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Neiva, 22 junio de 2021

PARA: CESAR ALBERTO POLANIA
Secretario de Salud del Huila

DE: CARLOS FERNANDO NARVAEZ
Jefe Division de Inmunologla - USCO

REF: Entrega Tercer Informe Técnico Universidad Surcolombiana del proyecto BPIN:
2020000100145.

Estimado Dr. Polania,

Con la presente comunicacién, hago entrega del Tercer Informe Técnico realizado por la
Universidad Surcolombiana del proyecto colaborativo titulado "FORTALECIMIENTO DE LAS
CAPACIDADES INSTALADAS DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA GOBERNACIQN DEL

ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA
EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA", BPIN 2020000100145, financiado por el SGR. De
notar, esta informacién ya fue enviada electrénicamente. Se hara llegar copia de este
documento a la Dra. Maria Clemencia Rojas del Laboratorio de Salud Pablica Yy a la oficina
departamental de regalias. Este informe fue avalado por la Vicerrectoria de Investigacién de Ia
Universidad Surcolombiana (va soporte).

Es altamente recomendable gue se unan con los resultados cientificos, técnicos y financieros
obtenidos por la Secretaria de Salud Departamental del Huila durante este periodo y se haga
llegar desde la entidad ejecutora al Ministerio de Ciencia
secretaria_tec_ocad@minciencias.gov.co: contacto minciencias.gov.co) como ente que
ejerce la secretaria técnica de la presente convocatoria. El informe general debe reposar en los
registros del Ministerio de Ciencia como un compromiso critico.

Cualquier soporte o inquietud que pueda ofrecer o resolver, no duden en contactarme.
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PARA: MARIA CLEMENCIA ROJAS
Coordinadora Laboratorio de Salud Publica

DE:; CARLOS FERNANDO NARVAEZ
Jefe Division de Inmunologfa - USCO

REF: Entrega Tercer Informe Técnico Universidad Surcolombiana del proyecto BPIN:
2020000100145.

Estimada Dra. Rojas,

Con la presente comunicacién, hago entrega dei Tercer Informe Téchico realizado por la
Universidad Surcolombiana del proyecto colaborativo titulado "FORTALECIMIENTO DE LAS
CAPACIDADES INSTALADAS DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA GOBERNACION DEL
HUILA Y LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA PARA ATENDER PROBLEMATICAS
ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA
EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA", BPIN 2020000100145, financiado por el SGR. De
notar, esta informacion ya fue enviada electronicamente. Se hara llegar copia de este
documento a la Dra. Maria Clemencia Rojas del Laboratorio de Salud Publica y a la oficina
departamental de regalias. Este informe fue avalado por la Vicerrectoria de Investigacion de Ia
Universidad Surcolombiana (va soporte).

Es altamente recomendable que se unan con los resultados cientificos, técnicos y financieros
obtenidos por la Secretaria de Salud Departamental del Huila durante este periodo y se haga
llegar desde la entidad ejecutora al Ministerio de Ciencia
(secretaria_tec_ocad@minciencias.gov.co: contacto@minciencias.gov.co) como ente que
ejerce la secretaria técnica de la presente convocatoria. El informe general debe reposar en los
registros del Ministerio de Ciencia como un compromiso critico.

Cualquier soporte o inquiet € pueda ofrecer o resolver, no duden en contactarme.

GOBERNACION DEL HipA
SECF:ETAR!.—‘-\ DE sAlUD DECARTAM T Vi,
Comunicacivnes Oficisles Hocbidas

Radicado No. _._,__\_’lﬂo_“_ (F2R) (=2)

Fecha: D a_,._.lz'b_.« iles __%_ —Aig it

(=

Jefe Divisi ] i 7 UP s

Depatiamento de Pediatria y Basicas RO b MO e g

Facultad de\Salud / originat () Copim( ) :

S — [~

cfnarvaez{@sco.edu.co f Prioigac:___J TR sy 2

pa— m

Radicado: )' E

} -~ &

>

CONSTRUYAMOS UNIVERSIDAD PARA EL DESARROLLO Y EL BUEN VIVIR 7 "m_. e ﬁ f\

9 Sede Central / Av. Pastrana Borrero - Cra, 1 & PBX. 875 4753 i il ul ety
¥ Sede Administrativa / Cra, 5 No. 23-40 C PBX: 875 3686 3 ) ..m
@ www.usco.edu.co / Neiva - Huila X Linea Gratuita Naclonal: 018000 968722 o SRt

Escaneado con CamS«



23/6/2021 Universidad Surcolombiana Mail - ENTREGA TERCER INFORME TECNICO-CIENTIFICO PROYECTO BPIN2020000100145

Carlos Fernando Narvaez Rojas <cfnarvaez@usco.edu.co>

ENTREGA TERCER INFORME TECNICO-CIENTIFICO PROYECTO
BPIN2020000100145

1 message

Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co> Wed, Jun 23, 2021 at 10:12 AM
To: Maria Clemencia Charry <clemencia_charry@yahoo.es>, MARIA ROJAS GARCIA <clemenciarojasgarcia@gmail.com>,
isacu70@hotmail.com, cealpo63@hotmail.com

Cc: secretario.salud@huila.gov.co, vicerrectoria de investigaciones y proyeccion social - usco
<viceinvestigaciones@usco.edu.co>

Estimados Sefior Secretario, Maria Clemencia e Isabel,

Con la presente comunicacion, hago entrega del Tercer Informe Técnico Trimestral presentado por el Laboratorio de
Infeccion e Inmunidad de la Universidad Surcolombiana del proyecto "FORTALECIMIENTO DE LAS CAPACIDADES
INSTALADAS DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD
SURCOLOMBIANA PARA ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO
RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA", BPIN 2020000100145, financiado por el
SGR. Este va acompanado de todos los Anexos correspondientes listados a través del texto, como soporte de la
informacion brindada. El informe también se hara llegar a la oficina del SGR Departamental. De notar, este informe ya fue
revisado y avalado por la Vicerrectoria de Investigacion y Proyeccion Social de la Universidad Surcolombiana (quien
recibe copia de este correo) y reposa en sus archivos.

Este informe también se radicara en fisico ante sus despachos.

Es altamente recomendable que se unan con los resultados cientificos, técnicos y financieros obtenidos por la Secretaria
de Salud Departamental del Huila y se haga llegar desde la entidad ejecutora al Ministerio de Ciencia como ente que
ejerce la secretaria técnica de la presente convocatoria (secretaria_tec_ocad@minciencias.gov.co; contacto@
minciencias.gov.co). El informe general debe reposar completo en los registros del Ministerio de Ciencia como un
compromiso importante de la propuesta.

Cualquier soporte o inquietud que pueda ofrecer o resolver, no duden en contactarme.
Muchas gracias.
Atentamente,

Carlos F. Narvaez MD., Ph.D.

Jefe Divisién de Inmunologia
Departamento de Pediatria y Basicas
Facultad de Salud
cfnarvaez@usco.edu.co
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MEMORANDO No0.266
1.2-7-VIPS
Neiva, 17 de junio de 2021

DE: DOLLY ARIAS TORRES
Vicerrectora de Investigacién y Proyeccion Social
Universidad Surcolombiana
Ciudad

PARA: CARLOS FERNANDO NARVAEZ ROJAS
Jefe Division de Inmunologia
Departamento de Pediatria y Basicas
Facultad Salud
Universidad Surcolombiana

ASUNTO: Visto bueno informe técnico trimestral proyecto Laboratorio.

De manera comedida remito, para los fines pertinentes, visto bueno del tercer
informe técnico trimestral correspondiente al Proyecto titulado
‘FORTALECIMIENTO DE CAPACIDADES INSTALADAS EN CIENCIA Y
TECNOLOGIA DE LA GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD
SURCOLOMBIANA PARA ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON
AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL
DEPARTAMENTO DEL HUILA”.

Cordialmente,

i’/:'/

DOLL ARIAS TORRES
Vicerrectora de Investigacion y Proyeccion Social
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TERCER INFORME TECNICO TRIMESTRAL PRESENTADO POR LA UNIVERSIDAD
SURCOLOMBIANA DEL PROYECTO FINANCIADO POR EL SISTEMA GENERAL
DE REGALIAS TITULADO “FORTALECIMIENTO DE CAPACIDADES INSTALADAS
DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA GOBERNACION DEL HUILA Y LA
UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA PARA ATENDER PROBLEMATICAS
ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGO PARA LA SALUD
HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA”.

BPIN: 2020000100145

Carlos Fernando Narvaez Rojas MD., Ph.D.
Jefe Division de Inmunologia
Laboratorio de Infeccion e Inmunidad (I&l Lab)
Facultad de Salud

Universidad Surcolombiana

Mayo de 2021
Neiva — Huila

Colombia
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1. INTRODUCCION

La pandemia por SARS-CoV-2 continua afectando a Colombia con gran fuerza. A la
fecha de presentacion del actual informa (mayo de 2021), se han reportado 2,934,611
casos de infeccidn confirmada junto con 76,015 casos fatales en el pais. El Huila
también ha padecido en gran medida los estragos causados por la infeccién con SARS-
CoV-2. Actualmente el Departamento tiene un acumulado de 54,237 casos confirmados
con 1,676 casos fatales (INS. Mayo 5. 2021; Gobernacion del Huila. Boletin COVID-19
No. 411).

De forma no del todo esperada, el pais se encuentra sufriendo un tercer pico de casos
de infeccion por SARS-CoV-2, que ha resultado ser mas letal que los dos anteriores

(https://www.ins.gov.co/Noticias/Paginas/Coronavirus.aspx). Desde diciembre de 2020,

en el marco del proyecto colaborativo entre la Gobernacién del Huila y la Universidad
Surcolombiana titulado “FORTALECIMIENTO DE CAPACIDADES INSTALADAS DE
CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD
SURCOLOMBIANA PARA ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON
AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL
DEPARTAMENTO DEL HUILA”, BPIN: 2020000100145, la Division de Inmunologia de
la Universidad Surcolombiana ha venido apoyando a la Secretaria de Salud
Departamental del Huila (SSDH) en la realizacion de los ensayos de RT-gPCR para
deteccion de SARS-CoV-2 en poblacion del departamento del Huila. Esto significa la
participacion activa de la Division en el diagnostico regional de COVID-19, uno de los
pilares de la respectiva propuesta de investigacion y de la politica estatal de lucha
contra esta infeccion viral durante dos de los 3 picos epidémicos que ha soportado a la
fecha el pais. A fecha de marzo de 2021 el Laboratorio de Infecciéon e Inmunidad (l&l
Lab) de la Divisién de Inmunologia ha cumplido con el numero de ensayos de RT-qPCR
propuestos en el proyecto y continua apoyando a la SSDH en la identificacion de casos

Mineducacién

durante el tercer brote de casos de COVID-19 que se presenta actualmente.
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También, se ha avanzado en la validacion de métodos moleculares para la deteccion de
Flavivirus de importancia a nivel regional como son el Dengue virus (DENV) y Zika virus
(ZIKV). En cuanto a esto, se ha logrado avanzar en la consolidacion de los grupos de
especimenes biolégicos caracterizados necesarios para la validacion de dichos
meétodos, la realizacion de ensayos de extraccion automatizada de RNA desde
muestras clinicas y ensayos preliminares de RTgqPCR. El principal inconveniente que se
ha tenido, es el retraso en la entrega de los reactivos para la realizacion de las
actividades relacionada con estos dos Flavivirus. Sin embargo, como se comenté arriba,
se ha logrado avanzar obteniendo resultados preliminares particularmente en la

deteccion de ZIKV como se mostrara en este tercer informe.

La informacion contenida en el presente reporte proviene de las actividades realizadas
por el &l Lab de la Division de Inmunologia de la Facultad de Salud de la Universidad
Surcolombiana, como un participante del proyecto en calidad de entidad aliada durante
el tercer trimestre (marzo, abril y mayo de 2021).

2. OBJETIVO GENERAL

Mejorar las capacidades en CTel del departamento del Huila para atender

problematicas asociadas con agentes bioldgicos de alto riesgo para la salud humana.

2.1. Objetivo especifico 1 (OE1): Prestar servicios cientificos y tecnolégicos para
atender problematicas asociadas con agentes biologicos de alto riesgo
para la salud humana en el departamento del Huila.

2.2. Objetivo especifico 2 (OE2): Fortalecer la Infraestructura para el desarrollo

de investigacion para atender problematicas asociadas con agentes

Mineducacion

bioldgicos de alto riesgo para la salud humana del departamento del Huila.
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3. ACTIVIDADES ASOCIADAS AL CUMPLIMIENTO DE LOS OBJETIVOS

Para tener un orden que facilite el entendimiento de los resultados de la propuesta
durante el tercer trimestre, se listaran una a una, las actividades y avances tendientes
inicialmente el OE2 y posteriormente se listaran las actividades y avances tendientes a
lograr el OEA1.

ACTIVIDADES ASOCIADAS EL CUMPLIMIENTO DEL OE2

3.1. Gestionar la compra e instalacién de equipos

Ya todos los equipos planeados en el proyecto fueron adquiridos segun cronograma
original y estan en plena operatividad cumpliendo con los objetivos del proyecto,
fortaleciendo la capacidad investigativa y de apoyo diagnostico de la red publica
departamental. Hay un avance del 100% en esta actividad. Este avance ya ha sido

reportado en informes técnicos anteriores (ver Informe Técnico del segundo trimestre).

3.2. Adquirir insumos para laboratorio

Todos los insumos y reactivos tendientes a detectar SARS-CoV-2 por métodos
moleculares fueron adquiridos y con ellos se esta llevando a cabo el apoyo a la
Secretaria de Salud Departamental del Huila (SSDH) en la deteccién de casos de
COVID-19 en el Huila, oficialmente desde el mes de diciembre de 2020. Con respecto a
los reactivos para analisis de DENV y ZIKV, se han presentado dificultades en su
adquisiciéon que han sido informadas a la Universidad por la entidad ejecutora. Esta
preocupacion ha sido expresada por la Universidad como entidad aliada en las ultimas
mesas técnicas llevadas a cabo por la coordinacion del proyecto. Debido
particularmente a este retraso explicado en parte por el cambio en la normatividad y

manejo de la plataforma electrénica del Sistema General de Regalias, la mesa

Vigilada Mineducacién
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coordinadora evaluo la posibilidad de solicitar una prorroga en tiempo para el proyecto
al Ministerio de Ciencia y Tecnologia como ente que ejerce la secretaria técnica de la
respectiva convocatoria (Se anexa presentacion mostrada en la ultima mesa del comité

coordinador de la propuesta, como Anexo 1).

Cuando se analiza el monto en el presupuesto del proyecto destinado para la
adquisicién de insumos y reactivos se puede mencionar que se ha ejecutado un 60%
del total del presupuesto destinado a la adquisicion de insumos y reactivos, aunque los
reactivos destinados a la validacion de técnicas moleculares y serolégicas para
Flavivirus, aun no ha llegado. Sin embargo, teniendo presente la alta responsabilidad de
la Universidad en la realizacion de gran parte de actividades relacionadas con DENV vy
ZIKV, se ha logrado obtener resultados preliminares, particularmente en la deteccion
molecular de ZIKV, usando reactivos propios, resultados que seran de mucha utilidad
cuando se reciban los reactivos para el estudio de estos dos Flavivirus. Estos

resultados seran presentados en una seccion del presente informe.

3.3. Realizar mantenimiento y calibraciéon de equipos de laboratorio

El mantenimiento de equipos planeados en el proyecto se realiz6 de forma completa,
segun cronograma. Todos los equipos estan funcionando y en operacion cumpliendo
las actividades planeadas en la propuesta. Queda por realizar la calibracion de los
equipos. Esto fue recordado a la entidad ejecutora en la ultima mesa técnica de la
propuesta (ver Anexo 1), ademas el listado de dispositivos para calibracion se volvio a
reenviar meses atras (ver Anexo 2). Por lo tanto, el avance que se muestra en esta
actividad es del 70%. Las particularidades de esta actividad ya fueron reportadas en los

informes anteriores.
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3.4. Adelantar obras de adecuacién de espacios

Las obras de adecuaciones de los dos laboratorios a la fecha de presentacion del actual
informe no han iniciado. Esto se debe segun informacion suministrada por la entidad
ejecutora, a algunos retrasos en la contratacion de las adecuaciones debido a cambios
operativos y juridicos que se presentaron particularmente en la plataforma del SGR, el
efecto de la pandemia, entre otros. En la ultima mesa técnica realizada en el mes de
mayo-2021 se informd que el contratista ya habia sido seleccionado y que ya se habia
expedido el respectivo certificado de disponibilidad presupuestal. Con esta nueva
informacion la direccién de la Divisiéon de Inmunologia y el I&l Lab esperan contar con el
inicio de las obras en junio-2021. También desde la direccién ya se dispuso desde
meses atras toda la logistica necesaria para el inicio y avance de las adecuaciones,
como lo son liberar los espacios, recoger y ordenar redes eléctricas y de conectividad
antigua, entre otras. El espacio que espera el inicio de las obras planeadas
seleccionado por la Universidad Surcolombiana desde el inicio de la propuesta, se
muestra como Anexo 3. Teniendo en cuenta lo mencionado, en esta actividad se
muestra un avance del 30%. En la ultima mesa técnica se dio un mensaje de prioridad

maxima a esta actividad.

ACTIVIDADES ASOCIADAS EL CUMPLIMIENTO DEL OE1

3.5. Realizar entrenamiento especializado del talento humano

Las dos profesionales en bacteriologia asignadas a 1&l Lab vinculadas a la propuesta,
recibieron desde el afio pasado la capacitacidn teorico-practica en diagndstico de
enfermedades virales humanas con énfasis en SARS-CoV-2 (como originalmente

planeado). De hecho, desde hace meses atras las profesionales capacitadas son las
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completas responsables de la logistica y la parte operativa de la deteccion y diagnostico
de SARS-CoV-2 a nivel departamental que se brinda desde la Universidad
Surcolombiana. Adicionalmente, empezaron a retomar practicas de Inmunoensayo
ligado a enzima (ELISA) para deteccidn de inmunoglobulina G (IgG) humana circulante,
inicialmente IgG no antigeno especifica (total) y pasaran posteriormente a antigeno-
especifica una vez se reciban los respectivos insumos (particularmente las proteinas
recombinantes de SARS-CoV-2, DENV y ZIKV), proveidos por el proyecto para tal fin.
Una presentacion de resultados de los ensayos de ELISA para IgG total humana que se
realiza semanalmente en el I&l Lab presentado por las profesionales en bacteriologia
adscritas a la propuesta es mostrada como Anexo 4. Como soporte del entrenamiento
recibido, los respectivos certificados fueron enviados en el segundo informe técnico

trimestral. Se considera por lo tanto que el avance en esta actividad es del 100%.

3.6. Detectar SARS-CoV-2 por métodos moleculares

En el informe técnico anterior (segundo informe trimestral), reportamos que se habian
mejorado los sistemas de calidad del I&l Lab, se habia obtenido aval por parte de la
Secretaria de Salud Departamental del Huila (SSDH) y el Instituto Nacional de Salud
(INS) para apoyar el diagnéstico de casos de infeccion por SARS-CoV-2 en el Huila,
actuando como un Laboratorio colaborador de la SSDH. En dicho informe se adjuntaron
los registros de los ensayos de verificacion de 3 metodologia, una “in house” que
corresponde al originalmente llamado protocolo Berlin-Charité (Corman VM et al.
EuroSurveill. 2020), considerado el método mas eficiente, sensible y especifico para la
deteccion de SARS-CoV-2 y uno de los mas usados a nivel mundial, ademas de la
validacion interna de 2 ensayos comercialmente disponibles que correspondieron a
VIASURE™ (CERTEST, cat: CT-VSNCO212H) y DaanGene™ (Sun Yat-Sen University,
cat/lote: 2020058). Todos los informes de verificacion fueron enviados y aprobados por
la SSDH. Usando los anteriores ensayos a fecha de marzo 9 de 2021 se habian
realizado y reportado en el 1&l Lab 2,580 ensayos diagnosticos de RT-qPCR realizados
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en poblacién del departamento del Huila. Este tema sera ampliado en una seccién

posterior.

3.6.1. Validacion secundaria de estuche comercial AllPlex™ de Seegene para
SARS-COV-2 con especimenes clinicos.

Durante el tercer trimestre de ejecucion de la propuesta, se realizé la validacion de un
cuarto ensayo para la detecciéon de SARS-CoV-2 por RT-qPCR. El ensayo validado fue
el ensayo comercial Allplex™ 2019-nCov assay (Seegene, cat: RP10244Y), proveido
por la SSDH también por la SSDH (8 estuches comerciales en total, cada uno para 96
test).

