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Resumen

Objetivo: Evaluar el umbral de ciclo (Ct) de los marcadores Ey N2 para deteccion de SARS-CoV-2 de
la RT-PCR en tiempo real y relacionarlos con la edad y el servicio de procedencia de los pacientes.
Materiales y métodos: Se realiz un ensayo RT-PCR en tiempo real, obteniendo el umbral de ciclo de 95
pacientes, procedentes de diferentes servicios. Resultados: El servicio ambulatorio fue el mas alto (67,4
%); teniendo edades promedio entre 1a 89 afos. Respecto a los genes“N2"y“E’, se determind, que no
existe diferencia significativa en relacion con el grupo etario; sin embargo, al realizar analisis inferencial,
para la variable tipo de proteina, se concluyo que, existia diferencia significativa. Conclusiones: El SARS
CoV-2, es una etiologia, presente en diferentes grupos etarios, siendo mas susceptibles por encima
de los 50 ainos, ademas que el valor umbral de los genes, no suele guardar relacion; este valor puede
variar dependiendo de la metodologia que se use.

Palabras clave: Umbral de ciclo, RT-PCR en tiempo real, gen N2, gen E. (Fuente: DeCS BIREM)

Evaluation of the real-time RT-PCR cycle threshold for SARS-
CoV-2

Abstract

Objective: To evaluate the cycle threshold (Ct) of the E and N2 markers for detection of SARS-CoV-2
in real-time RT-PCR and relate them to the age and service of origin of the patients.Materials and
methods: A real-time RT-PCR assay was performed, obtaining the cycle threshold of 95 patients from
different services. Results: The outpatient service was the highest (67.4 %); having average ages
between 1 to 89 years. Regarding the“N2"and“E” genes, it was determined that there is no significant
difference in relation to the age group, however, when performing inferential analysis, for the type of
protein variable, it was concluded that there was a significant difference. Conclusions: SARS COV 2 is
an etiology, present in different age groups, being more susceptible over 50 years of age, in addition
to the threshold value of the genes, it is not usually related; this value may vary depending on the
methodology used.
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INTRODUCCION

Los coronavirus son una familia de virus causantes de
enfermedades en humanos y animales . En el 2019, en la
ciudad de Wuhan, China, aparecieron los primeros reportes de
una especie de coronavirus que mas adelante se denominaria
SARS-CoV-2 @, Este es un virus de ARN con polaridad positiva
(3), presenta numerosas proteinas, destacando la proteina S
(delinglés spike), importante durante el proceso de infeccion
(4). La enfermedad por coronavirus (COVID-19) producida
por el SARS-CoV-2 puede sospecharse clinicamente por la
presencia de fiebre de inicio reciente o sintomas de tracto
respiratorio como tos, pérdida del olfato y gusto. A pesar de
que no hay caracteristicas especificas que permitan diferenciar
la COVID-19 de otras infecciones virales de tracto respiratorio,
la presencia de disnea después de una semana del inicio de
sintomas es sugerente de COVID-19 ©,

Los métodos de diagnostico para la deteccién de SARS-CoV-2
estan basadas en la deteccion especifica de anticuerpos,
antigenos o ARN virales, siendo la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés polymerase chain
reaction) para deteccién del ARN, el método mas confiable
©, La prueba Xpert Xpress SARS-CoV-2 @ es una prueba de
diagndstico molecular in vitro para la deteccion del SARS-
CoV-2y se basa en la tecnologia de amplificacion por PCR de
segmentos especificos del gen spike y el acido nucleico viral,
previa retro transcripcion (RT) hacia ADN en un procedimiento
denominado RT-PCR a tiempo real ©.

La amplificacion del material genético especifico se revela
cuando aparece una sefal fluorescente detectable durante el
ensayo, conocido como umbral de ciclo o cycle threshold (Ct)
@), El Ct es el niimero de ciclos en el que la senal fluorescente
cruza este umbral. Para valorar la presencia del virus en la
muestra %, se determina el nimero de ciclos Ct de RT-PCR
necesarios para que la prueba resulte positiva, es decir, indica
el momento preciso de la amplificacion en el que la prueba
es capaz de identificar la presencia de la diana molecular
investigada, sin indicar la cantidad presente (11). El valor
de Ct es semicuantitativo e inverso a la cantidad de ARN de
la muestra, de tal manera que un nimero bajo de este se
relaciona con una mayor carga viral ©.

