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RESUMEN

En la costa ecuatoriana, los virus respiratorios
provocan alrededor de 20.000 casos al afio; si
bien los Rhinovirus son los mas prevalentes,
también hay notables incidencias de otros
patégenos, como el SARS-CoV-2, Influenza A,
Influenza B y el Virus respiratorio sincitial. A
nivel mundial, estos virus son una de las
principales causas de enfermedades del sistema
respiratorio; para proteger la salud publica y
prevenir impactos negativos en la comunidad,
es crucial comprender como se propagan estos
virus, asi como establecer medidas preventivas

y su modo de transmision.

Las técnicas de diagndstico molecular, como la
RT-gPCRYy el sistema POCT, han transformado
la medicina y la investigacion, brindando
precision y rapidez en la deteccion de patégenos
que afectan al sistema respiratorio, ambos
métodos fundamentados en la PCR, permiten
una identificacion y gestion eficaz de casos

virales en contextos clinicos y epidemiol6gicos.
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Entre abril y junio de 2023, en el Hospital de
Especialidades Teodoro Maldonado Carbo, se
analizaron muestras nasofaringeas de 60
pacientes, indagando la presencia de agentes
infecciosos como el SARS-COV-2, Influenza
A, Influenza B y Virus sincitial respiratorio
(VRS).

De los 60 pacientes analizados, los resultados
para SARS-CoV-2 e Influenza B coincidieron
en ambas pruebas, con un 13,33% y 1,67% de
positividad, respectivamente. Para Influenza A,
la RT-gPCR report6 un 10% de positividad,
mientras que el sistema POCT indic6 un
16,67%, en relacion con el VRS, la RT-gPCR
revel6 un 20% de casos positivos, y el sistema
POCT un 21,67%. En los analisis realizados, la
RT-gPCR alcanzé una especificidad del 100%,
y el sistema POCT del 85,7%. Dentro de nuestro
estudio, la comparacion de especificidad entre
las pruebas fue esencial para determinar con
precision a aquellos individuos sanos, ya que,
una elevada especificidad garantiza que los
resultados negativos sean fiables y representen
verdaderamente la no presencia de la

enfermedad evaluada.

Palabras claves

Especificidad;  sistema  POCT,; panel
respiratorio; patdégeno; reaccion en cadena de la

polimerasa.

ABSTRACT
On the Ecuadorian coast, respiratory viruses

cause around 20,000 cases per year; although

VOL.3, DIC,2023 ISSN: 2806-5999

Rhinoviruses are the most prevalent, there are
also notable incidences of other pathogens, such
as SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B and
Respiratory Syncytial Virus. Globally, these
viruses are one of the main causes of respiratory
system diseases; to protect public health and
prevent negative impacts on the community, it
is crucial to understand how these viruses are
spread, as well as to establish preventive

measures and their mode of transmission.

Molecular diagnostic techniques, such as RT-
gPCR and the POCT system, have transformed
medicine and research, providing accuracy and
speed in the detection of pathogens that affect
the respiratory system, both PCR-based
methods, allowing effective identification and
management of viral cases in clinical and
epidemiological contexts. Between April and
June 2023, at the Hospital de Especialidades
Teodoro Maldonado Carbo, nasopharyngeal
samples from 60 patients were analyzed for the
presence of infectious agents such as SARS-
COV-2, Influenza A, Influenza B and
Respiratory Syncytial Virus (RSV).

Of the 60 patients tested, the results for SARS-
CoV-2 and Influenza B coincided in both tests,
with 13.33% and 1.67% positivity, respectively.
For Influenza A, RT-qPCR reported 10%
positivity, while the POCT system indicated
16.67%; for RSV, RT-qPCR revealed 20% of
positive cases, and the POCT system 21.67%.
In the tests performed, RT-gPCR achieved a
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specificity of 100%, and the POCT system
85.7%. Within our study, the comparison of
specificity between the tests was essential to
accurately determine healthy individuals, as
high specificity ensures that negative results are
reliable and truly represent the non-presence of

the disease being evaluated.