Para esto, se probaron 40 especimenes en total previamente caracterizados usando el
protocolo Berlin-Charité (20 muestras positivas y 20 muestras negativas), considerado
como el estandar de oro (INS. Pruebas para deteccion molecular de SARS-CoV-2 por
RT-PCR usadas en Colombia. 2020) y siguiendo todas las recomendaciones del INS
para la validacion secundaria de pruebas moleculares para SARS-CoV-2 (INS.
Protocolo de verificacion (validacion secundaria) para pruebas moleculares de PCR en
tiempo real para la deteccion del SARS-CoV-2), como se ha hecho con los anteriores
ensayos validados ya reportados en los dos anteriores informes técnicos. La extraccion
se realizo usando el dispositivo de extraccién automatizada KingFisher™ Flex (ref:
5400610) y la amplificacion por RT-qPCR se realizé usando el equipo QuantStudio 5
(ref: A34322. Los dos dispositivos adquiridos desde Thermo Scientific, USA) y siguiendo
en las indicaciones del fabricante. La interpretacion la realizé en conjunto todo el equipo
del 1&l Lab. Los resultados finales arrojaron los siguientes resultados mostrados en la
Tabla 1:
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Tabla 1. Tabla de contingencia de 2x2 que muestra los resultados obtenidos con 40
especimenes de hisopado nasofaringeo caracterizados por el protocolo Berlin-Charité y
el ensayo comercial Allplex™.

Allplex™ - Seegene 1&I Lab
Positivo | Negativo | Total
Berlin-Charité | Positivo | 20 0 20
1&I Lab Negativo | 2 18 20
Total 22 18 40

Con los resultados anteriores se calcularon los siguientes valores usando la plataforma

digital estadistica http://vassarstats.net/:

Concordancia: 95%
Sensibilidad: 90.9%
Especificidad: 100%

Valor predictivo positivo: 100%
Valor predictivo negativo: 90%
Validez: 95%

indice Kappa de Cohen: 0.9 considerado como una muy buena correlacion.

La detallada descripcidén del proceso de validacion radicado ante la SSDH junto con su
analisis estadistico es mostrada como informe de validacion en el formato del sistema
de gestion de calidad del 1&l Lab en el Anexo 5. Estos resultados con el estuche
comercial Allplex™ Seegene, estan completamente de acuerdo con el informe de
verificacion del respectivo estuche publicado por el INS (INS. Informe de Verificacion
Estuche AllPlex™ 2019-NCQOV Assay, Marca Seegene. 2020)
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Sin embargo, a pesar de haber sido validado, el estuche comercial Allplex™ fue mas
que escasamente usado por el &l Lab debido a que 7 de los 8 estuches inicialmente
proveidos por los SSDH fueron devueltos, atendiendo la solicitud de la Secretaria de
Salud del Huila (SSDH) debido a un retraso en la llegada de reactivos para deteccion
SARS-CoV-2 en el departamento que se presento en un periodo dentro de este tercer

trimestre asociado a las protestas sociales que vive el pais.

En resumen, dentro del marco del presente proyecto colaborativo se logro la validacion
de 4 métodos para la identificacion molecular de casos de infeccion por SARS-CoV-2, 3
de ellos comercialmente disponibles y uno “in house” (Figura 1), que fue de hecho el
ensayo usado en la mayoria del apoyo diagnéstico que se presto6 el 1&l Lab a la SSDH
durante el periodo del presente informe.

S

Detectar SARS-CoV-2 por métodos moleculares oo | Ok
Lt g D Lpes CRECE SURCOLOMBIANA

m Aliplex

® Berin Charité

M Bio-Speedy

GeneFinder

® LightMix Modular SARS-Cov-2

® Logix Smart

m Novel Coronavirus (2019-nCoV) Life

River

W Roche

W 5ARS CoV 2 Cobas

m Tagman TM 2019
Berlin-Charité DaanGene™
—) In-house Sun Yat-Sen University m Utop

m VIASURE

Métodos validos y usados
en el diagnéstico de
COVID-19 en el Huila por
el 1&l Lab - USCO

Pruebas para la deteccion molecular de SARS-COV-2 por RT-PCR usadas en Colombia. INS. 2020.

Figura 1. Métodos moleculares para la identificacion de SARS-CoV-2 por RT-gPCR
validados en el 1&l Lab de la Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana y
aprobados por la SSDH. El circulo muestra los métodos moleculares para diagndstico
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de COVID-19 mas usados en Colombia, cada uno representado por un diferente color,

ademas de la frecuencia relativa con que cada uno de ellos se usa a nivel nacional,

segun datos del INS. Notese que los ensayos validados por el I&l Lab estan dentro de

los ensayos mas usados en Colombia y aprobados por el INS. Figura modificada desde:

Pruebas para deteccion molecular de SARS-CoV-2 por RT-PCR usadas en Colombia.

INS. 2020.

3.6.2. Aplicacion regional de pruebas diagnésticas para COVID-19.

Todos los ensayos moleculares antes validados fueron usados en el diagnostico de

casos de COVID-19 a nivel regional, en apoyo a la SSDH. Sin embargo, de lejos el mas

usado fue el protocolo Berlin-Charité. Dentro de esta labor, a fecha 09 de marzo del

2021, el 1&l Lab de la Universidad Surcolombiana ha realizado 2,580 ensayos de RT-

gPCR para deteccion de SARS-CoV-2 en poblacion del departamento del Huila y

algunos departamentos vecinos (Laboratorio de Salud Publica del Huila. Boletin
Epidemioldgico COVID-19. Marzo 09 de 2021), como mostrado en la Tabla 2. El Boletin

Epidemiolégico respectivo completo emitido por la SSDH y la Gobernacién del Huila es

mostrado como Anexo 6.

Tabla 2. Numero de muestras analizadas por cada uno de los dos Laboratorios

colaboradores.

TABLA 3. Relacion de muestras procesadas RT-PCR

Acumulado Ultimas 24 Horas
Muestras procesadas en el LSPH 5689 92
Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e
Inmunidad U. Surcolombiana - Colaborador 2580 0
Total de muestras procesadas RT-PCR 8269 92

Fuente: Boletin epidemiolégico COVID-19. Marzo 09 de 2021. Laboratorio de Salud

Publica del Huila. Secretaria de Salud Departamental del Huila. Gobernacion del Huila.
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Ademas, para la fecha de cierre del presente tercer informe (mayo 2021), el numero de
muestras procesadas por los dos Laboratorios aliados en el 2021 es de 11,234. Los
resultados anteriores demuestran el cumplimiento de uno de los mayores compromisos
de la propuesta conjunta que era el analisis por RT-gPCR para identificacion de SARS-
CoV-2 de 2,500 muestras por parte del 1&l Lab y 7,500 por parte de la SSDH, solo en el
2021, registradas todas en el sistema nacional de resultados de laboratorio,
SISMUESTRAS. Asi que reportamos un avance para esta actividad por parte de la
Universidad Surcolombiana del 100%.

Al inicio de la pandemia en el departamento (abril 2020) la capacidad Departamental
para el procesamiento de pruebas COVID-19 era de 50 test/dia, capacidad que se
incremento a 100 test/dia en Junio 2021

(https://www.huila.gov.co/salud/publicaciones/9581/laboratorio-de-salud-publica-del-

huila-duplicara-procesamiento-pruebas-covid-19/) (Figura 2). En noviembre 2020 con el

proyecto en ejecucion, el numero de ensayos diarios se incrementd a 300

(https://regioncentralrape.gov.co/huila-noticias-covid-historial/). ElI 1&l Lab entré en

operaciones de apoyo diagnodstico regional de pruebas COVID-19 en diciembre de
2020. A febrero de 2021, la capacidad de analisis diario de muestras COVID-19 de la
alianza entre el LSP del Huila y el I&l Lab de la Universidad Surcolombiana es de 600
ensayos diarios reportados ante el Instituto Nacional INS (LPS: 400 y I& Lab: 200
test/dia, Figura 2), que corresponde al 60% de la capacidad departamental que es de

1,000 ensayos dia, segun datos reportados al INS.
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Figura 2. Aumento de la capacidad de procesamiento de muestras para ensayos de
RT-gPCR para SARS-CoV-2 en el Departamento del Huila, como producto de la alianza
del presente proyecto. Cada caja roja (I& Lab — USCO) o azul (LSP del Huila)

representa un numero de 100 test/dia.

La Figura 2 muestra el incremento en el numero absoluto en la capacidad para realizar
pruebas moleculares para COVID-19 de los miembros de la alianza, a través del
tiempo. Como mostrado en al Figura 2 con la ejecucion del proyecto, el departamento
del Huila aumento 6 veces su capacidad de detecciéon de SARS-CoV-2 por RT-gPCR a

través de las entidades aliadas en la presente propuesta.

Finalmente, todos estos avances en cuanto al fortalecimiento en infraestructura y
tecnologia para afrontar la lucha contra el COVID-19 a nivel surcolombiano, fue
registrado en una infografia que por peticion del INS sera posiblemente publicada en la
revista Biomédica. Notese, que informacion especifica del proyecto, como personal,
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equipos adquiridos, numero de test realizados, aumento de la capacidad departamental,

fuentes de financiacion y otros, son mostrado en dicho documento (ver Anexo 7).

3.6.2.1. Aplicacion de pruebas moleculares a personal médico regional como
labor social de la propuesta.

Mantener la integridad y asegurar la continuidad en el cumplimiento de las funciones del
personal de salud en el Departamento del Huila, particularmente en el Hospital
Universitario de Neiva que es la mas importante institucion de Salud de alta complejidad
del Sur colombiano, es una parte critica de la lucha regional contra la pandemia. Bajo
esta idea y como parte de la labor social de la propuesta, en el marco del proyecto se
les realiz6 ensayos de RT-gPCR para deteccion de SARS-CoV-2 a los 48 Médicos
Internos de la promocion 2020-2 de la Facultad de Salud de la Universidad
Surcolombiana quienes iniciarian su periodo de internado rotatorio en el mes de abril de
2021, atendiendo asi una urgente necesidad de la institucion de vincular nuevo
personal con funciones asistenciales. Esta prueba tomada 72h antes del 01 de abril, era
un requisito obligatorio exigido por el Hospital Universitario de Neiva para el ingreso al
internado. Esta medida beneficio particularmente a los Médicos Internos de bajos
recursos y a los que vivian fuera de Neiva. Soportes y créditos respectivos que se

dieron al proyecto son mostrados como Anexo 8.

3.7. Realizar la estandarizacion y validacién local de pruebas moleculares
para detectar DENV y ZIKV.

Para la deteccion inicial de DENV1-4 se tom6 como método estandar de oro un ensayo
de RT-PCR convencional altamente usado y difundido para el estudio de este virus
(Lanciotti RG et al. J. Clin Microb. 1992). Su funcionamiento y especificidad ha sido
extensamente probada y ademas verificada con ensayos propios mostrados en el

informe técnico trimestral anterior. El protocolo de este método que tomamos como
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estandar de oro en el presente estudio fue anexado a los procedimientos operativos
especiales y codificado en el sistema de gestion de calidad del 1&l Lab y de la
Universidad (Anexo 9). Este protocolo sera transferido préximamente al LSP del Huila.

3.7.1. Extraccion automatizada de RNA desde muestras clinicas de
plasmal/suero de pacientes con infeccién confirmada por DENV.

Para avanzar en la validacion de métodos para la identificacion de DENV en el
Departamento del Huila mientras se espera la entrega de los insumos de biologia
molecular para la deteccidon de los Flavivirus por RT-gPCR, se iniciaron pruebas que
tenian como objetivo analizar la eficiencia del aislamiento automatizado de RNA a partir
de muestras de plasma o suero de pacientes agudamente infectados por DENV
confirmados. Para esto, se usaron especimenes de plasma/suero obtenidos mediante
la colaboracién entre el 1&l Lab y la SSDH establecida desde tiempo atras (convenio de
cooperacion académica USCO-SSDH-dic-2019), y previamente caracterizadas con
extraccion manual con columnas QIAamp Viral RNA mini kit (Qiagen, cat: 52904,
Hilden, Alemania), seguido por la RT-PCR convencional descrita anteriormente.
Inicialmente, 20 especimenes de plasma/suero (9 negativos y 11 positivos para DENV
[DENV-1, n=6; DENV-2, n=5]) fueron analizados usando dos protocolos pregrabados en
el equipo de extraccion automatizada. Como control, se tomé una mezcla de
sobrenadante de cultivo celular de los 4 serotipos de DENV (control positivo), todos
ellos producidos en células Vero-76 el 1&l Lab, ademas de sobrenadante de cultivo
celular en ausencia del virus (control negativo, Mock) que también fueron analizados
iniciando por la extraccion automatizada de RNA. La Tabla 3, muestra las principales

caracteristicas de los especimenes analizados.

Como mostrado en la Tabla 3, no hubo diferencias en género o edad de los

especimenes evaluados. Los pacientes sufrian infeccion por DENV-1 y DENV-2 que

neducacién

han sido dos de los serotipos particularmente responsables de las epidemias

emergentes de forma ciclica en el Departamento. Todos fueron incluidos en la fase

Vigilada Mi

CONSTRUYAMOS UNIVERSIDAD PARA EL DESARROLLO Y EL BUEN VIVIR

@ Sede Central / Av. Pastrana Borrero- Cra. 1 G PBX: 875 4753 18
@ Sede Administrativa / Cra. 5 No. 23 - 40 Q PBX: 875 3686
@ www.usco.edu.co / Neiva - Huila @ Linea Gratuita Nacional: 018000 968722




SURCOLOMBIANA

NIT: 891180084 -2

ACREDITADA DE

ALTA CALIDAD

Resolucion 11233 /2018 - MEN

aguda de la enfermedad como mostrado por el dia de fiebre al momento de la toma de

la muestra.

Tabla 3. Especimenes clinicos con previo resultado de RT-PCR para DENV, usados

para la evaluacion del aislamiento automatizado de RNA.

CARACTERISTICAS

Codigo Género Edad (afnos) Dias de fiebre RT-PCR
SSH 12 Femenino 11 2 DENV-2
SSH 16 Femenino 14 4 DENV-1
SSH 21 Masculino 16 3 DENV-2
SSH 27 Femenino 26 4 DENV-2
SSH 35 Femenino 10 NEG
SSH 38 Femenino 10 2 DENV-2
SSH 42 Masculino 16 3 DENV-2
SSH 44 Femenino 3 2 NEG
SSH 68 Masculino 11 3 DENV-1
SSH 75 Femenino 3 4 NEG
SSH 80 Masculino 78 3 DENV-1
SSH 105 Masculino 7 3 NEG
SSH 107 Masculino 12 3 DENV-1
SSH 112 Masculino 1 2 NEG
SSH 114 Masculino 12 4 DENV-1
SSH 119 Femenino 74 4 NEG
SSH 120 Masculino 7 3 DENV-1
SSH 128 Femenino 5 4 NEG
SSH 130 Masculino 57 1 NEG
SSH 146 Femenino 9 5 DENV-1

Para la extraccion automatizada se usé el estuche comercial de extraccion MagMax™
Viral/Pathogens (Applied Biosystem, cat: A42352, lote: 2010132), siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Appliedbiosystems. For 200 or 400 uL of simple. Abril

30 de 2021) y se uso el dispositivo KingFisher Flex (Thermo Scientific) del 1&l Lab

adquirido con el proyecto, probando dos protocolos de extraccion pregrabados en el

dispositivo para un volumen de muestra de 200uL. Los dos protocolos probados fueron
el MVP_2Was-200-Flex y el MVP_Flex-200uL. La principal diferencia entre ellos es que
en el MVP_2Was-200-Flex se realizan 2 lavados con etanol, mientras que el MVP_Flex-
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200uL realiza 3 lavados intermedios con etanol (Appliedbiosystems. For 200 or 400 uL
of simple. Abril 30 de 2021).

3.7.2. Analisis de la concentracion y pureza relativa del RNA obtenido

automatizadamente.

Tras finalizar la extraccion automatizada con los dos protocolos, se quiso determinar

inicialmente la integridad del RNA obtenido mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 2%.

MVP_2Was-200-Flex

MVP_Flex-200uL

Figura 3. Corrido de electroforesis en gel de agarosa al 2% de las muestras de RNA
purificada automatizadamente a partir de plasma/suero en el dispositivo KingFisher Flex
usando un protocolo que usa 2 lavados con etanol (MVP_2Was-200-Flex), similar al
usado para la purificaciéon de RNA viral de SARS-CoV-2 en hisopados nasofaringeos
(panel superior) o un protocolo que usa 3 lavados con Etanol (MVP_Flex-200uL,

fotografia inferior), este ultimo recomendado para extraccion desde plasma.
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Como mostrado en la Figura 3, de los 20 especimenes de plasma previamente
caracterizados, bandas de RNA pudieron ser observadas en 10 y 12 especimenes con
los protocolos MVP_2Was-200-Flex y MVP_Flex-200uL, respectivamente.
Adicionalmente, la intensidad de las bandas presentes fue regularmente mayor con el
uso del protocolo MVP_Flex-200uL (Figura 3, panel inferior). Un RNA integro pudo ser
notado en todos los especimenes donde una banda estuvo presente y no se observd
fragmentaciéon en escalera o signos de degradacion del RNA (Figura 3, superior e
inferior). Con este ensayo se concluyd que el RNA aislado automatizadamente desde

plasma era integro.

Posteriormente, la concentracion (medida por absorbancia) y pureza relativa (relacién A
260/280nm) de cada RNA total aislado fue evaluada por el uso del NanoDrop™ 2000
(Thermo, cat: ND-2000), disponible en el I& Lab. Como mostrado en la Figura 4A, las
concentraciones de RNA obtenidas con los dos protocolos fueron bajas. La mediana
(rango) de la concentracion de RNA obtenido por cada protocolo fue de 5.2ng/uL (1.8-
12.5) para el MVP_2Was-200-Flex y de 7.2ng/uL (3-20.6) para el protocolo MVP_Flex-
200uL, siendo significativamente mayor para este ultimo (P=0.038, Mann Witney test)
(Figura 4A).

Cuando la pureza relativa (relacion 260/280 nm) fue avaluada, 8/20 y 10/20 muestras,
tuvieron una relacion igual o mayor a 1.7 (considerado como una pureza aceptable de

la muestra de RNA) (http://www.bancoadn.org/docs/programa-control-calidad-

muestras.pdf), cuando el protocolo MVP_2Was-200-Flex y MVP_Flex-200uL fueron
usados respectivamente, aunque no existié diferencia cuando las medianas de la

pureza fueron comparadas (P=0.71, Mann Whitney test, Figura 4B).
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Figura 4. Concentracion y pureza relativa del RNA aislado automatizadamente a partir
de plasma/suero de pacientes con y sin infeccion confirmada por DENV (A). Pureza
relativa de las muestras analizada por la relacion 260/280nm. ng/uL:
nanogramos/microlitro. 260/280: Relaciéon de la absorbancia maxima obtenida a las
longitudes de onda (L) de 260 y 280nm. El limite de deteccion del NanoDrop™ 2000=
1.3 ng/uL es mostrado como una linea punteada. La P obtenida con el test de Mann

Whitney es mostrada para cada caso.
3.7.3. Amplificacion DENV serotipo-especifica del RNA de muestras clinicas
purificado automatizadamente usando el dispositivo KingFisher Flex.

Para corroborar por un tercer método la presencia de RNA total purificado después de
la extraccion automatizada, se decidio realizar la deteccion en la expresion del gen RNP

(Ribonucleoproteina). La identificacion del RNP se utiliza para evaluar la eficiencia de la

técnica de extraccion y la calidad de muestra a través de la identificacion del gen
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constitutivo humano RNP. Para lo anterior se utilizan primers y sondas especificas (RP-
F AGATTTGGACCTGCGAGCG; RP-R GAGCGGCTGTCTCCACAAGT; Sonda RP-P
IHEX/ITTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG/BHQ1) se prepararon a una concentracion
de 10 uM. Luego de la obtencion automatizada del RNA desde los especimenes de
plasma/suero, se realizd la amplificacion con la preparacion de una mezcla que
contenia 12.5 yL de buffer de reaccion, 4.1 yL de agua Libre de RNAsa, 0.5 uL de
mezcla de enzimas, 0.4 pL MgSOs4 (todo lo anterior fue proveido dentro del estuche
comercial SuperScript™ Il Platinum™ One-Step qRT-PCR System; Cat N°: 11732-088;
Lote: 2223827; Invitrogen Life Technologies. Carlsbad. CA 92008. USA), ademas de
primers forward y revers 1 yL de cada uno y 0.5 yL de la sonda especifica. De esta
mezcla se colocaron 20 uL en cada pozo de la placa de reaccién de PCR de 96 pozos
y/o tiras de tubos para PCR de acuerdo con la necesidad del montaje. Posteriormente
se adicionaron 5 pyL del RNA purificado obteniendo un volumen final de 25 yL como
establecido en el protocolo. En la placa se incluyeron los siguientes controles: Control
Negativo (NTC), control positivo del gen RNP, y Mock (Control Negativo de la
extraccion). La placa fue amplificada en el termociclador Quant Studio 5 y se realizé la
amplificacion con el siguiente perfil térmico: 15 min a 50°C, 2 min a 95°C, 15 seg a 94°C
y finalmente 30 seg a 58°C, los dos ultimos se repiten 45 ciclos.