El presente trabajo busca evaluar el umbral de ciclo (Ct) de los
marcadores E y N2 para deteccién de SARS-CoV-2 de la RT-
PCR en tiempo real y relacionarlos con la edad y el servicio de
procedencia de los pacientes.

MATERIALY METODOS

Estudio observacional, descriptivo y retrospectivo.

La poblacién estuvo constituida por las 95 muestras de
hisopado nasofaringeo de pacientes que dieron positivos al
SARS-CoV-2 procedentes de un establecimiento de salud en
Lima, Peru.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se tomaron hisopados nasofaringeos, a pacientes con
sintomatologia respiratoria, luego se les realizé, la prueba de
PCR en tiempo real, segun las indicaciones sefalas por cepheid
xpert xpress SARS-CoV-2, en el cual se considera positivo toda
muestra que se detecte material genético, procedente de los
genes Ey N2, siendo el ultimo como confirmativa. Se obtuvo
un valor Ct que fue registrado en el cuaderno de trabajo, para
la posterior evaluacién 8. Los datos referentes a procedencia,
edad y sexo fueron obtenidos de las ordenes médicas.

Se calcularon las frecuencias absolutas y relativas de las
variables categodricas, y medidas de tendencia central y
dispersion de las numéricas. Se calculé la mediana y el rango
Inter cuartil de variables cuantitativas; para dar informacion de
una medida de tendencia central y dispersion del Ct, se estimé
la asociacion de valor de CT en relacién con el grupo etario,
mediante la prueba de coeficiente de correlacion de Spearman.
Por ultimo, se realizé la prueba de Wilcoxon, para el analisis
interferencial entre los genes evaluados.

Los investigadores declaran conocer y haber observado
los principios bioéticos durante el desarrollo del estudio, el
mismo que tuvo implicancias menores por tratarse de uno
retrospectivo. Se solicité autorizacion de la institucion para
la recoleccién de los datos. Se mantuvo la confidencialidad
de la informacién recolectada, la misma que fue de acceso
restringido a los investigadores, la misma que fue eliminada
posterior a los andlisis de los datos.

RESULTADOS

Se analizaron 95 valores de Ct obtenidos de pacientes que
dieron positivo para el SARS CoV-2, mediante la técnica de RT-
PCRen tiempo real utilizando el reactivo cepheid xpert xpress
SARS-CoV-2. El mayor nimero de muestras fueron procedentes
del servicio ambulatorio (67,4 %), la edad promedio estuvo
entre 1 a 89 afos, teniendo una mediana de 52 afos. (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes de los cuales procedieron
las muestras de hisopado nasofaringeo.

Marcador N %
Edad* 52 38-65
Servicio

Emergencia 3 32
Ambulatorio 64 674
Hospitalizado 28 29,5

*Medianay cuartil T a cuartil 3

Al realizar la prueba de Wilcoxon para la variable marcador, se
concluyo que, existia diferencia significativa, entre los umbrales
de cicloaplicado para los genes N2 y E, respectivamente. (Tabla
2)

Tabla 2. Medidas de centralizacion, posicion y dispersion
del umbral de ciclo (Ct) de la RT-PCR en tiempo real para en la
deteccion de SARS-CoV-2, en el equipo automatizado Cepheid
Xpert Xpress (N=95).

Marcador Mediana C1-C3 Min-Max Valor de p
Gen N2 26,5 20,6-36,1 14,0-39,5

<0,001
Gen E 24,8 18,1-344 11,4-394

Q1 -Q3=cuartil 1 a cuartil 3, valor de p de prueba de Wilcoxon

Respecto al umbral de ciclo para los genes “N2"y “E”, se
determind, que no existe diferencia significativa al compararlo
con el grupo etario, de la misma manera al relacionarlo con la
procedencia de la muestra (Tabla 3).

Tabla 3. Relacién entre los umbrales de ciclo (Ct) de los
marcadores del gen N2y E de la RT-PCR en tiempo real para en
la deteccion de SARS-CoV-2 mediante el equipo automatizado
Cepheid Xpert Xpress, con la edad y tipo de servicio (N=95).