Key words

Specificity; POCT system; respiratory panel;

pathogen; polymerase chain reaction.
INTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias, como la EPOC,
asma, neumonia y tuberculosis, pueden ser
causadas por factores ambientales o infecciones
de microorganismos como el VRS, adenovirus,
rinovirus, coronavirus e influenza A y B. Estos
microorganismos causan inflamacion en los
pulmones y pueden reducir la oxigenacion del
cuerpo. (Ferrari, y otros, 2002) Es esencial
entender su modo de infeccion y prevencion
para proteger la salud publica y prevenir

complicaciones graves (OPS, 2021).

El VRS es la principal causa de infecciones
respiratorias en nifios menores de un afio en
Estados Unidos, provocando hasta 172,000
hospitalizaciones anuales en nifios menores de
5 afios. A nivel mundial, causa 34 millones de
casos graves en esta poblacion, resultando en
3,4 millones de hospitalizaciones cada afio
(Ballmann, 2021).

Large
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Fusion Protein (F)

Small Hydrophobic
Protein (SH)

Phosphoprotein (P)
Lipid Bilayer

Nucleoprotein (N)
Attachment

Respiratory Syncytial
Virus (RSV)
Figura 1 Virion Virus Sincitial Respiratorio.

Fuente: (Shrestha, 2022).

Desde la pandemia de SARS CoV-2, la
investigacion en virus respiratorios se ha
intensificado, la OMS sefiala que estas
enfermedades son una de las principales causas
de muerte a nivel mundial, con 3,9 millones de
muertes en 2019 (OMS, 2019). En 2022,
Ecuador experimentd un aumento en casos de
infecciones respiratorias graves debido a
influenza, SARS CoV-2 y VRS, exacerbado por
condiciones climéticas durante el inicio de la
temporada de lluvias (Ministerio de Salud
Pablica del Ecuador, 2022).

Giicoproteina § (Spike)

ARN fusionado a Proteina N

Figura 2 Virion de Coronavirus SARS-CoV-2.

Fuente: (Gastelo, Maguifia, & Tequen, 2020).
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La incidencia de influenza ha bajado
recientemente, predominando la influenza A
sobre la B. Aunque la actividad del VSR es baja,
los casos de SARS-CoV-2 han aumentado a un
nivel moderado. Ademas, ha habido un leve
incremento en diagnosticos de enfermedad tipo
influenza (ETI) e infeccidn respiratoria aguda
grave (IRAG), siendo la mayoria relacionados
al SARS-CoV-2 y en menor medida a la
influenza (OPS, 2023).

Los laboratorios hospitalarios de Guayaquil-
Ecuador tienen una alta demanda de pruebas
precisas para detectar virus respiratorios. Los
antiguos métodos, como la prueba rapida de
antigenos y la inmunofluorescencia, tenian
sensibilidad limitada y no diferenciaban entre
virus. Ahora, se buscan alternativas mas
precisas como RT-gPCR vy el sistema POCT.
Para el Hospital de especialidades Teodoro
Maldonado Carbo es crucial identificar los
patégenos virales en sus pacientes para
determinar el tratamiento mas adecuado, dado
que la respuesta de un virus a un medicamento

puede variar (Arandia-Guzman J., 2020).

La RT-gPCR es una técnica que detecta y
cuantifica &cidos nucleicos en una muestra,
uniendo la amplificacion de la PCR tradicional
con la cuantificacion en tiempo real, siendo
esencial para identificar patdgenos o analizar la
expresion génica (Tamay de Dios &
Velasquillo, 2013).