Como mostrado en la Figura 5, presencia de RNA total fue notada en la mayoria de

especimenes independientemente del protocolo de extraccién utilizado.
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Figura 5. Amplificacion por RT-gPCR del gen de la Ribonucleoproteina (RNP) en RNA
purificado automatizadamente usando dos protocolos de extraccion. El valor de
“Threshold” fue previamente establecido en ARn 1x10°, por la validacion previa del
protocolo Berlin-Charité, puesto que la amplificacion del gen RNP fue usado como
marcador de la presencia y calidad del RNA extraido en los experimentos de deteccion
de SARS-CoV-2 en hisopados nasofaringeos, como puede ser verificado en el informe
de validacion respectivo presentado como un anexo en el informe técnico del segundo

trimestre de ejecucion.

A pesar de todos los resultados anteriores, una prueba la funcionalidad del RNA aislado
automatizadamente es su utilidad en la deteccion de DENV a través de la PCR
serotipo-especifica. Por lo tanto, se decidio realizar la RT-PCR convencional (nuestra
prueba estandar de oro) para deteccion serotipo-especifica a partir de RNA aislado
automatizadamente. Como mostrado en la Tabla 3, de los 20 especimenes clinicos
seleccionados previamente caracterizados, 11 eran positivos para DENV (DENV-1=6 y

DENV-2=5) y los restantes 9 eran especimenes negativos.

Después de realizar la RT-PCR de punto final usando el RNA aislado

automatizadamente con el protocolo MVP_Flex-200uL, se noté amplificacién en 11 de
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las 20 muestras analizadas (Figura 6), reportandose 6 infecciones por DENV-1y 5 por
DENV-2 como previamente registrado, por lo tanto, se obtuvo una concordancia
perfecta. RT-PCR de punto final para DENV-3 y DENV-4 fue también realizada sin

notarse ninguna amplificacion (datos no mostrados).

DENV-1

Figura 6. Deteccion de DENV-1 (panel izquierdo, peso molecular de 482bp) y DENV-2
(panel derecho, peso molecular de 119bp) por RT-PCR de punto final de muestras
clinicas de plasma/suero de 11 pacientes con infeccion por DENV (DENV-1=6 y DENV-
2=5) y 9 negativos para infeccion por DENV. En la figura se muestran 4 muestras
negativas, las restantes 5 fueron colocadas en un gel separado no mostrado en la
presente imagen. C+: Control positivo que consistio en la mezcla de sobrenadante de
células Vero-76 infectadas con cada uno de los 4 serotipos. C-: Mock.

Por otro lado, la RT-PCR de punto final usando los RNA extraidos automatizadamente
con el protocolo MVP_2Was-200-Flex, mostré amplificacion en 6 de los 11

especimenes positivos (4 DENV-1y 2 DENV-2, datos no mostrados).

Los anteriores resultados soportan la conclusién que los protocolos preestablecidos en
el dispositivo de extraccion automatizada KingFisher Flex funcionan en el aislamiento
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de RNA a partir de plasma/suero de personas infectadas naturalmente con DENV. La
aplicaciéon del aislamiento automatizado en conjunto con la RT-gPCR serotipo-
especifica para DENV posterior en especimenes clinicos es un avance importante a
nivel regional que trae la presente propuesta. Una vez recibidos los reactivos para
realizar la RT-qPCR por parte de la Universidad, se empezara a estandarizar y evaluar
su eficiencia en especimenes clinicos a los que se les ha extraido el RNA de forma

automatizada.

La prueba final de la utilidad del aislamiento automatizado de RNA a partir de muestras
clinicas de plasma/suero es que haya amplificacion viral adecuada usando la técnica
que sera usada a lo largo del proyecto que es la RT-qPCR serotipo-especifica para
DENV. Debido a esto, a los 20 especimenes clinicos previamente caracterizados y cuyo
RNA fue aislados automatizadamente usando 2 protocolos de extracciéon (Figuras 3, 4 y
5), también se les realizé un ensayo de RT-gPCR que evalua cada uno de los serotipos
en pozos separados (no multiplex), disponible en el 1&l Lab. Esto se realiz6 con el
objetivo de avanzar en la obtencion de los resultados y el cumplimiento de los
compromisos por parte de la Universidad. Usando algunos reactivos propios para los
experimentos preliminares mostrados a continuacion y siguiendo un protocolo
transferido a la Division de Inmunologia a través de una colaboracion con |. Bosch del
Instituto Tecnoldgico de Massachusetts, se realiz6 la amplificacion por RT-gPCR
serotipo-especifica de los RNA de plasma/suero aislados automatizadamente. Para
esto, 200 ul de plasma se colocaron en el equipo de extraccidon automatizada
KingFisher Flex y se aplicaron los dos protocolos de extraccion mencionados arriba.
Cinco pl del RNA asilado se aplicaron en la mezcla de identificacion del kit de
SuperScript™ Il Platinum™ One-Step qRT-PCR Systems (Cat N°: 11732-088; Lote:
2223827, Invitrogen Life Technologies. Carlsbad. CA 92008. USA), que contenia a su
vez buffer de reaccion, la mezcla de las enzimas y el sulfato de magnesio.
Posteriormente se adicionaron los primers y sondas especificas para DENV-1 o DENV-
2. El volumen final de reaccion fue de 25 ul. La amplificacién se llevo a cabo en el
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termociclador Quant Studio 5 con el siguiente perfil térmico: 50°C por 20 minutos,
seguido de 95°C por 2 minutos y 40 ciclos de: 95°C por 15 segundos y 60°C por 1
minuto. Como controles, se uso la mezcla de sobrenadante de células Vero-76
infectadas con cada uno de los serotipos de DENV (control positivo) o sobrenadante de
células no infectadas (Mock). Como es mostrado en la Figura 7, los controles positivos
y los Mock funcionaron dentro de lo esperado. Sin embargo, en los experimentos
iniciales que se realizaron con un numero de repeticion de 45 ciclos en la RT-gPCR, un
alto ruido de fondo fue observado en los ultimos ciclos del ensayo, particularmente para
DENV-2 (Figura 7, paneles de la izquierda). Cuando el numero de ciclos fue ajustado a
40, el ruido de fondo desaparecio. Este ajuste fue realizado desde la segunda ronda de
experimentos que tuvo como objetivo amplificar por RT-qPCR DENV a partir del RNA
purificado automatizadamente siguiendo el protocolo MVP_2Was-200-Flex (Figura 7,
paneles de la derecha).

De los 20 especimenes clinicos analizados por RT-gPCR serotipo-especifica para
DENV usando los dos protocolos de extracciéon automatizada, la mayoria de los casos
con infeccidén confirmada fueron identificados independientemente del protocolo usado,
aunque con significativas ventajas del protocolo MVP_2Was-200-Flex sobre el
MVP_Flex-200uL, como mostrado en la Figura 7.
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Figura 7. Curvas de amplificacion de DENV-1 (paneles superiores, en azul) y DENV-2
(paneles inferiores, en verde), en RNA purificado automatizademante desde plasma de
pacientes infectados naturalmente usando el protocolo MVP_Flex-200uL (izquierda) y el
MVP_2Was-200-Flex (derecha). Realzado se muestra la curva generada por los
respectivos Mock de cada condicion. Hay un importante ruido de fondo al final de los
ciclos de amplificacion de las muestras clinicas aisladas con el protocolo MVP_Flex-
200uL, debido a que el numero de ciclos que se programaron en los experimentos
iniciales fue de 45. Este ruido de fondo disminuyd significativamente cuando el numero
de ciclos corridos del ensayo se ajusto a 40 (paneles DENV-1 y DENV-2 de la derecha).

El valor tomado como positivo correspondié a una muestra con un Ct <38.
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La Tabla 4 resume los resultados de los ensayos de RT-qPCR para DENV obtenidos
con los dos protocolos de aislamiento automatizado en comparacion con el estandar de

oro que es la RT-PCR convencional anidada (Figura 6).

Tabla 4. Resumen de los resultados de deteccion en muestras clinicas de DENV-1 y
DENV-2 a partir de RNA purificado automatizadamente usando dos protocolos de

extraccion.
] EXTRACCION AUTOMATIZADA KINGFISHER
CODIGO “En)&mcé?ANGEN FLEX RESULTADO
MVP_Flex-200uL MVP_2Was-200-Flex
RT-PCR RT-qPCR
SSH 12 DENV-2 DENV-2 DENV-2 CONCORDANTE
SSH 16 DENV-1 DENV-1 DENV-1 CONCORDANTE
SSH 21 DENV-2 DENV-2 DENV-2 CONCORDANTE
SSH 27 DENV-2 DENV-2 DENV-2 CONCORDANTE
SSH 35 NEG NEG NEG CONCORDANTE
SSH 38 DENV-2 NEG DENV-2 NO CONCORDANTE
SSH 42 DENV-2 DENV-2 DENV-2 CONCORDANTE
SSH 44 NEG NEG NEG CONCORDANTE
SSH 68 DENV-1 DENV-1 DENV-1 CONCORDANTE
SSH 75 NEG DENV-1 DENV-1 NO CONCORDANTE
SSH 80 DENV-1 NEG DENV-1 NO CONCORDANTE
SSH 105 NEG NEG NEG CONCORDANTE
SSH 107 DENV-1 DENV-1 DENV-1 CONCORDANTE
SSH 112 NEG NEG NEG CONCORDANTE
SSH 114 DENV-1 DENV-1 DENV-1 CONCORDANTE
SSH 119 NEG NEG NEG CONCORDANTE
SSH 120 DENV-1 DENV-1 DENV-1 CONCORDANTE
SSH 128 NEG NEG NEG CONCORDANTE
SSH 130 NEG NEG NEG CONCORDANTE
SSH 146 DENV-1 DENV-1 DENV-1 CONCORDANTE
CONTROL + DENV-1yDENV-2  DENV-1y DENV-2 DENV-1y DENV-2 CONCORDANTE
MOCK NEG NEG NEG CONCORDANTE

De los 20 especimenes clinicos caracterizados analizados, 17 fueron concordantes
entre los 3 métodos (incluyendo la RT-PCR convencional). En 2 casos (SSH 38 y SSH
80), el protocolo de extraccion automatizada MVP_2Was-200-Flex, pero no el
MVP_Flex-200uL, fue concordante con el resultado mostrado por el RT-PCR
convencional. En el restante caso, la RT-gPCR de los dos protocolos de extraccidon

automatizada fueron concordantes entre si, pero no con el estandar de oro (Tabla 4).
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Aunque sabemos que numero de especimenes clinicos estudiado no es aun el ideal, un
analisis de tabla de contingencia de 2x2 muy preliminar de los datos obtenidos mostro
para los dos métodos de aislamiento cuando se aplicaba la RT-qPCR para DENV una
igual especificidad para la deteccion del virus (88%), aunque una mayor sensibilidad
para el protocolo de deteccion MVP_2Was-200-Flex sobre el MVP_Flex-200uL (100%
Vs 84%, respectivamente) (Figura 8).

A_ Condition

Absent Present Totals

Test Positive [ 1 ] [ 11 ] 12

Test Negative [ 8 ] [ 2 ] 10

Totals 9 13 22

Calculate Reset

95% Confidence Interval

Estimated
Value Lower Limit  Upper Limit
Prevalence 0.590909 0.3668 0.785236
Sensitivity  0.846154 0.536625 0.972893
Speafiaty 0.888889 0.506703 0.994172

For any particular test result, the probabilty that it will be:

Positive 0.54545% 0.32674 0,749293
Negative  0.454545 0.250707 0.67326
B. Condition

Absent Present Totals

TestPositive | 1 || 13 || 14

Test Negative | 8 1| 0 | 8
Totals Q 13 22
Calculate Reset

95% Confidence Interval

Estimated
Value Lower Limit  Upper Limit

Prevalence 0,.590009 0.3668 0.785236

Sensitivity 1 0,7165%7 1
Spechioty  0.888889 0.506703 0.9%94172

for any particular test result, the probability that & will be:

Positive 0.636364 0.408252 0.819725
Negative  0.363636 0.180275 0.591748

Figura 8. Analisis de contingencia de 2x2, calculo de la sensibilidad y especificidad de
la deteccion por RT-qPCR de DENV-1 y DENV-2 comparando los dos protocolos de
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aislamiento automatizado. A. MVP_Flex-200uL. B. MVP_2Was-200-Flex. Analisis

realizado usando la direccidon de analisis estadistico en linea http://vassarstats.net/.

En resumen, nuestros resultados preliminares muestran que la extraccion automatizada
de RNA a partir de plasma/suero de especimenes clinicos de pacientes con infeccion
confirmada por DENV usando los equipos adquiridos con la propuesta es util para la
identificacion de DENV por RT-qPCR. Este resultado es significativo teniendo en cuenta
que uno de los objetivos investigativos de la propuesta es identificar DENV de manera
serotipo-especifica en una importante cantidad de pacientes del sur colombiano. Estos

resultados seran extendidos cuando se reciban los insumos requeridos.

3.7.4. Cultivo del stock viral de ZIKV que se usara en la validacién de ensayos

moleculares.

Uno de los elementos mas importantes en la estandarizacion y validacién de un ensayo
de RT-gPCR, es contar con la cantidad suficiente del agente blanco de la deteccion, en
este caso contar con importantes cantidades de ZIKV. Debido a esto, se inicié la
produccion en cultivo del ZIKV para soportar los experimentos de las dos instituciones
aliadas. Para esto, células Vero-76 (ATCC® ref: CRL-1587 ™) pertenecientes al I1&l Lab
fueron cultivadas en frascos de cultivo T-75 en DMEM alto en glucosa (Thermo
Gigco™, cat: 11965118) suplementado con suero fetal bovino al 5% (Thermo Gibco™,
cat: 16000-044), penicilina (100 U/mL), Estreptomicina (100 pg/mL) y L-glutamina
(2mM) (los ultimos 3 obtenidos desde Thermo Gibco™) , siguiendo todas las
recomendaciones de la American Type Culture Collection (ATCC, en inglés)
(https://www.atcc.org/products/crl-1587). Cuando las células tuvieron un 80% de

confluencia fueron lavadas e infectadas con ZIKV (linaje asiatico, cepa Puerto Rico,
amablemente proveida por |. Bosch), MOI: 0.1 durante 1 hora. Posterior a la absorcion,

Mineducacién

las células fueron cultivadas con medio completo, pero con una concentracion de suero
fetal bovino del 2% (Himmelsbach K and Hildt E. W. Journal of Virology. 2018). Como
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T —
control negativo (Mock), células Vero-76 fueron tratadas con sobrenadante de células
no infectadas tratadas de forma semejante a las células infectadas. Tras 4 dias de
infeccion, un significativo efecto citolitico fue observado en las células infectadas, pero
no en las células control. Posteriormente, los frascos fueron congelados a -70°C y
descongelados en una oportunidad para lisar el remanente cuerpo celular y permitir
mayor liberacion de particulas virales. Los sobrenadantes fueron colectados en tubos
estériles y centrifugados a 10,000rpm por 10min para eliminar los detritos celulares.
Finalmente, los sobrenadantes aclarados de células infectadas y no infectadas fueron
colectados en eppendorf en un volumen de 0.5mL y mantenidos a -70°C hasta su uso.
En la produccion de los stock virales desde células infectadas y no infectadas se usaron
las incubadoras obtenidas a través del proyecto, demostrando asi otro fortalecimiento
en las capacidades investigativas regionales especificamente con el avance en las

capacidades para realizar cultivo de lineas celulares.

3.7.5. Deteccion del numero de particulas virales infectantes de ZIKV por
ensayo de formacién de foco.

Para caracterizar los stock virales producidos, se realizé un ensayo de formacion de
foco para cuantificar el numero absoluto de particulas virales infectantes en nuestros
sobrenadantes. Brevemente, se cultivaron células Vero-76 en placa de 96 pozos con
medio completo (DMEN 5% FBS + 1% Penicilina, Estreptomicina y Glutamina 1X,
estéril) a 37°C y 5% de CO2 hasta una confluencia de crecimiento en monocapa de
80%. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS 1X estéril e infectadas con
ZIKV-PR en diluciones seriadas en base 10. Se cultivaron por 24h a 37°C y 5% de CO..
Después se fijaron y permeabilizaron por 30 min con metanol absoluto a mantenido -
70°C, a un volumen de 150pL por pozo. Se retird el metanol y se lavo dos veces con
PBS 1X 150uL/pozo. Se agregd el anticuerpo monoclonal primario Mab 644
(amablemente donado por Irene Bosch, MIT, USA), que reconoce especificamente a la
proteina NS1 de ZIKV, a una concentracion de 1ug/mL diluido en PBS-BSA 1% filtrado

a 0.22 um, a un volumen de 100uL por pozo y se incubd a temperatura ambiente por
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1h. Al finalizar el tiempo de incubacion, se retird el anticuerpo primario y se lavd dos
veces con PBS 1X 150uL por pozo. Se adiciond el anticuerpo secundario anti-ratén
hecho en cabra acoplado a biotina (KPL, cat No:5260-0048. Seracare, Milford, MA
01757, USA) diluido 1/2,000 en PBS-BSA 1% 100uyL por pozo y se incubo a
temperatura ambiente por 1h. Luego se retiro el anticuerpo y lavo en dos oportunidades
con PBS 1X 150uL/pozo. Se anadié 100uL por pozo de estreptavidina- peroxidasa
(KPL, cat No: 5270-0029, Seracare, Milford, MA 01757, USA) 1/1,000 diluida en PBS-
BSA 1%, se incub6 a temperatura ambiente. A los 30 minutos se lavo dos veces con
PBS 1X 150uL por pozo. El revelado se realizé con el cromdgeno 3-amino9-etilcarbazol
(AEC kit, ref: SK-4200, Vector Laboratories) preparado segun indicaciones del
fabricante, agregandose 100 pL/pozo, se detuvo la reaccion a los 20 minutos con agua
destilada previo retiro y envasado del AEC. Para su interpretacion, se realizo el conteo
usando microscopio invertido de luz para determinar titulo viral, que se confirmé por el
conteo realizado por dos observadores independientes experimentados,
promediandose los resultados. El sistema contaba con control negativo, pozos puestos
en contacto con Mock. Cada dilucién se realizé por triplicado.

Como mostrado en la Figura 9, unidades formadoras de foco (FFU, en inglés) fueron
observadas en los sobrenadantes provenientes de células infectadas, pero no en el
Mock. El titulo de la produccion viral de ZIKV fue calculado en 1.2x108 FFU/mL.
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1/100

1/10,000

Mock

ZIKV

Figura 9. Ensayo de formacién de foco (FFU) realizado sobre la produccion de ZIKV a
usar como control positivo en los ensayos de deteccion de Flavivirus por métodos
moleculares. Mock: Células tratadas con sobrenadante en ausencia de ZIKV. Panel
inferior muestra células Vero-76 tratadas con sobrenadante de células infectadas. La
deteccion de NS1 de ZIKV a nivel intracelular, se realizé usando un anticuerpo
monoclonal que reconoce a dicha proteina no estructural, previa fijacion vy
permeabilizaciéon. Posterior a la aplicacion del anticuerpo primario se aplicé un
anticuerpo anti-raton hecho en cabra marcado con biotina. Posteriormente, se aplicé la
estreptavidina-peroxidasa para ser finalmente revelado con Aminoetilcarbazol.

Microfotografia de microscopia 6ptica convencional visualizada a un aumento de 10X.
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3.7.6. Realizacién de RT-qPCR para la caracterizacion del stock viral de ZIKV

Posteriormente, la produccion en cultivo de ZIKV fue caracterizada por RT-qPCR. Para esto,
usando algunos reactivos propios, se siguié un protocolo ampliamente usado para la deteccion
de ZIKV en especimenes clinicos (Lanciotti RS et al. 2008. Emerg Infect Dis), como
mencionado en el documento técnico original de la propuesta. Brevemente, RNA de
diluciones seriadas Logio de sobrenadante de células Vero-76 infectadas con ZIKV o
con Mock fueron extraidos usando columnas de Qiagen (QlAamp Viral RNA minikit,
Qiagen, cat:52906), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, 2.5
ML del RNA purificado fue aplicado a 6.25 pyL de la mezcla de reaccion, 0.25 uL de la
mezcla de enzimas y 0.2 yL de sulfato de magnesio, todo lo anterior proveido por el
estuche comercial SuperScript™ [l Platinum™ One-Step qRT-PCR System. Se
adicion6, ademas, sonda (1ul), primer forward y reverse especificos para ZIKV (2ul),
siguiendo el reporte original. El volumen final de reaccién fue de 12.5 pL. La
amplificacion se llevé a cabo en el termociclador Eco™ System lllumina con el siguiente
perfil térmico: Retro trascripcion: 50°C por 15 minutos, seguido de la activacion de la
Taqg: 95°C por 3 minutos y 45 ciclos de: Desnaturalizacion: 95°C por 15 segundos,
hibridacion: 56°C por 20 segundos y extension: 72°C por 15 segundos. Debido a la baja
viremia que ha sido reportada en pacientes con infeccion por ZIKV, en el futuro se
considerara como positivo un espécimen con un Ct <40 (Waggoner JJ et al. Clin Infect
Dis. 2016).