Gen N2 Gen E

Marcador

Mediana Valorp Mediana Valor p
Edad* 0,002 0,880 0,020 0,982
Servicio
Ambulatorio 26,5 24,9
Emergencia 29,8 0670 27,9 0,816
Hospitalizado 25,5 23,45

*Rhoy valor de p de Spearman, valor de p de Kruskall-Wallis

DISCUSION

El presente estudio, encontré que la frecuencia mas alta
se dio en pacientes procedentes del servicio ambulatorio.
Ademas, que existio variabilidad respecto al grupo etario; sin
embargo, la media de edad estuvo por encima de los 50 afios,
considerandose como el grupo mas afectado respecto a la
incidencia de casos (Tabla 1) lo cual coincide a los reportados
por Ade y Al Dossario ©'2. En general, las infecciones
respiratorias suelen ser mas frecuentes en pacientes de edades
muy avanzadas como consecuencia de multiples factores,
destacando en ocasiones el factor inmunitario que suele ser
de mucha importancia al momento de combatir algun proceso
infeccioso. El SARS CoV- 2, constituyé una enfermedad viral
que, dentro del grupo con mayor incidencia de casos positivos
a nivel mundial, se dieron en personas con enfermedades
autoinmunesy en edades avanzadas . Por otro lado, el grupo
con menos incidencia en casos positivos se dieron en edades
que oscilan por debajo de los 20 afos, resultados similares a los
encontrados por Ade et al. ), quienes establecen que la edad
con menos incidencia en casos por infeccién por SARS CoV 2,
se da en este rango de edad.

Respecto al umbral de ciclo, obtenidos para los genes N2
y E, se obtuvieron diferentes valores que, al compararlas, se
determiné que existia diferencia significativa, entre ambos
(Tabla 2). La prueba Xpert Xpress SARS-CoV-2 ), se basa en la
deteccién de dos genes especificos, el gen E, que es indicativo
de la familia de los coronavirus, mientras que el gen N2, hace
referencia al SARS-CoV-2; sin embargo, hasta el momento no
se encontraron referencias que puedan sustentar la variacion
del Ct en la deteccidon de ambos genes.

En relacién con la edad y el umbral de ciclo obtenidos de los
genes, se pudo observar que no existia relacién entre ambas
variables (Tabla 3). El Ct es un valor indicativo, que se considera,
para algunos autores, indicativo de carga viral y no depende
del grupo etario, sino depende del grado de la enfermedad,
debido a que se considera que es inversamente proporcional a
la carga de un microorganismo, siendo este concepto un tema,
aun de estudio ™. Los valores umbrales obtenidos paraambos
genes, en comparacion con los servicios de procedencia del
paciente, se encontraba por encima de 25 (Tabla 3).

El ciclo umbral para muchos sigue siendo un factor importante
respecto al reporte del resultado debido a que puede ofrecer
relacién entre el valor obtenido y la carga viral que podria estar
circulando en un paciente ", de tal manera que podria evitarse
en un futuro, eventos adversos en la salud del paciente 9. Sin
embargo, este valor sigue siendo solo un nimero que aun no
se encuentra estandarizado para poder predecir sucesos como:
gravedad de la enfermedad, carga viral o indice de contagio
del paciente ", Para muchos autores, valores de Ct por encima
de 37, suele ser indicativo del término de la infeccién; por tal
motivo, se considera a las personas que suelen tener estos
valores de Ct, como personas sin riesgo de infeccion ™”; no
obstante, para personas inmunodeprimidas, estos valores no
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estadn muy esclarecidos debido a que constituyen un grupo
con riesgo muy alto, para el cual la minima exposicién a algun
agente patdégeno pondria en riesgo su integridad.

Sin duda, el presente estudio presenté limitaciones que
pudieron afectar las estimaciones realizadas. Por un lado, al
considerarse un grupo limitado de muestra de estudio, pudo
haberse sobreestimado la frecuencia del umbral de ciclo de
igual manera que el grupo etario y por otro, el solo uso una
metodologia para la evaluacién del SARS- CoV2.

En conclusion, COVID-19 es una etiologia que se presenta en
diferentes grupos etarios, siendo el grupo de 50 afos a mas
el grupo con mayor frecuencia. En relacién con los genes
evaluados, no existe relacion significativa entre el umbral de
ciclo de ambos genes evaluados, por lo que no se puede inferir
gue alguno se exprese en mayor porcentaje, durante el proceso
de la enfermedad. Ademas, el servicio con mayor frecuencia
de casos se dio en muestras ambulatorias, debido que las
solicitudes fueron en mayor nimero, que de los pacientes
hospitalizados.
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