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RESUMEN

En el presente estudio se estimd el rendimiento diagndstico de la prueba Xpert®Xpress SARS-CoV-2 en
comparacién con la RT PCR en tiempo real-protocolo Charité, para la deteccién de SARS-CoV-2 en
pacientes peruanos. Se traté de un disefio de prueba diagndstica que incluyé 100 muestras de hisopado
nasal y faringeo. Se obtuvo una concordancia global de 98,70% (IC95%: 92,98-99,97), con un coeficiente
kappa de 0,97 (IC95%: 0,86-1.00); se estimé una sensibilidad y especificad relativa de 100% y 96,15%,
respectivamente. Adicionalmente, el porcentaje del area bajo la curva ROC fue 98,08% en ambos casos
y se obtuvo una especificidad analitica del 100% para los diferentes virus respiratorios evaluados. En
conclusion, la prueba Xpert®Xpress SARS-CoV-2 a partir de muestras de hisopado nasal y faringeo
fue altamente sensible y especifica, asi mismo el coeficiente kappa mostré una excelente correlacion, al
compararla con la prueba de referencia.

Palabras clave: SARS-CoV-2; COVID-19; Técnicas de Diagnéstico Molecular; PCR; Sensibilidad y Es-
pecificidad; Peru (fuente: DeCS BIREME).

DIAGNOSTIC PERFORMANCE OF A POINT-OF-CARE
MOLECULAR SYSTEM FOR THE DETECTION OF SARS-
COV-2 IN PERU

ABSTRACT

The present study assessed the diagnostic performance of the Xpert*Xpress SARS-CoV-2 test in compar-
ison with the Charité protocol real-time RT PCR for the detection of SARS-CoV-2 in Peruvian patients.
This was a diagnostic test study that included 100 nasal and pharyngeal swab samples. We obtained an
overall concordance of 98.70% (95%CI: 92.98-99.97), with a kappa coefficient of 0.97 (95%CI: 0.86-
1.00) and sensitivity and relative specificity rates of 100% and 96.15%, respectively. Additionally, the
percentage of the area under the ROC curve was 98.08% in both cases, and an analytical specificity rate
of 100% was obtained for the different respiratory viruses evaluated. In conclusion, the Xpert®Xpress
SARS-CoV-2 test, by using nasal and pharyngeal swab samples, was highly sensitive and specific, and the
kappa coefficient showed an excellent correlation when compared to the reference test.

Keywords: SARS-CoV-2; COVID-19; Molecular Diagnostic Techniques; PCR; Sensitivity and Specifici-
ty; Peru (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

En 2019 se presentaron los primeros casos de la enferme-
dad causada por el coronavirus (COVID-19) en la provincia
de Wuhan, China. Posteriormente, se identific6 al virus del
SARS-CoV-2 como agente causal ), y a finales de febrero de
2020 fue declarada pandemia por la Organizaciéon Mundial de
la Salud (OMS) @. Para controlar esta pandemia, uno de los
puntos clave fue el desarrollo e implementacién de diversas
tecnologias para la deteccion del virus causante de la enfer-
medad, lo que llevo al desarrollo de pruebas moleculares
que ayudaron a una deteccién rapida y oportuna del SARS-
CoV-2 @), Se disefiaron diferentes plataformas con la finali-
dad de encontrar una alternativa que fuera rdpida, de facil
implementacion y eficiente. Sin embargo, la mayoria de ellas
requieren una infraestructura compleja y personal altamente
capacitado, lo cual en muchos casos limita la descentraliza-
cion de las pruebas moleculares en el Peru.

La plataforma GeneXpert es un sistema cerrado comple-
tamente automatizado basado en una PCR en tiempo real,
que integra en un solo sistema y automatiza todos los pro-
cedimientos de preparacion de muestras, extraccion y ampli-
ficacion de acidos nucleicos, y la deteccion de las secuencias
diana “?. Este sistema requiere el uso de cartuchos desecha-
bles que incluyen los controles necesarios para validar la co-
rrida de una muestra, asi como la deteccion de los genes dia-
na. En el Pert hasta finales del 2020 se tenian 38 laboratorios
implementados con esta plataforma por el Instituto Nacional
de Salud (INS) para su utilizacién en la deteccién de tubercu-
losis y/o carga viral de VIH ©”. Es por ello que una de las es-
trategias de intervencion fue la implementacién del cartucho
Xpert Xpress SARS-CoV-2 @, el cual fue desarrollado para la
deteccién molecular del virus causante de la COVID-19.

El cartucho Xpert Xpress SARS-CoV-2 detecta especi-
ficamente dos genes diana muy importantes, como son el
«N2» (nucleocapside proteica) y el «E» (envoltura proteica),
aumentando la sensibilidad de la prueba para la deteccion
del SARS-CoV-2 9. El rendimiento obtenido para esta
prueba en términos de concordancia fue del 100% de acuer-
do con el ensayo realizado utilizando un material de referen-
cia cuantificado de particulas del virus. Asimismo, se esta-
bleci6 el limite analitico de deteccion (LoD), el cual, segtin el
fabricante, finalmente fue de 0,02 UFP/ml .

Por todo lo dicho previamente, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el rendimiento diagnostico de la prueba
de amplificacion automatizada del dcido nucleico en tiempo
real (Xpert®Xpress SARS-CoV-2) en comparacion con la RT
PCR en tiempo real-protocolo Charité ), para la deteccion
cualitativa molecular de SARS-CoV-2 (COVID-19), a par-
tir de muestras de hisopado nasal y faringeo, contenidas en
medio de transporte viral universal de pacientes peruanos.
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MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. Descripcién y evaluacion
de una plataforma molecular cerrada, de facil uso y de
importancia en el Pert para el manejo de enfermedades de
prioridad en salud publica, ahora implementada para la
deteccion de SARS-CoV-2.

