos, lavados e hisopados para el diagndstico del agente causal. El transporte cuidadoso
de las muestras desde el sitio de muestreo hasta el laboratorio de analisis dentro de un plazo adecuado
es vital para un diagndstico certero. Es posible que no se reconozca la necesidad de un medio de trans-
porte eficaz cuando el tiempo de transporte entre la toma de la muestra y el ensayo es corto (menos de
dos horas). La importancia del medio de transporte surge cuando el tiempo entre la recoleccion de la
muestra y las pruebas de laboratorio es mayor de dos horas y es necesario mantener la viabilidad del
agente infeccioso (para cultivo), o existe una necesidad reconocida de mantener la integridad de los an-
tigenos virales y los acidos nucleicos (1-6).

La pandemia de COVID-19 ha elevado la necesidad de su diagnostico mediante la prueba de Reverso
transcripcion- Reaccidn en cadena de la polimerasa (RT-PCR), para la cual la muestra ideal es el hiso-
pado nasofaringeo que debe ser transportado al laboratorio de biologia molecular en el medio de trans-
porte para virus. A partir de marzo de 2020, la demanda creciente para las pruebas condujo a una esca-
sez nacional de este medio y se cred una significativa carencia en los esfuerzos por realizar la prueba a
gran escala (7-12).

El Centro Nacional de Biopreparados (BioCen) desarrollé un medio para el transporte de agentes vi-
rales, Medio de transporte de virus (BTV), y desde entonces ha cubierto la demanda nacional de este
producto. Se desarrolla en la actualidad una segunda version del medio de transporte convencional, Me-
dio de Transporte Esencial (BTE) y Medio de Transporte Universal (BTU), sustituyendo ingredientes
debido a las limitaciones con el suministro de materia prima que pone en riesgo la produccion.

La introduccion de estos medios de transporte debe demostrar su capacidad de mantener estable y ba-
jo diferentes condiciones de almacenamiento la integridad de los antigenos virales y los &cidos nuclei-
cos, como requisito indispensable para su aprobacién de uso por el Centro Estatal para el Control de los
Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED). Por tal motivo nos propusimos evaluar la
estabilidad del SARS-CoV-2 en los medios de transporte de agentes virales producidos por el BioCen.

Il. METODO

A. Condiciones experimentales

Cepa viral: La cepa de SARS-CoV-2 empleada en el estudio fue la CU2010-2025 (SARS-CoV-2),
aislada de un paciente asintomatico con COVID-19 en el Centro de Investigaciones Cientificas de la
Defensa Civil (CICDC). La dosis infecciosa media en cultivo de células (DICC50/mL) se determind por
el método de microtitulacion en células Vero E6. El banco de cultivo de trabajo (BCT) empleado tiene
un titulo de 10 524 DICC®/mL (log del titulo).

Medios de transporte a evaluar: Medio de transporte esencial (BTE) y Medio de transporte Univer-
sal (BTU). Se empleo para el control del estudio el Medio de transporte para virus (BTV) certificado
por el CECMED para el transporte de muestras clinicas orofaringeas y nasofaringeas para el diagnéstico
de virus por técnicas de PCR.

Inoculacion de los medios de transporte: Se realiz6 un estudio previo con el empleo del medio
BTV para evaluar la concentracion de virus. Se prepararon 6 diluciones del virus 1:50, 1:100, 1:500,



1:1000, 1:3000 y 1:5000 en medio de cultivo MEM suplementado con 2 % de suero fetal bovino (SFB),
2 mM de L-glutamina al 1% y 1% bicarbonato de sodio al 7,5%.

Se inocularon 200pL de cada una de las diluciones en 6 mL de medio BTV de forma individual y se
incubaron a 4°C y a temperatura ambiente (TA) durante cuatro dias, con monitoreo cada 24 horas (0,
24,48, 72 y 96 horas).

Todo el trabajo con SARS-CoV-2 viable se realizd en las instalaciones de nivel de bioseguridad 3
(BSL-3) del CICDC.