Como mostrado en la Tabla 5 y Figura 10, RNA de ZIKV fue especificamente
detectado en el sobrenadante de las células infectadas, pero no en el sobrenadante de
las células no infectadas. Ademas, un claro efecto dosis-respuesta fue notado a lo largo
de las diluciones usadas.
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los ensayos de RTqPCR en el sobrenadante de ZIKV producido en cultivo celular.

UNIVERSIDAD
SURCOLOMBIANA
Tabla 5. Dilucién, numero absoluto de particulas virales infectantes y Ct encontrados en

Ct promedio

Dilucién FFU/mL
1 12,000 234
0.1 1,200 27.2
0.01 120 30.7
12 34.3
39.6

0.001
0.0001 1.2
Como muestra la Tabla 5, 5 diluciones seriadas en base 10 fueron realizadas por

triplicado. El promedio del Ct obtenido en cada una de ellas, muestra un rango que va
de 23.4 en la dilucion mas concentrada hasta 39.6 en la mas diluida, soportando una

relacion dosis — efecto en el experimento.
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Figura 10. Amplificacion de ZIKV en sobrenadante de cultivo celular por RT-gPCR. i
RNA de sobrenadante de células Vero-76 infectadas con ZIKV o Mock fueron extraidos &
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usando el QlAamp Viral RNA mini kit. Retrotranscripcion y amplificacion fue realizada
en un paso usando la Superscript™ Il Platinum™ one-step qRT-PCR kit (Invitrogen,
cat: 11732020) y analizado en un termociclador en tiempo real Eco™ System — lllumina.
La dilucidén respectiva de virus es mostrada en cada curva. Resultado de uno de los

triplicados es presentado.

Finalmente, para tener una idea cuantitativa de la capacidad de deteccion del ensayo
para deteccidn de ZIKV en nuestras manos, se cred una curva estandar basado en el
Ct que era producido en cada una de las diluciones usadas que su vez tenia un numero
conocido de particulas virales infectantes de ZIKV a evaluado a través del ensayo de
FFA.

40
38
36
34
32
30
28
26
24
22
20

0 1 2 3 4 5

# FFU/mL (LOGy,)

r=0.98
P=0.0003

Ct

Figura 11. Curva obtenida al graficar el numero de unidades formadoras de foco por
mililitro (FFU/mL) del ZIKV producido y titulado por el mismo ensayo y el Ct de la RT-
gPCR para cada una de las respectivas diluciones del sobrenadante viral. Cada una de
las diluciones se realizé por triplicado y el promedio de Ct es mostrado. Un valor es
considerado positivo si Ct es <40 ciclos. El valor del coeficiente de determinacién es

mostrado junto con la P de Pearson (http://vassarstats.net/).

Vigilada Mineducacién

CONSTRUYAMOS UNIVERSIDAD PARA EL DESARROLLO Y EL BUEN VIVIR

@ Sede Central / Av. Pastrana Borrero- Cra. 1 G PBX: 875 4753 37
9@ Sede Administrativa / Cra. 5 No. 23 - 40 Q PBX: 875 3686
@ www.usco.edu.co / Neiva - Huila @ Linea Gratuita Nacional: 018000 968722




UNIVERSIDAD ACREDITADA DE

SURCOLOMBIANA ALTA CALIDAD

Resolucion 11233 /2018 - MEN

NIT: 891180084-2

Una muy fuerte relacion entre el Ct y la cantidad de particulas virales infectantes
contenidas en cada dilucion del sobrenadante viral fue encontrada (Figura 11). En dos
experimentos realizado por triplicado, 5 de las 6 diluciones en total que contenian un
estimado de 1.2 FFU/mL (minima dilucion evaluada) reportaron un Ct <40,
considerandose este valor por lo tanto un indicador relativo del limite de deteccién del
ensayo expresado en términos de FFU/mL.

En resumen, mediante cultivo celular se obtuvo una produccion de ZIKV y Mock que fue
caracterizada virologicamente. El stock mostré un titulo viral de 1.2x108 FFU/mL, titulo
que esta dentro de lo usualmente reportado para una produccién en lineas celulares
susceptibles a la infeccion con ZIKV (Rosales Ramirez R et al. J. Virol. 2019). Como
esperado, en el Mock, no se encontrd evidencia de presencia viral cuando el ensayo de
FFU o la RT-gPCR fue realizada. Los anteriores datos soportan la calidad del stock de
ZIKV producido que sera usado por los dos laboratorios para la validaciéon de la
deteccion molecular de este Flavivirus. Proximamente, se hara entrega al Laboratorio

de Salud Publica del Huila 20 viales cada uno con 500 uL de este stock viral.

3.8. Efectuar la estandarizacién y validacion de un inmunoensayo ligado a
enzima para detectar anticuerpos IgM e IgG circulantes anti-SARS-
CoV-2

Como se ha comentado a lo largo del presente tercer informe, los insumos para la
realizacion de los ELISA para deteccion de inmunoglobulinas especificas para SARS-
CoV-2 circulantes (en especial las proteinas virales recombinantes) no han sido
recibidos por la Universidad. Sin embargo, para el logro de este objetivo se ha
avanzado en el establecimiento del grupo de pacientes caracterizados con infeccién por

Mineducacion

SARS-COV-2 con prueba de Inmunoensayo ligado a fluorescencia (ELFA) comercial
IgM (VIDAS SARS-CoV-2 IgM, ref: 423833-01, Biomérieux) e IgG (VIDAS SARS-CoV-2
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IgG, ref: 423834-01, Biomeérieux) en plasma reportados como positivo, ademas de
antecedente de sintomas respiratorios y/o ensayo de RT-qPCR positivo para SARS-
CoV-2 dentro del anterior mes de tomada la muestra de sangre. Una mas amplia
explicacion de los ensayos de ELFA fue realizada en el informe técnico anterior.

Los datos generales de los 98 pacientes confirmados seropositivos (IgM+, IgG+ -
SARS-CoV-2) y 112 confirmados seronegativos (IgM-, 1gG-) por ELFA, son mostrados
en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes seropositivos y seronegativos para
inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Variable P

IgM-, IgG- (n=112) IgM+, IgG+ (n=98)
Género, F/M. 63/49 54/44 0.152
Edad, afos, media (rango). 45 (7-74) 41 (5-76) 0.28°
IgM RFV*, media (rango). 0.25 (0.14-0.7) 3.2 (1.1-47) <0.0001°
IgG RFV*, media (rango). 0.04 (0.01-0.7) 16.3 (2.2-43.5) <0.0001°

*RFV: Relative Fluorescence Value. Corresponde al valor que resulta de restar la
fluorescencia emitida por el ruido de fondo, de la sefial emitida por cada especimen
evaluado, mostrando la cantidad relativa de la inmunoglobulina respectiva. Un RFV >1
es tomado como positivo para la presencia de la inmunoglobulina analizada.

a. P evaluada por el test exacto de Fisher.

b. P evaluada por el test de Mann-Whitney.

No hubo diferencias significativas en el género o la edad entre los pacientes

Mineducacion

seropositivos y seronegativos para los isotipos IgM e IgG SARS-CoV-2 (Tabla 6). Como
esperado, hubo una diferencia significativa en la cantidad relativa de IgM e IgG SARS-
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CoV-2 circulantes evaluada a través del ELFA (Tabla 6), resultado que soporta la

apropiada clasificacion realizada en los pacientes.

Adicionalmente, para también cumplir este objetivo se logré incluir mediante
colaboraciones con el Hospital Universitario de Neiva y el Hospital Departamental de
Garzén, un grupo de pacientes hospitalizados con COVID-19 diagnosticados por RT-
gPCR con diversos grados de severidad y dias de evolucion de la infeccion viral. La
Tabla 7 muestra las caracteristicas relevantes de estos pacientes hospitalarios que
seran incluidos en el presente estudio para evaluar las inmunoglobulinas SARS-CoV-2
especificas circulantes.

Tabla 7. Pacientes hospitalarios con diversos grados de severidad, con diagnodstico de
COVID-19 confirmado por pruebas moleculares.
SARS-CoV-2 RT-qPCR+

Variable P
<10 dias (n=30) 11-30 dias (n=15)

Género, F/M. 12/18 6/9 0.62

Edad, afos, media (rango). 53 (25-85) 54 (19-91) 0.38°

Dimero D, ug/mL, Media (rango) 893 (269-8272) 481 (22-4526) 0.18°

Ferritina, ug/L, Media (rango). 1,096 (242-4,445) 1,515 (82-5,631) 0.45°

LDH, UI/L, Media (rango) 413 (198-2,103) 381 (154-920) 0.93°

a. P evaluada por el test exacto de Fisher.
b. P evaluada por el test de Mann-Whitney

Como mostrado en la Tabla 7, se han incluido en total 45 pacientes hospitalarios con

infeccion confirmadas por SARS-CoV-2. Cuando los pacientes fueron separados segun

Mineducacion

el dia de enfermedad al momento de toma de la muestra, no existid diferencia en
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entre los pacientes con <10 dias en comparacion con los pacientes con un rango de
dias de enfermedad de 11-30 (P>0.18, Mann-Whitney test, Tabla 7). Este resultado se

debe probablemente a que pacientes hospitalizados en la Unidad de Cuidados

Intensivos no fueron incluidos.

3.9. Efectuar la estandarizacién y validacion de un inmunoensayo ligado a
enzima para detectar anticuerpos IgG e IgM circulantes anti-DENV y
anti-ZIKV.

Como se comentd anteriormente, debido al retraso en la llegada de los insumos para
los ensayos de ELISA para deteccion de inmunoglobulinas DENV y ZIKV especificas,
esta actividad ha sufrido también retraso. Este hecho fue tratado en la mesa técnica del
mes de mayo 2021. La entidad ejecutora quedd de revisar el tema y agilizar su
adquisicion. A pesar de esto, la Division de Inmunologia de la Universidad ha creado un
plan de consolidacion de destrezas para la realizaciéon del inmunoensayo ligado a
enzima para detectar inmunoglobulinas isotipo-especifico. Por lo tanto, el personal
formado vinculado al proyecto, ha mantenido destrezas en la realizacion de este tipo de
experimentos. Prueba de ello es la realizacion periddica de ELISA para deteccion de
IgG total humana (un ensayo comparable al que es propuesto para la deteccion de
inmunoglobulina virus-especificas descrito en el documento técnico del proyecto). Como
soporte de esto, se adjunta reunion de resultados semanal presentado por las
profesionales en bacteriologia adscritas a la propuesta, donde se muestra que parte de
sus actividades correspondieron a la deteccion de IgG humana por ELISA (ver Anexo
4). Adicional a esto, ya se cuenta con las muestras previamente caracterizadas que

seran usadas en la validacion de los ensayos (ver informe técnico trimestral #2).

4. ANALISIS DE RESULTADOS OBTENIDOS

El tercer trimestre de ejecucion de la propuesta mostré avances importantes en varias

de las actividades planeadas. Una meta claramente lograda durante este periodo, fue el
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T —
de alcanzar e incluso sobrepasar el numero de pruebas de RT-gPCR para COVID-19
originalmente propuesto en el proyecto. Se contempld la realizacién por parte de la
Universidad de 2,500 ensayos de RT-gPCR para SARS-CoV-2 en poblacién del
departamento y a fecha de marzo de 2021 ya se habia reportado 2,580 ensayos (ver
Anexo 6), a través del sistema nacional de reporte de resultados de laboratorio
(SISMUESTRAS) y se continua con esta actividad de soporte diagnostico al Laboratorio
de Salud Publica del Huila. Durante el presente informe se demostrd la capacidad del
I& Lab de aislar automatizadamente RNA de DENV a partir de plasma/suero, usando
los dispositivos adquiridos con la propuesta. Este avance es fundamental puesto que el
aislamiento automatizado solo se habia realizado en el marco de la prestacion del
apoyo diagnoéstico para COVID-19 en el Departamento y por lo tanto, realizado sdlo a
especimenes de hisopado naso u orofaringeo mantenidos en medio comercial de
transporte viral. El aislamiento automatizado de RNA de DENV y en general de
Flavivirus desde plasma/suero de muestras clinicas soporta el incremento en la
capacidad técnica y tecnologica para el analisis de altos volumenes de pacientes
sospechosos de la infeccion viral adquirida por el departamento del Huila a través de la
propuesta y esto facilita enormemente el cumplimiento de una de las actividades de la
propuesta que es la caracterizacion serotipo-especifica de muestras clinicas de la
region surcolombiana obtenidas durante los ultimos afos dentro del patron de
emergencia y re-emergencia del dengue en el departamento. Ademas, como soportado
por los datos presentados en el actual tercer informe, la Universidad con el objetivo de
no favorecer el retraso de las actividades bajo su responsabilidad y usando algunos
insumos propios ha logrado avanzar en la deteccion de ZIKV por RT-qPCR,
presentando resultados iniciales de la deteccion del respectivo Flavivirus usando el

ensayo de RT-qPCR propuesto en el documento técnico original del proyecto.

Por parte de la Universidad esta todo listo para desarrollar la parte de ensayos
serologicos (capacidad técnica, equipos, protocolos, personal formado, especimenes
caracterizados) y se esta a la espera de recibir los insumos desde la entidad ejecutora
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para tal fin. Teniendo en cuenta este ultimo punto, se consideré desde la mesa técnica

de la propuesta solicitar una ampliacion en tiempo del proyecto.

5. CONCLUSIONES REMARCADAS

Durante la ejecucion del proyecto en su tercer trimestre, se apoyo a la SSDH en el
diagnostico de SARS-CoV-2 a nivel regional. De hecho, a la fecha de entrega del
presente informe (mayo 2021), el I&l Lab ha superado el numero de ensayos de RT-
gPCR para SARS-CoV-2 que se habia originalmente comprometida a realizar durante el
proyecto y continta participando activamente en el diagnéstico regional de COVD-19
durante este tercer pico de contagios que afecta a todo el pais.

Con respecto a los ensayos moleculares para Flavivirus, la Universidad no ha recibido
aun los reactivos necesarios para avanzar en este punto. Sin embargo, se ha logrado
avanzar, sobre todo en la deteccion de ZIKV por RT-qPCR usando algunos pocos
reactivos propios obteniendo resultados preliminares como se muestra en el presente
informe y mientras se espera la entrega de los reactivos para DENV y ZIKV por parte de
la entidad ejecutora.

Debido a que la estandarizacién y validacion de estos métodos moleculares y
serolégicos ha tenido importante retraso con respecto al cronograma originalmente
propuesto, en el ultimo comité técnico del proyecto se aprobd por unanimidad solicitar
una prorroga en tiempo para la presente propuesta.
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7. ANEXOS

ANEXO 1

Presentacion realizada en la mesa técnica de mayo 2021. Asuntos tratados: extension
de tiempo del proyecto, curso de principio de biologia molecular para secretarias

municipales, estrategias agilizacion de adquisicion de reactivos, adecuaciones y varios.
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Productos pendientes

. Instalaciones adecuadas para investigacion (2).

. Pruebas moleculares para DENV y ZIKV validadas. (SONDAS-PRIMERS-ENZIMAS)

. IgM e 1gG para DENV, ZIKV y SARS-CoV-2 “in-house” validadas. (PROTEINAS RECOMBINANTES)
. Un articulo cientifico conjunto (en preparacion).

. Curso Departamental de Biologia molecular para virus emergentes y reemergentes (Julio).

. Calibracion de equipos (Pendiente).

. Mecanismo de entrega de los equipos (Donacion? Convenio?)



Tabla 8. Casos notificados de dengue por entidad territorial de procedencia
y clasificaciéon en Colombia, semanas epidemiologicas 01 a 16 de 2021

Entidad territorial

Cali 2327 21,5 27 16,3 2354 214

Valle del Cauca 955 8,8 8 438 963 88

Cartagena 644 59 16 9,6 660 6,0

Putumayo 596 55 3 18 599 54

Tolima 511 47 1 0,6 512 47

| Huila 496 4.6 10 6,0 506 46 |

Norte de Santander 406 3,7 10 6,0 416 3.8

Antioquia 402 3,7 5 30 407 37

Meta 396 37 2 1,2 398 3,6

Cundinamarca 381 3,5 1 0,6 382 3,5

Barranquilla 354 3,3 8 48 362 3,3

Cesar 343 32 17 10,2 360 33

Santander 285 2,6 4 24 289 2,6

Atlantico 266 25 6 3,6 272 25

Bolivar 254 23 7 4,2 261 24

Magdalena 200 1,8 9 54 209 19

Sucre 194 1,8 - 24 198 18

Cdrdoba 191 18 2 1,2 193 18

Caqueta 181 1,7 3 1,8 184 17

Cauca 173 1,6 1 0,6 174 16

Casanare 152 14 0 0,0 152 14

Narifio 146 1,3 5 3,0 151 14

Santa Marta 143 1,3 5 30 148 13

Choco 142 1,3 1 0,6 143 13

Boyaca 120 1,1 0 0,0 120 11

Amazonas 96 0,9 0 0,0 96 0,9

Buenaventura 87 08 1 0,6 88 0.8

Quindio 68 0,6 2 1,2 70 0,6

Caldas 67 0,6 0 0,0 67 0,6

Arauca 67 0,6 0 0,0 67 0,6

Risaralda 62 0,6 1 0,6 63 0,6

La Guajira 33 0,3 4 24 37 0,3

Archipiélago de San Andrés 29 0,3 0 0,0 29 0,3

Exterior 26 0,2 2 12 28 0,3

Guaviare 17 0,2 0 0,0 17 0,2 ( ﬁ: w

Vichada 11 0,1 0 0,0 11 0,1 it

Guainia 7 01 1 06 8 01 FAL L

Vaupés 1 00 0 0 1 00 GOBERNACION DEL HUILA ,H'U”,Ar IR
(Boletin epidemiolégico semanal No. 16. Semana del 18-24 de abril. INS. 2021) Total 10829 100 166 100 10995 100 i, CRECE SURCQLOMBIANA

Fuente: Sivigila, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2021
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Productos pendientes

. Instalaciones adecuadas para investigacion (2).

. Pruebas moleculares para DENV y ZIKV validadas. (SONDAS-PRIMERS-ENZIMAS)

. IgM e 1gG para DENV, ZIKV y SARS-CoV-2 “in-house” validadas. (PROTEINAS RECOMBINANTES)
. Un articulo cientifico conjunto (en preparacion).

. Curso Departamental de Biologia molecular para virus emergentes y reemergentes (Julio).

. Calibracion de equipos (Pendiente).

. Mecanismo de entrega de los equipos (Donacion? Convenio?)
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Clinical and laboratory factors associated to dengue infection severity in a
hyperendemic region in southern Colombia
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Productos pendientes

. Instalaciones adecuadas para investigacion (2).

. Pruebas moleculares para DENV y ZIKV validadas. (SONDAS-PRIMERS-ENZIMAS)

. IgM e 1gG para DENV, ZIKV y SARS-CoV-2 “in-house” validadas. (PROTEINAS RECOMBINANTES)
. Un articulo cientifico conjunto (en preparacion).

. Curso Departamental de Biologia molecular para virus emergentes y reemergentes (Julio).

. Calibracion de equipos (Pendiente).

. Mecanismo de entrega de los equipos (Donacion? Convenio?)
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Curso teorico-practico de biologia
molecular para virus emergentes y
reemergentes

Division de Inmunologia — Universidad Surcolombiana y Laboratorio
de Salud Publica — Secretaria de Salud Departamental del Huila

2021
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objetivo e YUY surcoLoMBiANA

GOBERNADOR

 Brindar conocimientos basicos
sobre el uso de biologia molecular
en enfermedades virales de
Importancia regional a todas las
aeﬁretaria de Salud municipales del
uila.
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* Duracion: 16 horas de manera presencial.
* 8 horas teodricas y 8 horas practicas.

* Las sesiones se realizaran en la Division de Inmunologia
de la Universidad Surcolombiana y en el LDSP del Huila.

* Fecha: Julio de 2021.
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8: OO am -12 pm

* DIA1
Introduccion a la biologia molecular.

Enfermedades infecciosas de interés publico :
Dengue y SARS-CoV-2.

DIA 2.
Extraccion de RNA y RT-gPCR DENV
Extraccion de RNA y RT-qPCR SARS-CoV-2
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Productos pendientes

. Instalaciones adecuadas para investigacion (2).

. Pruebas moleculares para DENV y ZIKV validadas. (SONDAS-PRIMERS-ENZIMAS)

. IgM e 1gG para DENV, ZIKV y SARS-CoV-2 “in-house” validadas. (PROTEINAS RECOMBINANTES)
. Un articulo cientifico conjunto (en preparacion).