El Sistema POCT se refiere a pruebas

diagnosticas realizadas cerca del paciente,
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proporcionando resultados en menos de una
hora. Aungue pueden no ser tan precisas como
las pruebas de laboratorio centralizado, su
rapidez y conveniencia son esenciales en
situaciones criticas donde el tiempo es crucial
(Marimén & Navarro Mari, 2017). Un
diagnostico oportuno y preciso es esencial para
un tratamiento eficaz y para reducir la
transmision de enfermedades. Aunque existen
técnicas serolégicas que tardan semanas, las
técnicas moleculares ofrecen resultados en
horas. Los avances biotecnoldgicos han
permitido el desarrollo de pruebas moleculares
para detectar el COVID-19 y otros virus
respiratorios relacionados (Farfan, 2015).

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras nasofaringeas y
seleccion de datos:

En la unidad técnica de Genética y Molecular
del Hospital de Especialidades Teodoro
Maldonado Carbo, un profesional de salud toma
muestras inclinando la cabeza del paciente para
acceder a las fosas nasales. Por precaucion, en
caso de tos o estornudo del paciente, el
profesional se posiciona ligeramente a un lado
al tomar la muestra (Morales Angulo, y otros,
2020). Se recolectaron datos de 60 pacientes
seleccionados aleatoriamente que cumplian con
criterios de inclusion y presentaban al menos
uno de los 4 microorganismos (Influenza Ay B,
VRS y SARS-COV-2), se les aplico tanto la
prueba RT-qPCR como el Sistema POCT el

mismo dia para detectar los virus.
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Tratamiento de datos:

Los datos fueron digitados y convertidos en un
nuevo formato  segun el analisis
correspondiente, de las variables que registran
los virus detectados en cada prueba molecular,
se asigno su respuesta de “positivo o negativo”
por “uno” (1) o “cero” (0) con el objetivo de
poseer datos que fueron analizados en Microsoft
Excel.

POCT:

El manual BioFire® (2022) describe un proceso
que dura 1 hora, incluyendo la preparacion del
cartucho y calibracion del equipo. Se prepara el
cartucho, se hidrata y se carga una mezcla de
300 pL. Después de la gPCR, el instrumento
analiza las curvas de fusion del ADN de los
productos de la PCR, registrando cambios en la
fluorescencia. Basado en una muestra
nasofaringea, este test multiplex en tiempo real
puede identificar &cidos nucleicos de 23 virus y
bacterias  relacionados con infecciones

respiratorias.
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Figura 3 Sistema automatizado POCT,
BioFireFilm Array Torch.

Fuente: (BioFire®, 2022)

RT-qPCR:

Extraccion de acidos nucleicos:
Siguiendo las instrucciones de TANBead
(2022), se prepararon los Auto Tube y se afiadid

una suspension junto con Proteinasa K.

Luego, el &cido nucleico purificado fue
transferido a una nueva placa para continuar con
la RT-qPCR. Todos los materiales utilizados se
desecharon adecuadamente, basado en el
manual de Seegene (2020), se empleo la técnica
de perlas magnéticas con el equipo Maelstrom
9610 para extraer el ARN viral. Después de la
extraccion, se llevd a cabo la RT-gPCR con el
termociclador C1000TM Thermal Cycler (Bio-
Rad), usando diferentes componentes, incluidos
varios fluoréforos que detectaron secuencias
especificas de SARS-CoV-2, VSR, Flu Ay Flu
B.

e
- L]

Figura 4 Equipo de Extraccion de material
genético Maelstrom 9610.

Fuente: (TANBead®, 2022)
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Preparacion PCR:

Tras obtener los &cidos nucleicos, se preparo
una nueva placa de reaccion. En cada pocillo, se
afiadieron 10puL de muestra, cebadores y master
mix. Luego, se insertd la placa en el
termociclador durante 1 hora. Durante la
preparacion de la PCR, se utilizaron
microplacas de PCR Hard-Shell (Bio-Rad),
estas placas contaban con un disefio patentado
de dos componentes, fueron disefiladas para
prevenir  deformaciones, asegurando un
posicionamiento preciso en la automatizacion,
ademas las letras y nameros negros en los
margenes de la placa facilitaron su
identificacion como se muestra en la figura 6,
durante todo el proceso se comprobd que estas
placas eran compatibles con técnicas de sellado
por calor, presion y adhesivo lo cual facilito su
uso, el equipo posee en su configuracion
predeterminada los siguientes parametros como
lo son temperatura, tiempo y numeros de ciclos.