B. Deteccion de SARS-CoV-2 en los medios BTEy BTU

A 6mL de los medios a evaluar y el medio empleado como control, se adicionaron 200 pL de las di-
luciones 1:100 y 1:1000 del virus, considerando los resultados del reto del BTV. Se almacenaron a 4 °C
y temperatura ambiente (25 + 2°C). De cada medio de transporte se tomaron muestras a razén de 500
uL previamente homogenizadas con vortex, para el ensayo de PCR a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Como
control negativo del ensayo se emplearon muestras de cada medio sin inocular tratadas bajo las mismas
condiciones de almacenamiento.

La extraccion del ARN viral se realiz6 a partir de 140uL de muestra de acuerdo a las instrucciones
para el uso del estuche Ql1Aamp Viral RNA MiniKit kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) y la plataforma
de extraccion QIACube (QIAGEN). Previo a la extraccion, se adiciond a cada muestra 10 puL del con-
trol de extraccion de ARN presente en el estuche RIDA®GENE SARS-CoV-2 (R-Biopharm, Alema-
nia). Los ARNs extraidos fueron empleados inmediatamente como moldes en la Reverso transcripcion-
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (tRT-PCR)

Para la rtRT-PCR se empleé el ensayo RIDA®GENE SARS-CoV-2 (R-Biopharm, Alemania), que
detecta el gen E del SARS-CoV-2 y la plataforma Rotor Gene Q (QIAGEN). Las condiciones de ampli-
ficacion fueron: 58°C-10 min, 95°C-1 min, 45 ciclos: 95°C -15 seg 60°C -30 seg (adquisicion en 530
nm para el gen E y 660 nm para el Control Interno). Se consideraron positivas todas las muestras con
curvas tipicas (curva sigmoidal) de PCR y valores umbrales (Ct, siglas del inglés Cycle threshold) me-
nores o igual a 36 ciclos para el gen E, independientemente del valor de Ct del control interno. El con-
trol de calidad de cada corrida incluy6 el anélisis y aceptacion de los controles negativos (sin sefial de
amplificacion) y positivos (positivos con valores de Ct y curvas tipicas de PCR, asi como los controles
internos para la aceptacion de los resultados).

C. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos en el estudio se realizé un andlisis de varianza uni-
direccional (ANOVA) y el ensayo de comparacion multiple de Tukey con el empleo del GraphPad-
Prism, version 5.01.

I1.RESULTADOS

Se detecto SARS-CoV-2 en todas las replicas del medio BTV (almacenadas a 4 °C y a TA) retadas
con diferentes diluciones del virus.; en las contaminadas con diluciones superiores a 1:1000 no se detec-
taron valores de Ct por debajo de 36; que corresponde al valor de corte del sistema de rtRT-PCR em-
pleado. La figura 1 muestra que la media de los valores de Ct de las muestras inoculadas con las dos
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diluciones (1:100 y 1:1000) de la cepa de SARS-CoV-2 incubadas a 4°C y a TA durante los cuatro dias,
se mantuvo por debajo de 36. Las diluciones 1:100 y 1:1000 contenia en 200uL, volumen que se inocu-
16 en 6mL del medio de transportes, 390 y 39 particulas virales infecciosas, respectivamente.
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Figura 1. Comportamiento del valor de Ct del medio BTV retado con las diluciones 1:100 y 1:1000 de SARS-CoV-2
en diferentes condiciones de incubacidn. A- incubado a 4°C; B- incubado a TA.

La figura 2 muestra los resultados de la evaluacion de los medios de transportes BTE y BTU, inocu-
lados con la dilucion 1:100 de SARS-CoV-2 en comparacion con el medio BTV empleado actualmente
en Cuba para el transporte y conservacion de muestras clinicas para el diagnostico por rtRT-PCR. La



capacidad de deteccion del virus no mostré diferencias significativas entre los tres tipos de medios de
transporte; ni entre las diferentes condiciones de almacenamiento.

No se detectd ARN viral en las muestras correspondientes al medio BTE almacenadas a temperatura
ambiente a las 96 horas. Lo cual puede estar dado por las diferencias en cuanto a los componentes que
conforman la formulacion de cada medio de trasporte.

El medio BTU fue capaz de conservar todas las muestras, al igual que el medio BTV empleado como
control, tanto las almacenadas a 4°C como a temperatura ambiente, durante el periodo evaluado. Por lo
tanto, el medio de transporte universal es estable y capaz de detectar ARN viral en la dilucion de 1:100.