. Curso Departamental de Biologia molecular para virus emergentes y reemergentes (Julio).

. Calibracion de equipos (Pendiente).

. Mecanismo de entrega de los equipos a la USCO (Donacion? Convenio?)
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ANEXO 2

Listado de equipos que recibiran servicio de calibracion
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15/6/2021 Universidad Surcolombiana Mail - Fwd: Pipetas para mantenimiento/calibracion

SURCOLOMBIANA Carlos Fernando Narvaez Rojas <cfnarvaez@usco.edu.co>

Fwd: Pipetas para mantenimiento/calibracién
1 message

Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co> Fri, Feb 26, 2021 at 2:13 PM
To: Tatiana Sanmiguel <t.sanmiguel766@gmail.com>

Hola Tatiana, recordando nuestra ultima mesa técnica, aca va el listado de equipos que requieren calibracion. Son
principalmente pipetas. A todas ellas se les hizo el mantenimiento.

Estaré atento,
Gracias,
Carlos.

---------- Forwarded message ---------

From: Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co>
Date: Fri, Jul 31, 2020 at 10:06 AM

Subject: Pipetas para mantenimiento/calibracién

To: Tatiana Sanmiguel <t.sanmiguel766@gmail.com>

Hola Tatiana,
Este es el listado de pipetas del Lab de &l para mantenimiento y calibracion:

- Pipeta monocanal 0.2-2uL Finnpipette F2 Thermo

- Pipeta monocanal 2-20uL Finnpipette F2 Thermo

- Pipeta monocanal 20-200uL Finnpipette F2 Thermo

-Pipeta monocanal 100-1000uL Finnpipette F2 Thermo
-Pipeta multicanal 30-300uL (8 puntas) Finnpipette F2 Thermo
- Pipeta multicanal 30-300uL (12 puntas) Finnpipette F2 Thermo
-Pipeta multicanal 20-200 (12 puntas) Costar.

- Pipeta monocanal 0.5-10uL Bioht. (TRES UNIDADES)

- Pipeta monocanal 20-200uL Bioht.

- Pipeta monocanal 0.5-10uL Bioht.

- Pipeta monocanal 5-20ul Bioht. (DOS UNIDADES)

- Pipeta monocanal 10-100uL Bioht.

-Pipeta multicanal 20-200 (8 puntas) Brand.

-Pipeta multicanal 5-50 (8 puntas) Brand.

-Pipeteador eléctrico Thermo S1.

Gracias,

Carlos F. Narvaez

https://mail.google.com/mail/u/0?ik=8174a6fadb& view=pt&search=all&permthid=thread-a%3 Ar-4034783618227886768%7Cmsg-a%3Ar731017846823817143&si...  1/1
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ANEXO 3

Imagenes de las locaciones de la Universidad en proceso
de recibir las adecuaciones
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a [ universiDAD Division de Inmunologia Laboratorio Colaborador
— SURCOLOMBIANA 1&I Lab Universidad Publica

Figura 1. Espacio de la Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana
que recibird las adecuaciones. Ampliacion del Laboratorio de Infeccion e
Inmunidad (1&I Lab). Ubicacién: Segundo piso Facultad de Salud — USCO, calle
9#14-02, Neiva, Huila, Colombia.
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ANEXO 4

Presentacion de resultados de las profesionales en
bacteriologia adscritas a la propuesta que demuestra que
mantienen e incrementan sus capacidades en la realizacién
de Inmunoensayo ligado a enzima

Vigilada Mineducacién
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INFORME SEMANAL

SANDRA LILIANA DELGADO MARTINEZ

Facultad de Medicina, laboratorio &I

Fecha 27-05-2021
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* Se continuda con las practicas en el Montaje de ELISA para la
deteccidn de 1gG Total bajo la supervision de Paula Losada.

* Se realiza analisis de las lecturas en el Nanodrop de las diferentes
extracciones realizadas para Dengue hasta el momento
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ELISA TIPO SANDWISH PARA DETECCION DE IgG Total
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Familiarizarse con la técnica y reactivos que se utilizan para la deteccién de 1gG Total y
garantizar la confiabilidad de los resultados
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v Pipeta monocanales de 1000, 200, 10 pL

v’ Buffer salino fosfato (PBS) estéril (Cell Gro, Cat: 20-031-CV)
v' Tween 20-10% (ACROS, Cat. 23336-2500)

v' Leche descremada en polvo (Slight, Colanta, Lote 7)

v Anticuerpo anti-lgs Humanas Polivalente (Sigma Aldrich, Cat)
v Anticuerpos Anti-IgA, Anti-IgG y/o Anti-lgM Biotinilados (KPL, Cat. 16-10-01, 16-10-02, 16-10-03 )
v’ Estreptavidina-Peroxidasa (KPL, Cat)

v Tetrametilbenzidina (TMB, KPL, Lote 100610)

v' Acido Sulfurico 2M (MERCK, Cat K38346532)

v Placa de ELISA de 96 pozos de alta afinidad (NUNC, Cat)

v" Tubos Falcon de poliestireno 15 ml (BD, Cat: 352099)

v' Tubos eppendorf 1.5 ml

v' Recipiente para solucion de lavado

v’ Lector de ELISA ELx 800 (BIO-TEK Instruments)
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Se realiza un ELISA tipo Sandwish “in house” supervisada

Cubrir los pozos con Anti-lgs Humanas Polivalente diluido en PBS 1X (1/2000); agregar 70 ulL/pozo e incubar toda
la noche a 4°C. Se cubren los bordes con 150 uL de PBS 1X.

150 ul de PBS (1X)

70 uL de Anti-lgs Humanas

70 uL PBS (1X)
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150 uL Blotto 5%

150 uL PBS (1X)
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Agregar los anticuerpo secundarios (Anti-lgG, Anti-IgA y/o Anti-lgM biotinilados, segun la inmunoglobulina total
a detectar) diluidos 1/1000 en blotto 2,5%, 70 uL/pozo y 150 uL de PBS 1X en los bordes de la placa. Incubar
por 1 hora a 37°C.
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Agregar estreptavidina-peroxidasa diluida en blotto 2,5% (1/1000), 70 uL/pozo y 150 uL de PBS 1X en los bordes
de la placa. Incubar por 1 hora a 37°C.
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Adicionar 70 uL de TMB y Detener con 17,5 uL de acido sulfurico 2M.
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RESULTADOS

#5

Abs

10

11

12

0,0510

0,0490

0,0430

0,0387

0,0376

0,0388

0,0404

0,0407

0,0389

0,0460

0,0432

0,0760

0,0474

2,9611

2,0398

1,4619

0,8749

0,5481

0,4480

0,4416

0,4954

0,3554

0,3606

0,0445

0,0467

3,0764

1,8209

1,2984

0,8950

0,5825

0,4593

0,5185

0,4366

0,3649

0,3367

0,0458

0,0678

3,0687

2,1315

1,4141

0,8146

0,6031

0,4362

0,6261

0,4541

0,3781

0,3749

0,0452

0,0670

0,1624

0,1784

0,1782

0,1693

0,2134

0,1995

0,4044

0,4289

0,3092

0,3328

0,0470

M m|o0|®|>

0,0967

0,1043

0,0475

0,0530

0,0475

0,0735

0,0450

0,0435

0,0464

0,0468

0,0461

0,0496
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1 2 3 [(PROMEDIO| 10% RANGO

2,9611| 3,0764|3,0687 3,035 0,304 2,732 3,339
2,0398| 1,8209|2,1315 1,997 0,200 1,798 2,197
1,4619( 1,2984|1,4141 1,391 0,139 1,252 1,531
0,8749| 0,8950(0,8146| 0,862 0,086 0,775 0,948
0,5481 0,5825(0,6031f 0,578 0,058 0,520 0,636
0,4480| 0,4593|0,4362( 0,448 0,045 0,403 0,493
0,4416| 0,5185(0,6261| 0,529 0,053 0,476 0,582
0,4954( 0,4366(0,4541| 0,462 0,046 0,416 0,508
0,3554| 0,3649(0,3781| 0,366 0,037 0,330 0,403
0,3606| 0,3367(0,3749| 0,357 0,036 0,322 0,393
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* Se observa una mejor repetitividad.
e AuUn siguen los problemas con los lavados. Posiblemente hay una contaminacién cuando se descarta el
Coating.
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* Se deben seguir realizando practicas de lavado y revelado hasta lograr un revelado aceptable.
e Continuar el pipeteo con las pipetas electrdnicas.
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SEROTIPIFICACION PCR CTDE PCR EN TIEMPO CT DE PCR EN TIEMPO REAL
D MUESTRAS CONVENCIONAL REAL EAE ANALISIS EC ANALISIS
DENGUE 1 DENGUE 2 DENGUE1 |DENGUE?2 DENGUE 1 DENGUE 2
SSH12 POSITIVO 26,26 CONCUERDA 26,3 CONCUERDA
SSH16 POSITIVO 27,6 CONCUERDA 25,1 CONCUERDA
SSH21 POSITIVO 29,8 CONCUERDA 30 CONCUERDA
SSH27 POSITIVO 32 CONCUERDA 29,9 CONCUERDA
SSH35 NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO CONCUERDA NEGATIVO NEGATIVO CONCUERDA
SSH38 POSITIVO FALSO NEGATIVO 27,1 CONCUERDA
SSH42 POSITIVO 31,9 CONCUERDA 32,3 CONCUERDA
SSH44 NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO CONCUERDA NEGATIVO NEGATIVO CONCUERDA
SSH68 POSITIVO 30,68 CONCUERDA 22,5 CONCUERDA
SSH75 NEGATIVO NEGATIVO 35,8 FALSO POSITIVO 33,1 NO CONCUERDA
SSH80 POSITIVO FALSO NEGATIVO 26,7 CONCUERDA
SSH105 NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO CONCUERDA NEGATIVO NEGATIVO CONCUERDA
SSH107 POSITIVO 29,8 CONCUERDA 29,8 CONCUERDA
SSH112 NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO CONCUERDA NEGATIVO NEGATIVO CONCUERDA
SSH114 POSITIVO 34,9 CONCUERDA 27 CONCUERDA
SSH119 NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO [ NEGATIVO CONCUERDA NEGATIVO NEGATIVO CONCUERDA
SSH120 POSITIVO 27,8 CONCUERDA 26,8 CONCUERDA
SSH128 NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO CONCUERDA NEGATIVO NEGATIVO CONCUERDA
SSH130 NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO CONCUERDA NEGATIVO NEGATIVO CONCUERDA
SSH146 NEGATIVO NEGATIVO 37,8 FALSO POSITIVO 33,3 NO CONCUERDA
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RTq-PCR Extraccidn de Alta Eficiencia

Los resultados mostrados en la Tabla permiten por lo tanto construir la siguiente tabla de contingencia de 2x2:
A partir de la Tabla 1 y de la tabla de contingencia se calcularon los siguientes valores:
Concordancia: 80% (20/16)

Sensibilidad: 84%
Especificidad 81% Sensitivity 0.846154

Valor predictivo positivo: 85% o
Specif 0.818182
Valor predictivo negativo: 81% pecificity

For any particular positive test result, t

Condition
Absent Present Totals . True POSItIV? 0.846154
_ (Positive Predictive Value)
Test Positive 2 11 13
Test Negative 5 > 11 False Positive 0.153846
Totals 11 13 24 For any particular negative test result,

True Negative
(Negative Predictive Value) 0.818182

False Negative 0.181818



@ UNIVERSIDAD ACREDITADA DE
U SURCOLOMBIANA | ALTA CALIDAD

RTq-PCR Extraccidn de Alta Eficiencia

Los resultados mostrados en la Tabla permiten por lo tanto construir la siguiente tabla de contingencia de 2x2:
A partir de la Tabla 1 y de la tabla de contingencia se calcularon los siguientes valores:
Concordancia: 90% (20/18)

Sensibilidad: 100% e
Especificidad 81% Sensitivity 1
Valor predictivo positivo: 85% Specificity 0.8181872

Valor predictivo negativo: 100%

For any particular positive test result, t

True Positive
(Positive Predictive Value) 0.846154

Condition
Absent Present Totals False Positive 0.153846
Test Positive 2 11 13 For any particular negative test result,
Test Negative 9 0 9 .
- True Negatlv? 1
Totals 11 11 22 (Negative Predictive Value)

False Negative 0
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INFORME SEMANAL

SARA LUCIA ANGEL

LABORATORIO DE INMUNIDAD E INFECCION

27 de Mayo 2021

icontoc iconuc lonuc INet—
www.usco.edu.co
Vigilada Mineducacion




ACREDITADA DE

SUvéiomiana. | ALTACALIDAD OBJETIVO

Realizar Elisas para deteccion de inmunoglobulinas
totales humanas
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 Pipeta monocanales de 1000, 200, 10 uL y multicanales de 50 y 200 uL (BRAND)
« Buffer salino fosfato (PBS) estéril (Cell Gro, Cat: 20-031-CV)

» Tween 20 10% (ACROS, Cat. 23336-2500)

 Leche descremada en polvo (Slight, Colanta, Lote 7)

 Anticuerpo anti-lgs Humanas Polivalente (Sigma Aldrich, Cat)

* Anticuerpos Anti-IgA, Anti-IgG y/o Anti-IgM Biotinilados (KPL, Cat. 16-10-01, 16-10-02, 16-10-03 )
« Estreptavidina-Peroxidasa (KPL, Cat)

 Tetrametilbenzidina (TMB, KPL, Lote 100610)

« Acido Sulfdrico 2M (MERCK, Cat K38346532)

» Placa de ELISA de 96 pozos de alta afinidad (NUNC, Cat)

 Tubos Falcon de poliestireno 15 ml (BD, Cat: 352099)

» Tubos eppendorf 1.5 ml

» Recipiente para solucion de lavado

 Lector de ELISA ELx 800 (BIO-TEK Instruments)
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1. Cubrir los pozos con Anti-Igs Humanas Polivalente diluido en PBS 1X (1/2000); agregar 70 ul./pozo ¢
incubar toda la noche a 4°C. Se cubren los bordes con 150 uL de PBS 1X.

Dilucion: 1 — 2000 ulL
X 2,310 uL

I x 2,310 1,15 uL de Anti Igs humanas + 2310 uL de PBS 1X
2000

* Se procedid a depositar 70 uL de solucion de la solucion polivalente de Igs humana diluida 1/2000 en
los 30 pozos internos y se cubrio los bordes con 150 ul de PBS 1X.

* Se cubrid la placa con papel vinipel y papel aluminio y se procedio a incubar en la nevera a 4 °C por 14
horas,
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2. Descarto solucion a la placa.
3. Se agrego 150 uL de blotto al 5% a los pozos de reaccion y 150 ul de PBS 1X en los bordes de la placa.

Blotto 5% 2,5 Gr de leche + 50 uL de PBS 1X + 500 uL de tween 20 al 10%.
Incubar a 1 hora a 37°C
4. Descartar la solucion
5. Agrego 70 uL de las muestra diluidas en blotto 2,5% en los pozos segun el mapa.

!

Incubar 2 horas a 37°C
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6. Descartar la solucion.
7. Lavar 3 veces manualmente con solucion de lavado.

PBS 1X +tween 20 al 0.1 %

8. Agregar la sln de Acs secundarios IgG biotinilados diluidos 1/1000 en blotto 2,5 %

Dilucion: 1 1000 uLL
X 3000 uL
I x 3000 3.0 uL de Acs biotinilados IgG + 2997 uL de blotto 2.5 %
1000

Adicionar 150 uL de PBS 1X en los bordes. l
Incubar por 1 hora a 37° C

Descartar solucion y lavar 3 veces con solucion de lavado
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9. Agregar la sln estreptovidina- peroxidasa diluidos 1/1000 en blotto 2,5 %

Dilucion: 1 1000 uL
X 3000 uL
1 x 3000 3.0 uL de estreptovidina- peroxidasa + 2997 uL de blotto 2.5 %
1000

Adicionar 150 uL de PBS 1X en los bordes. ‘
Incubar por 1 horaa 37° C

Descartar solucion y lavar 3 veces con solucion de lavado

10. Agregar 70 uL de TMB a cada pozo: solucion A y solucion B en partes iguales
11. Detener con 17.5 uL de acido sulftrico 2M

volumen final 50 ml 5.4 uL de acido sulftrico puro + 44.6 mL de agua destilada.

12. Leer la placa en lector de Elisa a 450 nm
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Measurement results
25-05-2021 Sara A.skax
25/05/2021 1:52:37 p. m.

Absorbance 1
Wavelength: 450 nm

Plate 1

Abs

I 6 ™M mMmQgO @ >

1
0,0373
0,0431
0,0422
0,1455
0,0500
0,0460
0,0501
0,0488

CALIDAD

2
0,0400
2,7267
2,5424
2,5112
0,1503
0,0495
0,0518
0,0497

3
0,0685
1,1727
1,3886
1,3363
0,1698
0,0501
0,0614
0,0504

4
0,0458
0,9633
0,9040
0,9466
1,1511
0,0587
0,0529
0,0636

5
0,0506
0,7410
0,6124
0,6548
0,5460
0,0486
0,0487
0,0516

6
0,0498
0,3863
0,4249
0,3906
0,1358
0,0467
0,0667
0,0647

7
0,0443
0,3397
0,4504
0,3614
0,1823
0,0454
0,0506
0,0454

8
0,0519
0,2277
0,2289
0,1990
0,1630
0,0501
0,0431
0,0441

9
0,0520
0,2192
0,2333
0,2227
0,2324
0,0508
0,0563
0,0576

10
0,0453
0,1864
0,2367
0,2334
0,1659
0,0489
0,0502
0,0542

11
0,0510
0,3101
0,3540
0,2096
0,3445
0,0480
0,0558
0,0698

12
0,0762
0,0777
0,0454
0,0469
0,0503
0,0487
0,0531
0,0573
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Densidades Opticas (450 nm)
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0.5- ﬁ

0.254 mny

0-125 L] L] L] I L] L] L] l L] L] L] I L] L] L]

Diluciones

O 00N O U1 A WN

10
11

25/05/202
1

2,726
1,1727
0,9633

0,741
0,3863
0,3397
0,2277
0,2192
0,1864
0,3101

2,542
1,3886

0,904
0,6124
0,4249
0,4504
0,2289
0,2333
0,2367

0,354

2,5112
1,3363
0,9466
0,6548
0,3906
0,3614

0,199
0,2227
0,2334
0,2096

0,1503
0,1698
1,1511

0,546
0,1358
0,1823

0,163
0,2324
0,1659
0,3445

PROMEDI
)

3,54
1,58
1,404
0,63
0,466
0,359
0,247
0,22
0,187
0,189

10%

0,354
0,158
0,14
0,063
0,047
0,036
0,025
0,022
0,019
0,019

RANGO
3,186 3,894
1,422 1,738
1,264 1,544
0,567 0,693
0,419 0,512
0,323 0,395
0,223 0,272
0,198 0,242
0,169 0,206
0,17 0,207
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Measurement results
SARA A 26-04-21.skax
26/05/2021 3:09:07 p. m.

Absorbance 1
Wavelength: 450 nm

Plate 1

Abs

I 6O M m g 0O ™ >

CALIDAD

1
0,0461
0,1709
0,0511
0,0644
0,0489
0,0499
0,1302
0,0610

2
0,0474
1,8803
1,9240
1,7638
0,4339
0,0517
0,0634
0,0638

3
0,0423
0,8867
0,8638
1,0076
0,7459
0,0500
0,0530
0,0624

4
0,0448
0,5827
0,6115
0,8876
0,4156
0,0518
0,0689
0,0587

5
0,0479
0,3847
0,4613
0,6663
0,5784
0,0441
0,0591
0,0585

6
0,0450
0,2911
0,3469
0,6936
0,6319
0,0476
0,0588
0,0641

7
0,0455
0,2333
0,2992
0,5605
0,6059
0,0487
0,0612
0,0564

8
0,0444
0,5579
0,9750
0,8443
0,5092
0,0493
0,0631
0,0559

9
0,0680
0,2394
0,2464
0,4312
1,5692
0,0514
0,0816
0,0584

10
0,0513
0,2166
0,2494
0,3485
0,7360
0,0487
0,0699
0,0577

11
0,0718
0,2376
0,2820
0,3205
0,4137
0,0634
0,0638
0,0580

12
0,0493
0,0622
0,0978
0,0950
0,1491
0,0867
0,0722
0,0521
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g r'e hl 26/05/2021
= ) e e e e e FiclB . viiicesasesonesivaseaseiseniesss
e 0.254 9 o 0.280 DO
= Background
0.125 1 2 3 4 PRO(';/IEDI 10% RANGO
. L] L] L I L] L] L] l L] L] L] l L] L] L I
0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 2 1,8803 1,924 1,7638 0,4339 3,666 0,367 3,299 4,032
Diluciones 3 0,8867 0,8638 1,0076 0,7459 2,012 0,201 1,811 2,213
4 0,5827 0,6115 0,8876 0,4156 1,399 0,14 1,259 1,539
5 0,3847 0,4613 0,6663 0,5784 1,036 0,104 0,932 1,139
6 0,2911 0,3469 0,6936 0,6319 0,619 0,062 0,557 0,681
7 0,2333 0,2992 0,5605 0,6059 0,473 0,047 0,426 0,52
8 0,5579 0,975 0,8443 0,5092 0,333 0,033 0,3 0,366
9 0,2394 0,2464 0,4312 1,5692 0,292 0,029 0,262 0,321
10 0,2166 0,2494 0,3485 0,736 0,28 0,028 0,252 0,308
11 0,2376 0,282 0,3205 0,4137 0,291 0,029 0,262 0,32
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+* se observa mal lavado en los pozos control.