El procedimiento completo durd tres horas.
Parédmetros para determinar especificidad:

Especificidad:

La especificidad es la capacidad de una prueba
para identificar correctamente a aquellos que no
tienen una enfermedad. Se define como el
numero de individuos sanos que dan negativo
en la prueba, dividido por el total de personas
que no tienen la enfermedad. (Donis, 2012).
Una prueba con alta especificidad reduce los

falsos positivos. Es esencial determinar su
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precision en el diagnostico, se emplea una tabla
tetracorica o de contingencia para relacionar
variables cualitativas en el area de salud
(Alvarez & Pérez, 2009).

Tabla 1 Especificidad, variables que
maneja y su formula.

Descripcion Formula Referencia

Especificidad:
donde “d” es
el paciente no
tiene la

enfermedad y
Especificidad

D (Pertegas &
negativoy "™ | = ph Pita, 2003)
dice que el
paciente  no Especificidad | (Bravo &
tiene la| __D Cruz, 2015)
sanos

el test es

enfermedad,

pero el
resultado del
test es

positivo.

Fuente: Los autores, 2023

Bravo y Cruz (2015) describen pardametros para

medir la especificidad:

Verdadero negativo: paciente sin enfermedad

y test negativo.

Falso positivo: individuo sin enfermedad con

test positivo.

Sanos: suma de verdaderos negativos y falsos

positivos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para la especificidad sobre los 60 pacientes
sometidos a estudio se obtuvo los siguientes
resultados:

Tabla 2 Especificidad RT-qPCR.
RT-gPCR

(Asumiendo POCT como dato real)

Especificidad

POCT

Resultado - )
) Positivo  Negativo
detecta virus

RT.  Positivo 25 0
gRCR Negativo 5 30
Total General 30 30

Fuente: Los autores, 2023

Tabla 3 Especificidad sistema POCT.

Especificidad POCT
(Asumiendo RT-gPCR como dato
real)

RT-gPCR
Resultado

) Positivo Negativo
detecta virus

Positivo 25 5
POCT
Negativo 0 30
Total
25 35
general

Fuente: Los autores, 2023

En las tablas 2 y 3 se describe la determinacion
del parametro de especificidad donde presenta
datos del sistema POCT divididos entre
pacientes categorizados como "Positivos" y
"Negativos", dispuestos verticalmente en
columnas y horizontalmente, se muestran los
resultados de "Positivo" y "Negativo™ obtenidos
a través de la RT-gPCR en donde el sistema
POCT se considera como la "prueba de oro" o
estdndar de referencia. Y viceversa para la

siguiente prueba sometida a estudio.

La RT-gPCR mostré una especificidad del
100%, mientras que el sistema POCT tuvo una
especificidad del 85,7%. Las técnicas
moleculares, destacadas por su precisién en
diagnosticar virus respiratorios, facilitan la
deteccion temprana e identificacion de
variantes. Duarte y colaboradores (2014)
encontraron  diferencias  significativas al
comparar pruebas serolégicas como Elisa con
pruebas moleculares como PCR. El ChagaTest
ELISA fue eficiente en detectar T. cruzi por su
alta especificidad, reduciendo la posibilidad de

falsos positivos.

En la investigacion realizada por Busquets y
otros (2018) destacaron la importancia de
detectar y cuantificar con precision el material
genético viral en la salud puablica e
investigacion médica y subrayaron la alta
sensibilidad y especificidad de la RT-PCR en
tiempo real para detectar virus gripales en

muestras respiratorias, sefialando su capacidad
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para identificar incluso cargas virales bajas y

casos asintomaticos.