A
Dilucién 1:100

501 ns ns ns ns ns

30-T_1|'_ -I—__f.]_-_]:_.}

20+

l.

104

Ot T T T T T T T T T T T T T T

W E U, W E U,V E U,V E U,V E U,
Y Ll |l Ll Y

Oh 24h 48h 72h 96h

Condiciones de incubacién (4°C)

B
Diluciéon 1:100

50- ns ns ns ns ns

L L
r VT VT . \———

404

- T
iz, L TLEIELT

Ct

104

1§ T )
Oh 24h 4sh 72h 96h

Condiciones de incubacion (TA)

Figura 2. Diagrama de caja del valor de Ct de los medios de transporte retados con la dilucion 1:100 de la cepa de SARS-
CoV-2. Para cada conjunto de datos (3 puntos de datos), los valores minimos y maximos son representados por bigotes deba-
jo y encima de las barras agrupadas, respectivamente. La mediana en cada grupo de datos es indicada como una linea hori-
zontal. Las lineas superiores, media e inferior de la caja indican percentil 75, mediana y percentil 25 dentro de cada grupo de
datos, respectivamente. Comparacion entre el Ct de cada medio de transporte y las condiciones de incubacién usando
ANOVA unidireccional. V (BTV), E (BTE), U (BTU), ns- no hay diferencia significativa (p>0,05)
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En la figura 3 se representa la capacidad de detectar el SARS-CoV-2 cuando los medios de transporte
se retaron con una baja carga viral (dilucién 1:1000).

Se observo diferencias significativas (p < 0,05) en la Ct de los medios de transporte retados con la di-
lucidn 1:1000 almacenados a 4 °C a las 24 y 72 horas. En estos casos los valores de Ct para las muestras
del medio BTE fueron mayores; pero siempre por debajo del valor de corte del sistema (Ct < 36). Por lo
que todas las réplicas resultaron positivas.

Para los dos medios de transporte se logré detectar el ARN del virus durante todo el periodo evaluado
almacenado a 4 °C, como muestra la figura 3. Esto demuestra que tanto el medio BTE como el medio
BTU son estables hasta 96 horas y permiten la deteccion del material genético del virus cuando se man-
tiene a 4°C.

Los medios de transporte almacenados a temperatura ambiente tuvieron diferente capacidad para la
deteccion del material genético del SARS-CoV-2 en las condiciones de baja carga viral (dilucion
1:1000), el cual se detect6 en el medio BTV; mientras que en el medio BTU no se detectd6 ARN viral a
partir de las 72 horas. En el medio BTE, a partir de las 48 horas, los valores de Ct fueron superiores al
valor de corte y no se pudo detectar el ARN viral.

En el estudio se demostrd la estabilidad de las muestras con baja carga viral de SARS-CoV-2 corres-
pondientes a los medios BTE y BTU almacenadas a 4 °C, mientras que a temperatura ambiente se ve
afectada la capacidad de detectar bajas cargas de material genético a partir de las 48 horas.
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Figura 3. Diagrama de caja del valor de Ct de los medios de transporte retados con la dilucion 1:1000 de la cepa de
SARS-CoV-2. Para cada conjunto de datos (3 puntos de datos), los valores minimos y maximos son representados por bigo-
tes debajo y encima de las barras agrupadas, respectivamente. La mediana en cada grupo de datos es indicada como una linea
horizontal. Las lineas superiores, media e inferior de la caja indican percentil 75, mediana y percentil 25 dentro de cada gru-
po de datos, respectivamente. Comparacion entre el Ct de cada medio de transporte y las condiciones de incubacién usando
ANOVA unidireccional. A-incubado a 4°C; B-incubado a TA. V (BTV), E (BTE), U (BTU), ns- no hay diferencia significa-
tiva (p>0,05) *p<0,05 **p<0,01

IV. CONCLUSIONES

Estos resultados demuestran que los medios BTE y BTU almacenados a 4°C, permiten preservar en
muestras de pacientes el ARN de SARS-CoV-2 durante 96 horas, incluso cuando la muestra tiene una
baja carga viral. También revelan que el almacenamiento a temperatura ambiente después de las 24 ho-
ras afecta la capacidad de detectar el material genético del SARS-CoV-2 con los medios BTE y BTU.
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