** En Hubo una posible contaminacion de los pozos al momento de lavar la placa. Esto pudo
suceder al momento de voltear la placa para descartar la solucion de lavado o al momento de
secar.
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l.

2.

Volver a cubrir la placa de elisas con con Anti-Igs Humanas Polivalente diluido en PBS 1X
(1/2000) y agregar 70 ul./pozo y los bordes con 150 uLL de PBS 1X. Dejar incubando toda la
noche.

Culminar satisfactoriamente los 2 ensayos de elisas que me faltan para la meta.
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ANEXO 5

Informe de validacién del estuche comercial Allplex™
Seegen, presentado a la Secretaria de Salud
Departamental del Huila en el formato de gestion de calidad
de la Universidad.

Vigilada Mineducacién
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@ www.usco.edu.co / Neiva - Huila € Linea Gratuita Nacional: 018000 968722
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RCOLOMBIANA Carlos Fernando Narvaez Rojas <cfnarvaez@usco.edu.co>

Allplex SeeGene

1 message

Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co> Wed, Apr 21, 2021 at 7:35 PM
To: Maria Clemencia Charry <clemencia_charry@yahoo.es>, lilivallejopolanco@hotmail.com, Leidy Johanna Alvarez Diaz
<leidyal0726@gmail.com>, lorena.plazas@gmail.com

Hola a todas, espero se encuentren bien.

Adjunto el informe de verificacion interna del estuche comercial Allplex - SeeGene. Esperamos apoyarlas de nuevo
desde el lunes.

Espero comentarios/sugerencias.
Saludos,

Carlos F. Narvaez MD., Ph.D.

Jefe Division de Inmunologia
Departamento de Pediatria y Basicas

Programa de Medicina
Universidad Surcolombiana

E VALIDACION ALLPLEX SEEGENE.pdf
1695K

https://mail.google.com/mail/u/0?ik=8174a6fadb& view=pt&search=all&permthid=thread-a%3Ar-3259105155548767118%7Cmsg-a%3Ar-3257452672332082990&...  1/1
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NOMBRE
LABORATORIO:

LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD (I&I LAB) - DIVISION DE
INMUNOLOGIA - FACULTAD DE SALUD — UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA.

FECHA: 15 DE ABRIL DE 2021

CUARTO INFORME DE VALIDACIQN DE AMPLIFICACION DE MUESTRAS
CLINICAS DE HISOPADO NASOFARINGEO DE PACIENTES SARS-CoV-2: KIT
ALLPLEX™ 2019-NCOV (CASA COMERCIAL SEEGENE)

NOMBRE DEL INFORME:

EQUIPO DE TRABAJO DE SARS-CoV-2, UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA -

PRESENTADO POR: FACULTAD DE SALUD — LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD.

' CARGO: BACTERIOLOGOS, MEDICOS Y JEFE DIVISION DE INMUNOLOGIA

FAMILIALIZARCE CON LA METODOLOGIA DE BIOLOGIA MOLECULAR DEL
PROTOCOLO ALLPLEX™ 2019-NCOV PARA LA IDENTIFICACION DE SARS-CoV-2
REPRODUCIENDO LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR LAS TECNICAS
VALIDADAS ANTERIORMENTE EN OTROS LABORATORIOS.

OBJETIVO DEL INFORME:

1. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS

VERIFICACION TECNICA RT-qPCR SARS-CoV-2 USANDO EL ESTUCHE COMERCIAL ALLPLAX™ DE
LA CASA COMERCIAL SEEGENE

Seleccion de muestras:

Se seleccionaron 20 muestras POSITIVAS y 20 muestras NEGATIVAS (40 en total), que habian sido
previamente caracterizadas en el I&I Lab por las técnicas ya validadas como el protocolo Berlin-Charité.

Estas muestras se encontraban almacenadas desde el momento posterior a su analisis a -70°C hasta la fecha.
Una vez seleccionadas, se llevaron a la zona de contencion y desembalaje adecuada provisionalmente por la
Universidad Surcolombiana en su Facultad de Salud, se revisaron una a una las muestras para verificar que
tuvieran el volumen necesario para su analisis bajo las condiciones de bioseguridad recomendadas por el
Ministerio de Salud y el Instituto Nacional de Salud. Para mayor claridad se muestran los cddigos internos de
los especimenes seleccionados en la siguiente tabla:

Tablal. Especimenes seleccionados previamente caracterizados por las técnicas validadas en el I&I Lab.

IS2009NEGATIVO 1S2086 POSITIVO IS2156 NEGATIVO 1S2257NEGATIVO
IS2010NEGATIVO 1S2091 POSITIVO 1S2170POSITIVO 1S2263 POSITIVO
IS2011NEGATIVO 1S2092POSITIVO IS2174NEGATIVO 1S2265POSITIVO
1S2014POSITIVO IS2093 POSITIVO IS2178 NEGATIVO 1S2267POSITIVO
IS2039NEGATIVO IS2119POSITIVO IS2186 NEGATIVO 1S2270NEGATIVO
IS2055NEGATIVO IS2121 NEGATIVO [S2187NEGATIVO 1S2273NEGATIVO
IS2060NEGATIVO 1S2123POSITIVO 1S2237POSITIVO IS2844 NEGATIVO
1S2075POSITIVO 1S2125POSITIVO 1S2242 NEGATIVO IS2280NEGATIVO
IS2080NEGATIVO 1S2127POSITIVO 1S2248 POSITIVO 1S2737POSITIVO
1S2084 POSITIVO IS2139POSITIVO [S2252 NEGATIVO [S2831POSITIVO

Vigilada Mineducacion
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestién de Calidad. La copia o impresién diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
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Extraccion de RNA desde las muestras clinicas: Técnica de perlas magnéticas automatizadas:

Se adiciona 200 pL de cada una de las muestras en la gradilla de extraccion asignadas del dispositivo
KingFisher Flex, se inactivaron con proteinasa K y se le afade 10uL de RP-V-IC. La mezcla “binding” y la
dilucion del Etanol se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante siguiendo del protocolo como se observa
en la Tabla 2, calculdandose el volumen necesario de reactivos para un analisis total de 42 muestras (sumando
los dos controles del ensayo).

Imagen 1. Mapa de trabajo del proceso de extraccion de RNA.

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
l S I LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD g g g O
HOJA DE TRABAJO DE EXTRACCION RNA
[ [ MI-INV-LAB-FO-36 VERSION 1 ST 2020 | PAGINA 1DE1
TECNICA: PERLAS MAGNETICAS MANUAL BEADS LOTE: 00959671 |F.V: 2021-08-31
NOMBRE DE LA PRUEBA: MAGMAY ELUTION LOTE: 2009094 |F.V: 2021-03-07
RESPONSABLE: ADRIANETH CASTAREDA FECHA DE REALIZACION: 15-04-2021
b O J U
A 152080 12119 152174 12257 152737
B 152075 152121 152178 152263 152831
c 152009 152020 1s2122 152186 152265 152850
D 152010 152034 152125 152187 152267
E 152011 152086 152127 152237 152270
F 152014 152091 152139 ISzzdz 152273
152039 152092 152156 152248 152344
G
H 152055 152093 152170 Iszzsz 152230
ViqiladaMineduzacién
Laverridnvigente y controladade orte documento,rolopodrdrer conrultada atravir delritiouch Inrtitucional uuu.urco.cdu.co, link Sirtema Gortidn de Calidad. La copianimpresidn diferente alapublicada,rord
<onrideradacomodocumentono controlado yruwro indebido noordererponrabilidad de laUniverridad Surcolombiana.

Luego de preparar el binding buffer se adiciond a la placa con las muestras, 275 uL/pozo de mezcla Binding.
En un segundo plato se adicionaron a cada pozo teniendo en cuenta la cantidad de muestras analizadas, 500
uL de solucién de lavado (Wash buffer), en un tercer plato 500 pL de etanol al 80% y en un cuarto plato se
adiciond 50 pL de buffer de elucidon. Los célculos para la preparacién de Binding y el Etanol al 80% se
presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Calculos de los volumenes de reactivos usados para el aislamiento del RNA.

44 muestras

Etanol al 80%: 17,6 mL de Etanol Absoluto + 4,4 mL de H,O libre
de RNAsa

Vigilada Mineducacion
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indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.
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Mezcla binding buffer: Para una muestra: 265 pL | 11,660 L Binding + 440 L Beads
+ 10 pL

La placa fue procesada automatizadamente en el KingFisher Flex, obteniéndose un volumen final de elucién de
50 pL de cada una de las muestras.

Amplificacion por RT-qPCR

Se realiza amplificacién usando el estuche comercial Allplex™ 2019-nCoV Assay, Lote: RP4520HC9, con fecha
de vencimiento del 26 de abril de 2021, que viene provisto de: 2019-nCoV MOM, RNase-free water, 5X Real-
time one-step buffer y Real time one-step Enzyme que fueron mezclados por el equipo del Lab I&I como se
recomienda en el inserto del estuche comercial. A continuacidn, se muestra la mezcla de las dos soluciones por

muestra:

ALLPLEX 2019-nCoV Assay

44
Componentes Vol pl/1Rx vz:::‘/t;?:al
RNase-free water 5 220
2019-nCoV MOM 5 220
5X Real-time one-step buffer 5 220
Real-time one-step Enzyme 2 88

Se usaron 42 pozos de la placa de RT-qPCR, correspondiente a: 1 control negativo y 1 Control Positivo que
vienen en el Kit. Se realiza el calculo del Mix para 44 muestras como se observa en la Imagen 2:

Imagen 2. Hoja de Trabajo Amplificacion RT-qPCR

Vigilada Mineducacion
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestién de Calidad. La copia o impresién diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.



UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
LABORATORIO INFECCION E INMUNIDAD biCl’)x

150 9ox cu‘

INFORME GENERAL
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MI-INY-LAB-FO-37 YERSION BT $YIGEHCIA
RT-PCR SASR Co¥-2
Hombre de Ia Amalista: Picdad P. Inicio de Procezamicento:
Kit: 2019 a-Co¥ Aszay Lote Mo.: RP4520 Hora: Temperatura: Humedad:
Fecha de vencimieato: 26 DE ABRIL DE 2021 Terminacion del Procesamienato:
Fecha de Realizacién del Enzayo: 15-04-2021 Hora: Temperatura: Humedad:
Gen E
D

<-pos 1s20E8 152443 152474 152257 152797

<-HEG 152075 152424 152478 152263 152031

[TTITT] 1szen 152423 152488 152265 152058

152048 1szene 152425 152407 152267

u

152044 1szenE 152427 152237 152278

152044 152034 152433 152242 152273

152033 152082 152456 152248 152044

152055 152033 152478 152252 152208
OBSERYACIONES:

Vigila aite

Linrraibnniqgralr quaalralididrralr dassmrale, snlapadriarrannnallodaslrinfadelailiourkl wuu.ssss.rde.sn, ek Sialrms Gralifa dr Culidud. Lannpisnimprraite diF lr alapablinsds, ares

En cada uno de los pozos se agregd 17 L del Mix. Luego de esto, se tomd directamente la muestra de la placa
de elucién en donde se encuentra el RNA aislado y se aplicaron en cada pozo que contenia los 17 pL del mix
de RT-gPCR, 8 pL de RNA purificado de cada uno de los pacientes (para un volumen total de 25ul) o del
control negativo y del control positivo (estos dos Ultimos suministrados por el Kit Allplex™ 2019-nCoV Assay)
llegando a un volumen final de 25 uL/pozo. Se sellaron y se colocaron en el equipo QuantStudio5 para realizar
RT-PCR en tiempo real. El termociclador fue programado segun las indicaciones del inserto del kit Comercial
como se observa en la Imagen 3.

Imagen 3. Condiciones del Ciclo

1 50T 20 min
2 1 95T 15 min
3 94T 15 sec
45
4* 58T 30 sec
5 GOTO Step 3, 44 more times

Vigilada Mineducacion
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Lectura e interpretacion de resultados

Los resultados fueron exportados directamente a nuestra nube de datos de Thermo Fisher y desde alli, todo el
grupo de trabajo realizo la interpretacion de cada una de las muestras.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para determinar el resultado POSITIVO o NEGATIVO fueron las
indicadas por el inserto del estuche comercial Allplex™ 2019-nCoV Assay. Segun recomendaciones para la
interpretacién de los resultados obtenidos con este estuche comercial, una muestra se considera POSITIVA, si
el valor Ct obtenido es menor de 40 y el control Interno muestra o no una grafica de amplificacién (ya que en
ocasiones la deteccion del control interno no es necesaria porque la presencia de un alto nimero inicial de
copias del acido nucleico diana puede causar una amplificacién preferencial de esta ultima), ademas de la
amplificacion de los tres genes virales detectados por el estuche.

Una muestra se considera NEGATIVA, si no se detecta curva de amplificacién por encima del threshold y el
control interno[VIC] si la presenta. La inhibicién de la reaccién de PCR puede ser excluida por la amplificacion
del control interno. Debido a que el estuche proporcional una opcidon mdultiplex para la deteccién de 3
marcadores virales simultaneamente (gen RdRP [ROX], gen N [Cy5] , gen E [FAM] ), cada uno detectado con
fluorocromos diferentes, los valores de threshold de deltaRn que se tomaron para el analisis basados en los
valores obtenidos al comparar las muestras conocidas positivas y negativas fueron:

ROX: 10,000

CY5: 50,000

FAM: 25,000

VIC: 300 (Control interno)

Con estos criterios se procede al analisis de cada uno de los resultados, aca mostraremos los controles C-POS,
C-NEG, los cuales son los que le dan valides a la corrida actua

Control Positivo:

ifi i We Sample Nam Dyes
) Amplification Plot Well  Sample Name  Target Nan Task Y Cr

10000000

1 Al CONTROLP. ©f UNKNDWN  VIC-None 33125
1 A CONTROLP. GENE UNKNOWN  FAM-None 19929
1 Al CONTROLP. GENN UNKNOWN  C¥6-Nane 17023
1030200 1 Al CONTROLP. RdRp UNKNOWN  ROX-None 20282
2 A2 152060 (=] UNKNOWN VIC-None 3492
i S ————— 2 A2 152060 GENE UNKNOWN FAM-None 29395
= 3 :2 A2 152090 GEN N UNKNDWN  GYoS-Nane 30230

& 1oomoo | S S === H

g r
&7 s o 2 A 182060 RaRp UNKNOWN ~ BOX-None 30408
/
e 2 3 a3 152119 o UNKNOWN  VIC-None Undeter
/ / /
/ / 3 A3 Is2119 GENE UNKNOWN  FAM-None 30324
1000 / / ;
/ / 7 3 A3 Is2ne GENN UNKNOWN  CY5-None  27.286
/ /
/ 3 a3 B9 RdFp UNKNOWN  ROX-None 81238
—— / / S T 4 A4 182174 [v] UNKNOWN  VIC-None Undeter
s Ls : R Iy 3 vy e %N P = 1 Y] A = ~ ~ s r 4 A% 182174 GENE UNKNOWN ~ FAM-None  Undeter
Cyele

4 A4 1s21T4 GENN UNKNOWN  CY5-None  Undeter

W Wcoenn WoENE B REp
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Se observa que los genes targets N, E, RdRP y el CI tienen un valor de Ct menor de 40 y se encuentran por
encima del threshold, lo que valida el resultado como POSITIVO

Control Negativo:

Viel  Sample Name  Tarel Name Task Dyes
Amplification Plot St b '
10000000
12 B CONTROLN.. CI UNKROWN  VIC-Nooe Undeter..
13 BL CONTROLN. OENE UNKNOWN  FAM-None Indeter
13 Bt  CONTROLN. GENN LRIKNOWN  CYS-Nane  Undeter
e 13 Bl CONTROLN  Rdfp UMNKNOWN  ROX-None  Undeter
4 B2 182075 C LNKNOWN  VIC-Nane 20684
14 B2 152075 GENE UNKNOWN  FAM-None 24080
< 1M B2 182076 GENN UNKNOWN  CY5-None 23579
o 100000 {
=
14 B2 12075 RdRp UNKNOWN  ROX-None 26734
15 82 18021 c UMKNOWN  VIC-Naoe 32 606
15 B3 sz OENE UNKNOWN FAM-Nne Undeter..
caco
15 B3 1sn2 BENN LOIKNOWN  CYS-None  Undotor
15. 82 RdRp UNKNOWN ROX-None Undeter_.
s = T 16 B4 152178 o UNKNOWN  VIC-None 40.270
e T T T T T T T T A " 16 B4 Isu7e GENE UNKNOWN  FAM-Noe  Undéter_.
Cycle
16 B4 152178 GENN UMKNOWN  CY5-None Indater

Mo Bceenn MGeENE M AdRp

En este resultado se puede observar que ninguno de los cuatro genes GEN N, el Gen E y el gen RdRP no
superan el threshold como se esperaba, validandolo como resultado NEGATIVO. Fluorescencia emitida por el
control interno tampoco fue detectadas en esta condicién. Debe ser reportado que en soélo una pequefia
fraccion de los pozos analizados se encontrd sefial proveniente del control interno, asi que hubo una falla en
ese marcador a la que no se le encontrd explicacién. Es de notar, que este ensayo fue disefiado y validado
originalmente por la casa comercial usando otros dispositivos de tiempo real diferentes al disponible en el I&I
Lab. Sin embargo, las muestras previamente caracterizadas como positivas tuvieron sefal de expresion de los
3 genes virales evaluados por el estuche comercial y en 18 de las 20 muestras previamente caracterizadas
como negativas, no se encontrd expresion de ningun gen viral. Estos hallazgos seran tratados en la seccién de
resultados.

Teniendo los controles del experimento, se reporta como interpretable.

Se inicia el analisis de los resultados de los pacientes cuyos resultados fueron los siguientes:

Tabla 3. Comparacion de resultados generados en el laboratorio con los diferentes métodos que estan
validados

RESULTADOS ALLPLEX

BERLIN-CHARITE

121 LAB ANALISIS

GEN E GEN N GEN RdRP | INTERPRETACION
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CODIGO MI-INV-LAB-FO-29 WV=;EIOJYM 1 IAVEIS.N 2020 |BENETINE
1S2009 | NEGATIVO | 152009 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
152010 | NEGATIVO | 152010 | pOSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO NO CONCORDANTE
1S2011 | NEGATIVO | 152011 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
152014 | posITIVO |!S2014 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
1S2039 | NEGATIVO | 152039 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2055 | NEGATIVO | 152055 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2060 | NegATIVO [ 152060 | posiTIVO | POSITIVO | NEGATIVO POSITIVO NO CONCORDANTE
1S2075 | posiTivo [ 152075 | posiTivo | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
1S2080 | NEGATIVO | 152080 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
12084 | posITIVO |!S2084 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
12086 | posITIVO |!S2086 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
152091 | posITIVO |!S2091| POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
152092 | posTIVO |!S2092| POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
152093 | posITIVO |!S2093 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
IS2119 | posiTIVO |!S2119 | NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO POSITIVO CONCORDANTE
152121 | NEGATIVO | 152121 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
152123 | posiTIvVO |!S2123 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
152125 | posiTIvo |182125 | posITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
182127 | posiTIvo |!82127 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
152139 | posiTivo [1S2139 | posiTivo | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
1S2156 | NEGATIVO | 152156 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
152170 | posiTIVO |1S2170 | POSITIVO | POSITIVO | NEGATIVO POSITIVO CONCORDANTE
IS2174 | NEGATIVO | 1S2174 | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2178 | NEGATIVO [ 1S2178 | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2186 | NEGATIVO | 1S2186 | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2187 | NEGATIVO | 1S2187 | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2237 | POSITIVO |1S2237 | POSITIVO | POSITIVO | NEGATIVO POSITIVO CONCORDANTE
1S2242 | NEGATIVO [ 1S2242 | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2248 | POSITIVO |1S2248 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
1S2252 | NEGATIVO [ 1S2252 | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
IS2257 | NEGATIVO | 192257 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2263 | posiTIvO [ 152263 | posiTIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
12265 | posiTIVO |!S2265 | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
IS2267 | posITIVO |!S2267 | POSITIVO | POSITIVO | NEGATIVO POSITIVO CONCORDANTE
152270 | NEGATIVO | 152270 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
12273 | NEGATIVO | 152273 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
1S2844 | NEGATIVO | 152844 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE
152280 | NEGATIVO | 152280 | NEGATIVO [ NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO CONCORDANTE

Vigilada Mineducacion
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestién de Calidad. La copia o impresién diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.
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IS2737 | posiTivo |1S2737 | posITIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE
152831 | posiTIVO |!S2831 | PosiTIVO | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO CONCORDANTE

Los resultados mostrados en la Tabla 3, permiten por lo tanto construir la siguiente tabla de contingencia de
2X2:

Allplex Seegen
| Positivo | Negativo | Total
Berlin-Charité | Positivo 20 0 20
Negativo 2 18 20
Total 22 18 40

A partir de la Tabla 1 y de la tabla de contingencia se calcularon los siguientes valores:

Concordancia: 95% (38/40)

Sensibilidad: 100%

Especificidad 90%

Valor predictivo positivo: 90%

Valor predictivo negativo: 100%

Validez: 95%

Indice Kappa de Cohen: 0.9 Muy buena correlacion.