En este enfoque de validacion diagnostica a las
pruebas moleculares del Sistema POCT y la
RT-gPCR, se puede inferir que ambos métodos
tienen una alta confiabilidad en la deteccion de
virus, sus valores de especificidad, oscilan entre
80-100%, resultados que se comparan con los
obtenidos en este estudio, para RT-gPCR una
especificidad sobresaliente del 100%, por otro
lado, la especificidad del sistema POCT alcanz6
un valor de 85,7%, resaltando su capacidad para
identificar correctamente  microorganismos
patégenos, minimizando las posibilidades de

errores.

La literatura cientifica cuenta con escasas
investigaciones centradas en el sistema POCT
como instrumento de diagnostico molecular,
esto realza la importancia de nuestros hallazgos,
gue destacan la capacidad del sistema POCT
para ofrecer resultados rapidos y precisos, estas
pruebas son cruciales, especialmente en
entornos con recursos escasos 0 remotos,
facilitando una deteccion temprana de
enfermedades infecciosas y monitorizacion
longitudinal, la agilidad del POCT es
fundamental en estudios poblacionales vy
epidemioldgicos, permitiendo una respuesta

médica mas rapida y eficaz.

Tabla 4 Porcentajes de resultados del
Sistema POCT y RT-gPCR.

RT- POCT
gPCR (%)
(%)
SARS-CoV- | Negativos 86,67% 86,67%
2
Positivos  13,33% 13,33%
Influenza A | Negativos 90,00% 83,33%
Positivos  10,00% 16,67%
Influenza B | Negativos 98,33% 98,33%
Positivos  1,67% 1,67%
Virus Negativos 80,00% 78,33%
Sincitial
) | Positivos  20,00% 21,67%
Respiratorio

Fuente: Los autores, 2023.

La tabla 4 recopila los valores en porcentajes de
ambas pruebas, por virus de deteccion sobre los

60 pacientes sometidos a estudio:

e Para SARS-CoV-2 los porcentajes
fueron iguales 86,67% negativos -
13,33% positivos.

e Para Influenza B valores de 98,33%
negativos - 1,67%  positivos
obteniendo los mismos resultados.

e Para Influenza A corresponden a
90% negativos - 10% positivos para

la prueba de RT-PCR y valores de



MARIA ALCIVAR, ET AL. ANALISIS COMPARATIVO DE TECNICAS MOLECULARES

83,33% negativos - 16,67%

positivos para el sistema POCT.

e Para VRS corresponden a 80%
negativos - 20% positivos para la
prueba de RT-qPCR y valores de
78,33% 21,67%

negativos -

positivos para el sistema POCT.

En un estudio de Carballal y colaboradores
(2015) , realizaron la deteccion de positividad
mediante la IF (inmunofluorescencia) y RT-
PCR la cual fue del 75%, mientras que por PR-
FilmArray alcanzd el 92% , estos resultados
contrastan con el estudio actual, las diferencias
en magnitud y porcentajes de positividad se
debe a que el estudio analiz6 315 muestras que
abordaban 9 virus, mientras que en el
Laboratorio de Genética y Molecular del
Hospital se examind 60 muestras y 4 virus.
Ambos estudios ofrecen hallazgos relevantes
para las técnicas de deteccion molecular, como
el sistema POCT.

Tabla 5 Distribucion de Edades por
prueba.

RT-gPCR POCT

Edad | Pos | % | Neg | % | Pos | % | Neg | %
en itiv ativ itiv ativ

afos 0s 0s 0s 0s

0-5 16 2 10 1 /18 |3 |8 1

% % % %

5-10

10-15

25-30

30-35

35-40

40-45

45-50

50-55

55-60

60-65

70-75

85-90

90-95

Fuente: Los autores, 2023
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Figura 5 Namero de pacientes por edades

en el estudio.
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Fuente: Los autores, 2023