Con esta cuarta validacion se espera incorporar la técnica a nuestros protocolos para iniciar analisis de
muestras de la regidon como apoyo al Laboratorio de Salud Publica Departamental, tan pronto como posible.

s ,lﬁ\aecL@we &

Nombre: Carlos F. Narvaez

Jefe Divisidon de Inmunologia
cfnarvaez@usco.edu.co

Facultad de Salud — Universidad Surcolombiana

Nombre: Adrianeth Castafieda Quevedo
Bacteridloga Lab. I&I
adrianeth.castaneda@usco.edu.co

Facultad de Salud — Universidad Surcolombiana

Vigilada Mineducacion
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Sistema Gestién de Calidad. La copia o impresién diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.
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Probabilities

Values entered:

Distributions Condition
Frequency Data Absent |Present|Totals
Proportions Test Positive 0 20 20
Ordinal Data Test Negative 18 2 20
Correlation & Totals 18 22 40
Regression
t-Tests &
i:;siures Estimated | 23% Co'nﬁ.dence Intel.'vafl
Value Lower Limit | Upper Limit
ANCOVA
Miscellanea Prevalence 0.55 0.38659 0.703969
HOME Sensitivity | 0.909091 | 0.693756 0.984096
Specificity 1 0.781244 1
For any particular test result, the probability that it will be:
Positive 0.5 0.340633 0.659367
Negative 0.5 0.340633 0.659367
For any particular positive test result, the probability that it is:
True Positive 1 0.799547 1
False Positive 0 0 0.200453
For any particular negative test result, the probability that it is:
True Negative 0.9 0.668723 0.982487
False Negative 0.1 0.017513 0.331277
likelihood Ratios:
[C] = conventional
[W] = weighted by prevalence
Positive [C]| Infinity NaN Infinity
Negative [C]| 0.090909 | 0.024251 0.340789
Positive [W]| Infinity NaN Infinity
Negative [W]| 0.111111 | 0.029514 0.418301
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ANEXO 6

Boletin epidemiologico COVID-19 del 09 de marzo 2021
emitido por la Secretaria de Salud Departamental y la
Gobernacion del Huila que soporta el cumplimiento de meta
del 1&I Lab de la Universidad Surcolombiana en cuento a
numero de test realizados en poblacion del Huila.
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BOLETIN EPIDEMIOLOGICO Covid-19

al e LABORATORIO DE SALUD PUBLICA DEL HUILA

Departamental Marzo 09 del 2021

TABLA 1. Relacion de muestras

TABLA 4. Muestras procesadas RT-PCR con sospecha Covid-19
Acumulado Ultimas 24 Horas NEGATIVO | INDETERMINADO | POSITIVO | EN PROCESO
Muestras tomadas en el LSPH 1757 26 Muestras procesadas en el LSPH 82 0 10 67
Muestras recibidas de la red de laboratorios 6561 84 Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e Inmunidad U.
Total de muestras 8318 110 Surcolombiana - Colaborador 0 0 0 0
Total de muestras procesadas RT-PCR 82 0 10 67

TABLA 5. Muestras procesadas prueba Antigeno

TABLA 2. Relacion de muestras procesadas Antigeno : NEGATIVO POSITIVO
- LI EE LI e |k Muestras procesadas en el LSPH en las ultimas 24 Horas 1 0
Pruebas de Antigeno procesadas en el LSPH 391 1 Muestras procesadas en el LSPH acumulado 287 104
Total de muestras procesadas prueba Antigeno 288 104
TABLA 3. Relacion de muestras procesadas RT-PCR
A Ultimas 24 Horas 110 muestras fueron ingresadas en el Laboratorio de Salud Publica
Muestras procesadas en el LSPH 5689 92 del Huila en las ultimas 24 Horas dentro de las cuales se tomaron 26
Muestras procesadas por el Lab. Infeccidn e en el LSPH. Se procesaron 92 RT-PCR en el LSPH, incluyendo 49
Inmunidad U. Surcolombiana - Colaborador 2580 0 muestras que iniciaron proceso el dia 2021-03-08.
Total de muestras procesadas RT-PCR 8269 92

En las ultimas 24 horas se proceso 1 prueba de Antigeno en el LSPH
en pacientes sintomaticos.

Fueron identificados 10 nuevos casos para Covid-19 en las ultimas 24
horas en el LSPH.

. =
.
GOBERNACION DEL HUILA ,H"U‘J_A,
Luis Enrique Dussdn Lopez
GOBERNADOR C]ZE(E

©)
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Carlos F. Narvaez
Resaltado
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ANEXO 7

Infografia con informacioén de las actividades del proyecto y
sus beneficios e impacto brindado a nivel regional. Esta
infografia fue enviada al INS para posible publicacién,
siguiendo su solicitud. Los respectivos créditos a la fuente
de financiacion fueron registrados.
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& o Division de Inmunologia

Laboratorio colaborador

I Antes de la colaboracion con la Secretaria de Salud Departamental del Huila

PERSONAL - INFRAESTRUCTURA

“\l

Coordinador MD. Ph.D.
Bacteridloga

Técnico de laboratorio
Médica rural

Citometria de flujo PCR-tiempo real PCR-convenc. Luminex

El I&l Lab contaba con infraestructura para estudios de Inmunologia celular de
enfermedades infecciosas aunque con baja disponibilidad y experiencia en

I Momento del cambio métodos basados en biologia molecular.

Colaboracioén

| & I;»l/ Consecucion :>
1 Al de fondos
l\\‘l;’l l‘\:ll)/\l) SECRETARIA DE SALUD
SURCOLOMBIANA  DEPARTAMENTAL DEL HUILA

I Estado actual

- c
AVALINS g S 26 diciembre 2020
s

1&l Lab
USCO

INICIO DEL DIAGNOSTICO 28 diciembre 2020

PERSONAL - INFRAESTRUCTURA NUEVA - CAPACIDAD OPERATIVA ACTUAL

= Capacidad de andlisis inicial:
l i Termociclador en E ! 30 muestras/dia
. e tiempo real -
Coordinador MD. Ph.D. e — i
. e ———— wmal Sty
Bacterlologa M.Sc. (4) Lector de microplacas Divisisd Extraccion automatizada
multimodo automatizado de RNA/DNA

Técnico de laboratorio (2)
Médica rural en investigacion
Médica interna — Inmunologia
Asistente administrativa

Capacidad maxima:
220 muestras/dia

, . ﬂ

, 2,850 especimenes
analizados ene-abril
2021

Red diagnéstica COVID-19

Incubadoras con CO;

I Fuentes de financiacion

Utracongelacion

s> 8 E| conocimiento Minclencis
- inciencias
% es de todos

HuilA

GOBERNACION DEL HUILA (ECE SURCOLOMBIANA

Sistema General de Regalias Departamento del Huila
proyecto cédigo BPIN: 2020000100145. USCO - VIPS
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ANEXO 8

Ensayos de RT-gPCR para SARS-CoV-2 realizados a
Médicos Internos como requerimiento de ingreso al Hospital
Universitario de Neiva, abril 2021. Apoyo a personal de
salud asistencial del departamento.
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2-1-04-DECANATURA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
MEMORANDO No. 0091

Neiva, 2 de marzo de 2021

PARA: Dr. CARLOS FERNANDO NARVAEZ ROJAS
Coordinador
Laboratorio de Infeccion e Inmunidad

DE: JULIO CESAR QUINTERO VIEDA
Decano

ASUNTO: Solicitud

Cordial saludo:

Teniendo en cuenta que el préximo 01 de abril de 2021 ingresan a realizar su afio
de Internado Rotatorio 56 estudiantes del Programa de Medicina de la Universidad
Surcolombiana, y atendiendo a los requisitos que para su ingreso ha determinado
el Hospital Universitario "Hernando Moncaleano Perdomo”; de manera respetuosa
me permito solicitarle se estudie la posibilidad de que el Laboratorio de Infeccion e
Inmunidad en el marco del convenio que se esta desarrollando con la Secretaria de
Salud Departamental, realice prueba PCR para SARS-CoV2 a los estudiantes en
mencion previo al ingreso a sus practicas.

Agradezco su gestion y pronta respuesta.

Atentamente,

bod

JULIO ZESAR QUINTERO VIEDA
Decano

Proyecté: Diana M. Quintero

9 Sede Administrativa / Cra. 5 No. 23 - 40 C PBX: 875 3686
@ www.usco.edu.co / Neiva - Huila Q Linea Gratuita Nacional: 018000 968722 | e oscowmmS
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5/4/2021 Universidad Surcolombiana Mail - Realizacién de andlisis de RT-qPCR SARS-CoV-2 a los nuevos Médicos Internos por parte de la Division de Inmunol...

sﬂmc“‘c‘;mmmm Carlos Fernando Narvaez Rojas <cfnarvaez@usco.edu.co>

Realizacién de analisis de RT-gPCR SARS-CoV-2 a los nuevos Médicos Internos por parte de la Division de Inmunologia
1 message

Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co> Thu, Mar 18, 2021 at 4:53 PM
To: facultad ciencias de la salud usco <facsalud@usco.edu.co>
Cc: julio cesar quintero vieda <juliocesar.quintero@usco.edu.co>, programa de medicina fcs - usco usco <medicina@usco.edu.co>

Hola Decano,

Como la Unica seccién de la Universidad avalada por la Secretaria de Salud Departamental y el Instituto Nacional de Salud para realizar ensayos moleculares de COVID-19 (como
Division aliada de la Secretaria de Salud Del Huila), la Divisién de Inmunologia dentro de su responsabilidad social apoyara la realizacion de los ensayos de RT-gPCR para deteccion de
SARS-CoV-2 a los nuevos Médicos Internos, cubriendo los costos que esto implica. La fecha que se propone para esto es el viernes 26 de marzo. Esta fecha se debe a que la

siguiente semana corresponde al receso de semana santa y tanto personal de planta como varios miembros adicionales de la Division, no estaran disponibles por sucesos como la
terminacion de su contrato, asi que durante esa semana no contaré con el personal necesario.

El plan es el siguiente:

1. Toma de hisopados nasofaringeos: viernes 26 de marzo 6:00am a 9:00am. Se dividiran a los estudiantes en 3 grupos citados a diferente hora para evitar aglomeraciones.
2. La toma de la secrecioén nasofaringeo se hara en la zona de contencién de la Divisién (antiguo Biotério).

3. Cada estudiante debera llegar con la ficha epidemioldgica impresa y diligenciada. Antes de la toma del espécimen, cada estudiante debera entregarla a un miembro asignado del
equipo (la ficha epidemioldgica en formato PDF la adjunto en este mensaje para su difusion).
4. Los resultados impresos los podran reclamar con la sefiorita Sara Bolivar, quien es Médica Interna especial en Inmunologia y hace parte de la misma promocién.

Cualquier inquietud, no dude en contactarme,

Cordialmente,

Carlos F. Narvaez MD., Ph.D.
Jefe Divisiéon de Inmunologia
Programa de Medicina
Facultad de Salud

2 attachments

@ COVID19 INTERNOS.pdf
271K

'EI 346_IRA_virus_nuevo_2020.pdf
460K

https://mail.google.com/mail/u/0?ik=8174a6fadb& view=pt&search=all&permthid=thread-a%3 Ar-6389189605046364518%7Cmsg-a%3 Ar-134105425631975359&si. ...
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N°[Cédula  [Apellido Nombre  [Protocolo  Resultado
e B Eesro oo [

e liorsaeas BAUTISTA CRUZ ‘;r;m MARIA :ﬁégﬂﬁffae i Negatio

t 1075284672 |BAZURTOROA  |RAUL EMILIO ’gﬁ;’;’i{f% T ke
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B 1083869593 ’EIAZ ROSALES fgggg: E:;’;gi;ﬂin Negativo

16 1080296417 [DURAN MEDINA m‘gggsﬁ —g:a‘:?éﬁg;n—;: Negativo
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/ Q UNIVERSIDAD
l l SURCOLOMBIANA ALTA CALIDAD
N;'h“*i : Retalucign 11233 /2018 - ME
1110588366 |GONZAL JULIAN RT-PCR Negativo
EZ AVILES |camiLo Charité- Berlin
22 GUTIERREZ [RT-PCR Negativo
1075 g
280030 |oNzALEZ JUAN CAMILO |- - Berlin
23 GUTIERREZ MARIA RT-PCR ’Ne ativo
1075307 ¢
330 \yarRGAS CAMILA Charité- Berlin
» "
24 1075299816 | ZQUIERDO DAVID RT-PCR Negativo
CORDOBA CAMILO Charité- Berlin
25 LOZANO RT-PCR Negativo
107 )
3293640 |5 0RIGUEZ JUANFELIPE |~y rité- Berlin
26 - - DIEGO RT-PCR Negativo
1083899899 [MUNOZMUNOZ | 2Eni oo (S e
27 KAROL RT-PCR Negativo
1075312829 [NOCUAROLDAN  [KaROL | S
28 ORDONEZ BELCY RT-PCR Negativo
1082779661 |\3NCAYO LORENA Charité- Berlin
Izg 1075305169 |ORTIZ CAVIEDES |JULIAN DAVID EI‘P.C.R _ [Negativo
arité- Berlin
30 ASTRID RT-PCR Negativo
1079184511 ORTIZ GUARACA {STRID s it
31 OSPINA RT-PCR Negativo
1075294378 |00 R boR LEONARDO |31 ER.
32 PALACIOS RT-PCR Negativo
1075316824 | oA DERON NICOLAS Charité- Berlin
33 1082778414 |PENA LOPEZ YADIRA LUCIA g.p_c_n _ [Negativo
arité- Berlin
134 GLORIA RT-PCR Negativo
1075301964 PLAZAYAGUE | \WGEIICA  (Charité- Berlin
35 JOSE RT-PCR Negativo
1075317888 [PUCCINY CORTES [10S% il -
36 KAREN RT-PCR Negativo
1075298669 |QUIROGA MEDINA [KAREN e
37 MARIA RT-PCR Negativo
1003811645 [RAMIREZLOPEZ  |croNANDA  (Charité- Berlin
38 RODRIGUEZ IROSA RT-PCR Negativo
1075319519 |gepmED VALENTINA  [Charité- Berlin
== FEDERICO  |RT-PCR Negativo
'1075224538 ROMERO RAMIREZ ' A s s
MARIA RT-PCR Negativo
r‘“‘ 1077872945 |RUIZ SUAREZ R e
1 MARIA RT-PCR Negativo
"' 1075316699 |SEDANO VIDARTE \0%H - RTRCR "
2 SENDOYA RT-PCR Negativo 3
"" 1075315651 [5)-poae ’]ESUS DAVID (G mERe :
r—r p——— i m—  ——— r—e - B_'
f43 1075306807 [TOVAR PUELLO  |NICOLAS RT-PCR INegativo C
Charité- Berlin
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UNIVERSIDAD DIVISION DE INMUNOLOGIA - MEDICINA ACKEDVEADA B2

SURCOLOMBIANA ALTA CALIDAD
NHW T :rliUJ_IL-LO — — - ———- I._;_.I__. I ! I
1075305081 RT-PCR Iﬁegatwo
CAICEDO ‘ANDERSON (Charité- Berlin
" — o
1075297184 |URUENA SABOGAL {Eg%"ﬁ _— it . ‘Nega""'"
46 VARGAS MARIA [RT-PCR " INegativo
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Ensayos realizados en el Laboratorio de Infeccion e Inmunidad (I&! Lab) de la Division de
Inmunologia — Programa de Medicina — Universidad Surcolombiana, en el marco del
proyecto de Investigacion financiado por el Sistema General de Regalias codigo BPIN
2020000100145 de alianza entre la Gobemacion del Huila y la Universidad Surcolombiana.
El 1&I Lab es un Laboratorio colaborador de la Secretaria de Salud Departamental del Huila,
avalado por el Insituto Nacional de Salud (INS). Los anteriores resultados fueron registrados
en el sistema de registro Nacional de pacientes y resultados SISMUESTRAS (dentro de las
primeras 12h de tomados los especimenes) y enviados a cada uno de los Médicos Internos
oportunamente.
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ANEXO 9

Protocolo de la RT-PCR convencional de serotipificacion de
DENV1-4. Este documento fue presentado y registrado en
el sistema de calidad de la Universidad Surcolombiana.
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PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDARIZADO PARA IDENTIFICACION
DE DENGUE
CODIGO MI-INV-LAB-PR-13 1 2020

1. OBJETIVO

Describir la metodologia que el Laboratorio de Infeccidon e Inmunidad empleara para la extraccion del RNA viral a partir de Plasma para realizar
la amplificacion por RT-PCR CONVENCIONAL para la deteccidn del virus para DENGUE Virus.

2. ALCANCE

Este procedimiento aplica a todas las muestras que ingresen para DENGUE al Laboratorio de Infeccion e Inmunidad, para la detecciéon o

tipificacion del Virus. Inicia desde la recepcion, conservacion, extraccion de RNA vy finaliza con la tipificacion y lectura de los serotipos por
electroforesis.

3. LIDER DEL PROCEDIMIENTO:
Esta a cargo de bacteridlogos (a) capacitados para el procesamiento de deteccidn v tipificacion de DENGUE.

4. REFERENCIAS NORMATIVAS Y DOCUMENTALES

No Aplica
LANCIOTTI

5. DEFINICIONES

e DENGUE: El dengue es una enfermedad viral aguda, endémica, causada por un arbovirus de la familia Flaviviridae y transmitida por la picadura
de hembras de mosquitos del género Aedes, principalmente el aegypti. El virus posee cuatro serotipos (DENV1, DENV2, DENV3, DENV4), los cuales
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estan circulando simultdneamente en nuestro pais. Los serotipos no desencadenan inmunidad cruzada, lo cual significa que una persona puede

infectarse y enfermar hasta cuatro veces.
e RT: Es el proceso mediante el cual el RNA se convierte en cDNA por accion de la enzima Retotranscriptasa

e PCR ANIDADA: Es una variable de la PCR convencional que comprende dos rondas de amplificacién con distintos pares de cebadores
en cada una, con el fin de incrementar la sensibilidad y especificidad de la deteccion.

e Cebador y/o iniciador: secuencia corta de ADN de cadena simple que se utiliza en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
En el método PCR se emplea un par de cebadores para hibridar con el ADN de la muestra y definir la region del ADN que sera
amplificada. También se les conoce como oligonucledtidos. (Institute, 2019).

o Extraccion de material genético: Se le llama extraccion al método por el cual se obtiene el ADN o RNA a partir de material bioldgico
(Hisopado, aspirados, cepillado bucal, saliva, sangre o cualquier tejido) utilizando técnicas fisicas y quimicas. Consiste en la separacion
y purificacion del ADN o RNA con el fin de poder estudiarlo, analizarlo o manipularlo. (Rojas, 2017).

6. DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD

N° ACTIVIDAD DESCRIPCION RESPONSABLE REGISTRO
Preparacion de Se preparan equipos, materiales y reactivos para iniciar el Auxiliar de | Ninguno
Materiales, procedimiento de extraccion y amplificacion. Laboratorio
Equipos y
Reactivos EXTRACCION DE RNA VIRAL

1 o EQUIPOS

v Cabina de flujo laminar
v Centrifuga
v’ vortex
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v kit de micropipetas

e MATERIALES

Tubos eppendorf estériles de 1.5 ml
Puntas de 10 pl, 200 ul y 1000 pl
Marcador permanente

Guantes

Bata

D N NI N NN

e REACTIVOS
v" Kit de Extraccion
v' Etanol 99%

PREPARACION DE CARRIER
Adicionar 310 ug de carrirer a los 31 ml de buffer AVL.

Alicuotar 560 ul de AVL + Carrier en eppendorf de 1.5 mly
guardar a -20°C hasta su uso.