De acuerdo con la informacion detallada
anteriormente, como se observa en la tabla 5 se
presentd una alta incidencia de positividad de
27% y 30% para la prueba de RT-gPCR y
sistema POCT respectivamente, asi mismo en el
intervalo de nifios de hasta 5 afios como se ve
de manera gréafica en la figura 7. El siguiente
grupo con mayor incidencia fue en pacientes de
5 a 10 afios representando un 8% de positividad
para ambas pruebas. El analisis comparativo de
resultados es recomendable hacerlo con
investigaciones realizadas con la misma
estacion y meses donde se tomaron las muestras
para que los resultados puedan tener relacion
entre si, debido a la falta de investigaciones en
este &mbito, los datos obtenidos se compararon
con la investigacion realizada por Herrera y

otros (2022) se encontrd que la gravedad de la

COVID-19 aumentaba con la edad, siendo
especialmente notable en pacientes mayores, el
umbral critico se establecié en 71,5 afos, a
partir de los 70 afios, se notd un aumento en
comorbilidades, alteraciones en pruebas de
laboratorio, sintomas més severos, mas tiempo
en el hospital y un mayor nimero de muertes, la
edad se identifica como un factor determinante
en la severidad de la enfermedad,
particularmente a partir de los 70 afios, donde
varios factores, sumados a la avanzada edad,
afectan negativamente el desenlace de la
enfermedad. Estos datos tienen una baja
concordancia con nuestros resultados obtenidos
debido a que durante el periodo en que se
recopilaron las muestras, observamos una
afluencia predominante de pacientes en el rango
de edad de 0 a 10 afios en el Hospital Teodoro

Maldonado Carbo.

Tabla 6 Distribucién de detectados por
Sexo.

Sexo Cantidad %

F 15 25%
Positivos

M 15 25%

F 18 30%
Negativos

M 12 20%
Total 60 100%

Fuente: Los autores, 2023

10
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Figura 6 Porcentaje por sexo en el

Sexo de los pacientes
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estudio.
Fuente: Los autores, 2023

En la figura 8 y tabla 6 destaca que, de las 60
personas investigadas, 33 fueron mujeres y 27
hombres, con un 25% de positividad en ambos
géneros, sugiriendo que la infeccion no depende
del sexo. Sin embargo, un estudio de Mosquera
y otros (2021) basado en datos del Ministerio de
Salud Publica de Ecuador mostré que, de los
467.073 pacientes confirmados de COVID-19,
el 64,78% eran hombres. Ser hombre representd

un factor de riesgo de muerte por COVID-19.

En el estudio se utiliz6 para la comparacion de
resultados una misma muestra, como lo son los
hisopados nasofaringeos, que mediante estos se
pudo obtener resultados; el uso de hisopados
gue se recolectan en la zona mucosa de la
cavidad nasal del paciente otorga la suficiente
cantidad de particulas virales para su deteccion.
Segln un estudio de un hospital (2021) que

utiliz6 distintos tipos de muestras para

determinar presencia o ausencia de virus donde
sus resultados concluian que ambas muestras
poseian el mismo porcentaje de sensibilidad y
especificidad; determinando que cualquiera que
sea el tipo de muestra recolectada generara
resultados concluyentes. Sin embargo, se
menciona que se cree que los demas métodos
generan menos molestia al paciente al momento

de tomar la muestra.

CONCLUSIONES

La especificidad de ambas pruebas analizadas
arrojo resultados con alto impacto al Ecuador,
tedricamente las pruebas eran especificas, con
el presente estudio se confirmd con certeza que
las técnicas alcanzaron un alto porcentaje de
especificidad, el Sistema POCT tiene un valor
de 85,7% y es importante que la prueba RT-
gPCR alcanzé una especificidad del 100%,
atribuido a su capacidad de contar con un

cebador especifico para cada virus que detecta.

A través de este estudio, se alcanzo el principal
objetivo que es validar la especificidad de los
métodos de diagndstico molecular para virus
respiratorios. Asi, proporcionamos a los
médicos especialistas una herramienta eficaz y
precisa para el diagnostico y monitoreo de
enfermedades  relacionadas con  virus

respiratorios.
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