Adicionar etanol absoluto en la cantidad indicada al buffer
AW1y AW2

TRANSCRIPCION REVERSA DENGUE

e EQUIPOS
v Cabina de flujo laminar
v' termociclador
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v Serofuga
v vortex

v' kit de micropipetas

MATERIALES

Tubos eppendorf estériles de 600 ul'y 200 pl
Puntas de 1000 pl, 200 ul, 10 pl con filtro
Gradilla

Escacha

Bloque enfriador

Marcador permanente

Guantes

Bata

AV NI NI N N N N N

e REACTIVOS
v' Buffer 5x RT
dNTPs (d ATP, d CTP, dGTP, dTTP) a una
concentracion de 10 mM
MgCI2 25 mM
RNAsin (40u/ pl) Promega
Transcriptasa reversa AMV Promega
DTT
Agua Nucleasas Free
Go taq polimerasa

<

AN NN YN

PRIMERS
v Primer reverso D2 (1 pg/ ul)
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v 5-TTG CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA GGT TC
3

Primer D1 (1 pg/ pl)

5 TCAATATGC TGA AAC GCG CGAGAAACCG ¥

TS1:5-CGT CTC AGT TGATCC GGG GG &

TS2: 5-CGC CAC AAG GGC CAT GAACAG &

TS3: 5-TAA CAT CAT CAT GAG ACAGAG C 3

Ts4:5-CTC TGT TGT CTT AAA CAAGAG A 3

AN NN YR

PREPARACION DE dNTPs

v Los 4 vienen todos a una concentracién de 100mM, si
mezclamos partes iguales de cada uno de ellos
quedan a una concentracion de 25 mM. Osea, en
eppendorf de 600 ul adicionar:

v" 100 pl de d ATP 100 mM+100 pl de d CTP 100mM
+100 pl de GTP 100mM + 10 pl de dTTP 100 mM =
400 ul de dNTPs 25 mM

v' Para RT necesitamos dNTPs 10 mM asi que
tomamos 80 pl de dNTPs 25 mM y le adicionamos
120 ul de agua nucleasas free.

v Alicuotamos de 50 pl por balita.

v' Para R1 y R2 necesitamos dNTPs 2.5 mM asi que
tomamos 50 ul de dNTPs 25 mM y le adicionamos 450
ul de agua nucleasas free.

v Alicuotamos en balitas con 110 ul cada una.
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PREPARACION DE D1+D2

Mezclar volumenes iguales de D1 + D2 cada uno a una
concentracion de 1 pg/ul

PREPARACION DE D1+TSx

Mezclar volumenes iguales de D1 + cada uno de los primers
especificos, cada uno a una concentracion de 1 ug/ul

ELECTROFORESIS

EQUIPOS

Balanza

Plancha electromagnética

Pipeta exclusiva para el bromuro de etidio
Camara de electroforesis

D N NI NI NS

MATERIALES Y REACTIVOS
Frascos termo-resistentes de 250 ml, 500 ml'y 2000 ml
Buffer TBE
Agarosa
Bromuro de etidio
Agua destilada esmeril
Marcador de peso 100pb

DN NI N N N N

PREPARACION DE BUFFER TBE 0.5X
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v" A 500 ml agua destilada estéril adicionar 4.25 g de TBE

v" A 1000 ml agua destilada estéril adicionar 8.5 g de TBE

v" A 2000 ml de agua destilada estéril, adicionar 17 g de
TBE

v" Mezclar en la plancha electromagnética

PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA 2%

v' Para el molde de 40 pozos:

150 ml buffer TBE 0.5 X mas 3 g de agarosa
Llevar a ebullicion en la plancha electro magnética
Agregar 5.0 pl de bromuro de etidio

Echar al molde

Dejar enfriar 1 hora

D NN NI NN

PREPARACION DEL MARCADOR DE PESO PROMEGA
50pb

v' 2.0 yl Buffer 6X
v' 2.0 yl Lader
v 8.0 yl Agua destilada

v' Para 6 posos: 16l de buffer 6X + 16ul de Ladder + 48
pl agua

v" Hacer mapa de del gel y sembrar 10 yl de muestra C-
C+ y control de PCR en su respectivo pozo
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v Correr por 2 hora a 110 voltios

INTERFERENCIAS

La técnica RT-PCR es muy sensible y podria mostrar
amplificaciébn ante cualquier contacto con agente
contaminante, debido a Ila presencia de nucleasa
fluorogénica 5°, se deben tomar precauciones especiales
para evitar amplificaciones de falsos positivos.

La calidad de la muestra clinica es de gran importancia para
la prueba, por tal motivo debe conservar en cadena de frio.
Los analistas deben estar entrenados y familiarizados con
los procedimientos de recoleccion de muestras y la
interpretacion de los resultados previo a la realizacion de la
prueba.

Bacteridlogo

Ninguno

CONDICIONES DE
LA MUESTRA

El traslado de las muestras bioldgicas al Laboratorio de
Infeccion e Inmunidad, debe efectuarse de acuerdo con las
normas de transporte de muestras bioldgicas de la IATA.
centrifuge y alicuote las muestras en eppendorf de 1.5 ml
previamente marcados con el codigo (en la tapa), el
nombre del paciente y la fecha de toma de muestra (en el
cuerpo del tubo) y almacene las muestras a -70° C hasta
Su uso.

Una vez realizada la extraccion de la muestra sea por
técnica manual o automatizada, debera evitarse el

Bacteridlogo

MI-INV-LAB-FO-39
Criterios de Rechazo
de muestras

Vigilada Mineducacion

La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link Sistema Gestion de Calidad. La copia o
impresion diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.




cODIGO

PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDARIZADO PARA IDENTIFICACION

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD

DE DENGUE

MI-INV-LAB-PR-13 VERSION 1

VIGENCIA

2020

L 150 9001

R TR

PAGINA

congelamiento y descongelamiento repetidos de los
extractos con el fin de prevenir la pérdida de infectividad.
Los acidos nucleicosRNA se deben conservar a -70°C %
5°C.

CONTROLES Y | Cada vez que se realiza el montaje de la técnica de RT-PCR se | Bacteridlogo Ninguno
MATERIAL DE | deben utilizar los controles de:
REFERENCIA
e MOCK (Control de extraccién o Control Negativo): no
debe mostrar amplificacion
e Control positivo (mix de los cuatro sobrenadante de los
serotipos de Dengue): Debe mostrar amplificacion
6.2 ENSAYO
No ACTIVIDAD DESCRIPCION RESPONSABLE | REGISTRO
Recomendaciones e Todos los materiales deben ser libres de RNasas y DNasas y por lo
tanto deben manipularse bajo condiciones estrictas de esterilidad para
evitar su contaminacion.
1 e Mantener separadas las areas de preparacion de reactivos y mezclas

de reaccion del area de extraccién de acidos nucleicos.

e Mantener separados los equipos (como pipetas y microcentrifuga) y los
materiales (como tubos para microcentrifuga y puntas de pipeta) para
la preparacion de las mezclas de los reactivos y el manejo de los acidos
nucleicos extraidos.
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e Utilizar una bata de laboratorio limpia o bata desechable antifluido y
guantes desechables nuevos y sin talco, cuando prepare los reactivos
y las mezclas.
e Mantenga los reactivos y los tubos de reaccidn tapados o cubiertos.
e Conservar el flujo de trabajo el cual va desde el area limpia al area
sucia, no deben devolverse porque esto generara contaminaciones.
e Mantener todos los reactivos en una gradilla fria o con hielo durante la
preparacion de las pruebas.
e Las perlas magnéticas se les debe realizar Vortex hasta que no se
visualice sedimento
e Dar vortex a todos los primers. Dar un spin brevemente (1 o 2
segundos) a los primers.
¢ luego colocar en un congelador ( -20 °C) lo primers.
e Realice la descongelacion de los componentes para preparacion para
su mezcla Maestra.
Alistamiento de Las muestras luego de ser recolectadas en tubo EDTA, deben ser | Bacteridlogo MI-INV-LAB-
las muestras centrifugadas durante 10 minutos a 200g y luego separar el plasma y FO-91
congelar a -70°C SEROTECA
Las muestras se deben descongelar inicialmente a 20 minutos en DENGUE
refrigeracion y luego 30 minutos a temperatura ambiente.
2. Previo a su procesamiento, la muestra debe ser centrifugada nuevamente
por 10 minutos a 10000 rpm
Las muestras almacenadas se deben registrar en MI-INV-LAB-FO-91
SEROTECA DENGUE
Extraccion de Para Evitar la degradaciéon del RNA, es necesario trabajar en un ambiente | Bacteridlogo MI-INV-LAB-
3, | RNA a partir de un limpio y libre de RNAsas; se debe usar material nuevo y los reactivos se FO-36 HOJA
" | estuche comercial deben preparar en agua Libre de RNAsa. DE TRABAJO
EXTRACCION
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Las RNAsas exdgenas estan presentes en manos, piel, cabello y mesones,
por lo tanto, se deben usar guantes y bata, limpiar exhaustivamente los
mesones, recogerse el cabello o usar gorro y no permitir que los materiales
y muestras tengan contacto con alguna superficie.

Las técnicas de extraccion pueden variar dependiendo del estuche de la
casa comercial que se utilice, se deben seguir paso a paso las
recomendaciones del fabricante. Actualmente se pueden emplear estuches
los cuales son recomendados por la CDC para llevar a cabo dicha técnica:

e EXTRACCION DE RNA VIRAL QIAGEN:

v" Marcar cada columna y tubo eppendorf de 1.5 ml con su nimero
En eppendorf de 1.5 ml:
o 560 ul de AVL + Carrier
Adicionar 140 ul de Mx, C- (suero de paciente sano) y C+ (20 pl mix
de sobrenadante de cultivos virales)
Vortex 15 segundos
Dejar a temperatura ambiente 10 minutos
Adicionar 560 ul de etanol 99%
Vortex 15 segundos
Adicionar cuidadosamente 630 pl a la columna correspondiente
Centrifugar 6000 g por 1 minuto
Cambiar de tubo
Adicionar los restantes 630 ul a la columna y Centrifugar a 6000 g por
1 minuto
Cambiar de tubo
Adicionar a las columnas
o 500 pl de buffer AW1
v Centrifugar a 6000 g por 1 minuto

<

AN NI N N N NN <

AN
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v' Cambiar de tubo
v Adicionar a las columnas
o 500 pl de buffer AW2
Centrifugar a 20000 g por 3 minutos
Colocar la columna en tubo de eppendorf de 1.5 ml previamente
marcado
Adicionar 50 pl de agua ultrapura estéril a la columna
Dejar a temperatura ambiente por 5 minutos
Centrifugar a 6000 g por 1 minuto
Pasar nuevamente el filtrado por la columna y Centrifugar a 6000 g
por 1 minuto.

AN

AN NI NN

El RNA es estable 1 afo de -20°C a -70°C

PROCEDIMIENTO
PARA LA RETRO-
TRASNCIPTASA

EN EL CUARTO BLANCO

v" En tubos de 0.2 ml colocar 1 ul de D2
v Preparacion del mix de RT (eppendorf de 0.2 ml)

REACTIVO CONCENTRACION VOL. PARA 1 RX
Buffer 5x 4 pl
dNTPs 10mM 1 ul

RNA sin 40 u/pl 0.25pl
DTT 0.5 ul
AMV 10 u/ pl 1 ul

Bacteridlogo

MI-INV-LAB-
FO-37 HOJA
DE TRABAJO
RT-gPCR
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Nota: sacar del congelador la enzima unicamente en el momento de
adicionarla al mix y mantener en escarcha

EN CUARTO GRIS

v Adicionar 10 yl de RNA.
v' spin down
v' Llevar a 72°C por 5 minutos

(Termociclador: menu A: dengue, programa alineamiento)

Nota: colocar los tubos en el termociclador cuando este tenga la temperatura
requerida (72°C)

Inmediatamente hayan pasado los 5 minutos colocar en escarcha 5 minutos
mas.

CUARTO GRIS

v Adicionar 6. pl del mix a cada tubo D2 + RNA

llevar a 42°C por 1 hora + 95°C por 5 minutos

(Termociclador: Menu:A Dengue, Programa RT)

Se obtiene 17 pyl de Cdna. Guardar a -20°C

A'los 17 pl del cDNA obtenido adicionar 68 pl de agua nucleasas free
para obtener cDNA (1:5) guardar a -20°C

AN NI NN
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PCR ANIDADO PARA DENGUE ROUND 1

CUARTO BLANCO

Preparar el mix

v" Mix R1 (eppendorf de 0.6 ml)
v" Dar vortex a todos los reactivos antes de utilizarlos (menos a la enzima).

REACTIVO CONCENTRACION VOL. 1 RX
Agua free 15 ul
Buffer 5x 5 ul
MgCI2 25 mM 1.5l
D1+ D2 1ug/ul 0.5 ul
Taq pol 5u/ul 0.25ul

v' Reacciones: (C-, Mx, C+, PCR)

v' Mantener El escarcha la Taq Pol hasta el momento de adicionar la al
mix.

v" Repartir 22.5 yl del mix en eppendorf de 0.2 ml marcados y
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EN CUARTO GRIS

v Adicionar: cDNA (1:5) 2.5 pl

PERFIL TERMICO

Temperatura tiempo Numero de
ciclos
95°C 1 min 1 Desnaturalizacion inicial
94 °C 45 seg 30 desnaturalizacion
56 °C 45 seg Alineamiento
72°C 1 min Extension
72°C 7 min 1 Extension final
4°C For ever

v" De esta PCR se espera obtener un fragmento de 511 bp

Si no se hace el R2 en seguida de guarda el producto a -20°C o0 4°C

v" En eppendorf de 0.2 ml adicionar 99 ul de agua free + 1 ul de producto
de R1 (vortex) para obtener R1 (1:100)

<
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PCR ANIDADO PARA DENGUE ROUND 2
CUARTO BLANCO

v Preparar el Mix R2 (eppendorf de 0.6 ml)
v Dar vortex a los reactivos antes de utilizarlos (menos a la enzima)

REACTIVO CONCENTRACION VOL. 1 RX
Agua free 15 ul
Buffer 5x 5 ul
MgCI2 25 mM 1.5l
dNTPs 2.5 mM
D1 + TSx 1ug/ul 0.5 ul
Taq pol 5u/ul 0.25ul

v' Reacciones. C-, Mx, C+, PCR

v/ Sacar la Taq de la escarcha Unicamente en el momento de adicionarla
al mix

v" Repartir 22.5 yl del mix en eppendorf de 0.2 ml marcados y

EN CUARTO GRIS

v Adicionar: R1 (1:100) 2.5yl
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v' Al final de este PCR se espera obtener:

O

O
O
O

D1 482bp
D2  119Dbp
D3 290 bp
D4 392bp

M MI-INV-LAB-PR-13 1 2020 PAGINA [
PERFIL TERMICO
Temperatura tiempo Numero de
ciclos
95°C 1 min. 1 Desnaturalizacion inicial
94 °C 45 seg. desnaturalizacion
60 °C 45 seq. 40 Alineamiento
72°C 1 min. Extension
72°C 7 min. 1 Extension final
4°C For ever

Montaje en
Termociclador

el

PROGRAMACION DEL TERMOCICLADOR

v Verificar que el equipo se encuentre conectado a la toma corriente

Bacteridlogo

MI-INV-LAB-
FO-37 HOJA
DE TRABAJO
RT-gPCR
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al equipo Gel Doc™ XR+ de BIO RAD y seguimos los siguientes pasos:

Prenda el PC y el fotodocumentador en la parte inferior izquierda

Dar click sobre el icono Quantity One en el PC

Vamos a FILE y dar click en GEL DOC XR

Abrir la parte inferior del quipo y colocar el gel en el transiluminador de
luz UV

Dar click en Epi White, verificar que el gel haya quedado en la posicion
correcta, de no quedar bien puesto abrir la Puerta superior del equipo y
moverlo para dejarlo en la posicion adecuada, volver a cerrar la tapa
Dar click en Trans UV y click en Auto Expose, esperar a que las bandas
aparezcan y dar click en Freeze, si el gel esta derecho y se observan
bien las bandas y se ve interpretable se da click en Save

Buscar la carpeta donde va a quedar guardado y colocar a la fecha que
aparece el nombre de la prueba que se va a analizar, dar click en
guardar

Para marcar el gel abrir la imagen, dar click en la pestafia ABC, se
abren las herramientas de texto se da click de nuevo en ABC de la barra
de herramientas

DE DENGUE v e o
cODIGO MI-INV-LAB-PR-13 1 2020 PAGINA 18 de 21
v Encender el equipo del botdn que se encuentra en la parte trasera
derecha.
v Esperar a que se inicie aproximadamente 3 minutos.
v Tocar la opcidon Brows/new methods
v En el listado de los métodos buscar con la flecha hacia abajo el perfil
térmico que se va a correr (Alineamiento, RT_Dengue, Den R1, PCR
UNICAMENTE), segun lo que se vaya a correr en el momento
v Tocar el perfil térmico deseado el cual se pondra de un color azul
v" Tocar Start Run
v Aparece una pantalla con los parametros de corrido y tocar Start Run
Now
v’ Esperar a que corra el Perfil térmico
ELECTROFORESIS | Para realizar la toma de las fotos del gel de PCR convencional, nos remitimos | Bacteridlogo No Aplica

La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link Sistema Gestion de Calidad. La copia o
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v' Se da click sobre la imagen, y empezar identificar cada pozo con lo que
se corrid en cada uno, elegir el tamafio de la letra, color y la direccion
al texto

v" Una vez escrita la identificacion se da ok y se ubica en cada una de las
posiciones del gel.

v" Una vez marcado todos los pozos y el gel se da click en FILE luego
EXPORT TO JPEG IMAGE

v" En el cuadro desplegado colocar QUALITY 100%, dar click en EXPORT
y guardar en la misma carpeta donde se guardo el primer archivo

v al cerrar la imagen se abre un cuadro de dialogo donde pregunta que,
si se desea guardar los cambios hechos a la imagen, dar click en SAVE

v" Una vez terminado de tomar las fotos, sacar el gel y depositarlo en

bolsa roja

Limpiar el transiluminador de luz UV, con una toalla desechable

Cierre el programa

Apague el equipo

AN

NOTA: en el escritorio del PC esta el manual de funcionamiento del equipo

El peso correspondiente a cada uno de los serotipos con los primers
referenciados por Lanciotti son los que se indican en la siguiente tabla:

MI-INV-LAB-
FO-91
SEROTECA
DENGUE

Interpretacion de
Resultados

Bacteridlogo

’ = e Size, in bp, of amplified
Primer Sequence Genome position DNA product (primers)®

D1
D2

TS1
TS2
TS3
TS4

5"-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3'

5.
5
5’
5
5

TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3'

CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3'
CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3'
TAACATCATCATGAGACAGAGC-3'
CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA-3'

134-161
616-644

568-586
232-252
400421
506-527

511
511

482 (D1 and TS1)
119 (D1 and TS2)
290 (D1 and TS3)
392 (D1 and TS4)
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6. OBSERVACIONES

e El ARN debe mantenerse siempre en frio y debe evitarse congelar y descongelar repetidamente.

e Utilizar equipos, cubiculos y cabinas de bioseguridad exclusivos para todos los procedimientos preparativos de una PCR (pre-PCR). Los
analisis y procesos de manipulacién de acidos nucleicos, amplificacion y analisis posteriores (post-PCR) deben ser realizados en cubiculos
separados usando elementos y equipos exclusivos para estos trabajos. No compartir ningun equipo ni elemento (incluyendo guantes,
batas, marcadores) entre los procedimientos pre-PCR y post-PCR.

e Se recomienda tener areas o espacios separados, cada uno con sus batas, equipos y elementos, asi: area de pre-PCR o preparacion de
reactivos; area de manipulacion de ARN de muestras; area de manipulacién de controles positivos (esta Ultima es ideal pero no
obligatoria); area de amplificacion.

e Usar guantes a lo largo de todos los experimentos para prevenir la contaminacion con ribonucleasas (ARNasas) que estan presentes en

las manos.

Contar con un juego de micropipetas dedicado exclusivamente al trabajo con ARN.

Usar puntas con filtro y tubos sean libres de ARNAsas.

Usar quimicos y reactivos libres de ARNasas.

Para reducir la contaminacion con ARNasas se debe limpiar las gradillas, las micropipetas y las superficies de trabajo (mesones y/o

cabina de PCR) con una solucién de eliminacién de estas enzimas (por ejemplo RNAZAp) o con hipoclorito de sodio al 0.5% antes y

después de su uso.

e Para reducir la contaminacion con acidos nucleicos se recomienda el uso de luz ultravioleta durante 15 minutos en las cabinas donde
trabaje.

7. DOCUMENTOS REFERENCIADOS:
e Rapid Detection and Typing of Dengue Viruses from Clinical Samples by Using Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction. ROBERT
S. LANCIOTTI, CHARLES H. CALISHER, DUANE J. GUBLER, GWONG-JEN CHANG, AND A. VANCE VORNDAM.1992.
e Insertos de los Kit comerciales de QIAGEN.

8. CONTROL DE CAMBIOS

VERSION DOCUMENTO Y FECHA DE APROBACION DESCRIPCION DE CAMBIOS
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