Principales hallazgos. Prueba molecular altamente sensible
y especifica, con una correlacién excelente con respecto al
referente para detectar SARS-CoV-2.

Implicancias. Puede ser utilizada en los laboratorios que se
encuentran en los puntos de atenciéon del paciente para la
deteccion molecular rapida de diferentes agentes infecciosos,
incluido el SARS-CoV-2. Se necesita poca experticia y minima
infraestructura para poder implementarla.

EL ESTUDIO

Disefio y muestras

El estudio fue de tipo observacional, transversal y el disefio
trata de una evaluacion de prueba diagndstica, la cual se llevo
a cabo utilizando muestras de hisopado nasal y faringeo con-
tenidas en medios de transporte universal recolectadas en el
afio 2020 de pacientes peruanos y que se encontraron alma-
cenadas en el banco de muestras del INS. Estas previamente
tuvieron un resultado positivo o negativo mediante RT-PCR
en tiempo real para SARS-CoV-2.

Para el calculo del tamafno muestral se utiliz6 el programa
Epidat 4.2. Considerando un nivel de confianza de 95%, que el
RT-PCR clasific el 50% de muestras como positivas (50 posi-
tivas y 50 negativas) *%, y asumiendo que la prueba de ampli-
ficacion automatizada clasificé un nimero similar como posi-
tivas; entonces un tamafio de 100 muestras permite encontrar
un coeficiente kappa de Cohen de 0,90 con una precision de
+/- 0,085; una precision mas baja hubiera significado reque-
rir menos muestra. El coeficiente kappa esperado correspon-
di6 a una muy buena correlacion, cercana al 0,98 reportado
por Zheng et al. 'Y, Finalmente, las muestras seleccionadas
correspondieron a muestras previamente identificadas como
positivas (n=52) y negativas (n=50) a SARS-CoV-2 mediante
RT-PCR en tiempo real. Dentro de estas 50 muestras negati-
vas, 25 fueron positivas a otros virus con la finalidad de poder
evaluar la reaccion cruzada.

Plataformas RT-PCR e instrumentos
RT-PCR en tiempo real
La extraccion del ARN se realizd siguiendo las especificaciones

del fabricante con el kit QIAamp Viral RNA Mini ya sea de ma-
nera manual o utilizando el equipo automatizado QLACUBE®.
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Para la deteccion del SARS-CoV-2, el extraido fue sometido a la
RT PCR en tiempo real-protocolo Charité @ y a la RT-PCR en
tiempo real usando cebadores y sondas especificas para los genes
RARP de SARS-CoV-2 y GAPDH de humanos !?. Para el caso
de la deteccion de los virus influenza A, influenza B se utiliz6 la
prueba de RT-PCR multiplex de tiempo real en sistema TagMan
(gRT-PCR_Multiplex) 1®. Finalmente, para la deteccion del vi-
rus sincicial respiratorio, rinovirus humano y metapneumovirus
se utilizé una RT-PCR multiplex para otros virus respiratorios
disefiado en el INS de Peru.

Ensayo de amplificacion automatizada del dcido nucleico en
tiempo real

Xpert® Xpress SARS-CoV-2 se realizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante para su uso . Brevemente, se agre-
garon 300 pL de muestra al cartucho, el cual se cerrd y luego
se colocd en un equipo GeneXpert IV para realizar la prueba.
Los cartuchos incluyen dos controles internos (SPC -control de
procesamiento de muestras- y PCC -control de verificacién de
sonda-) que garantizan el correcto funcionamiento de la prueba
©). La deteccién del SARS-CoV-2 se basa en la identificacion
de dos genes: «<N2» (nucleocapside proteica) y «E» (envoltura
proteica), los cuales son utilizados para la interpretacién de
resultados. Los resultados son generados automaticamente
por el sistema GeneXpertTM DX Software version 6.2. Los re-
sultados son informados de manera cualitativa, y las muestras
analizadas son consideradas como positivas cuando se detec-
tan ambos genes N2 y E o cuando se detecta solo N2. Cuando
solo se detecto el gen E, la interpretacion recomendada por el
fabricante es un resultado presunto positivo; sin embargo, en
época de pandemia se le considerd como positivo. Esto debido
a que, al comienzo de la pandemia, se contaba con pruebas de
detecciéon molecular disefiadas para los betacoronavirus, y en
época de pandemia el SARS-CoV-2 fue el virus de este género,
que circulé mas prevalentemente, por lo que en ese momento
se recomendo la implementacion de la confirmacién mediante
la deteccién de un solo marcador genético, teniendo en cuen-
ta que las curvas, asi como otros parametros de aseguramiento
de la calidad, fueran 6ptimos. La PCR del gen E demostr6 una
mejor sensibilidad, por lo que se recomendo priorizar el gen E
como el marcador seleccionado . Sin embargo, luego se co-
menzaron a hacer pruebas basadas en la proteina S, las cuales
fueron mas especificas, y es por ello que para las pruebas que
salieron posteriormente se incluian adicionalmente este tipo de
marcadores para la deteccion.

Anilisis estadistico

Para el analisis de la informacidn, se utiliz6 el programa Sta-
ta v15.1 (Stata Corporation, College Station, Texas, USA). Las
variables cualitativas fueron reportadas como frecuencias ab-
solutas y relativas. Las variables numéricas se describieron con
mediana y rango intercuartilico (RIC), debido a que el tamafio
de muestra pequefo no garantiza una distribucién normal; y
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con rango de valores minimos y maximos. La concordancia, el
rendimiento diagndstico relativo, el coeficiente kappa de Co-
hen, con su intervalo de confianza al 95% fueron analizados.
Asimismo, se obtuvo la sensibilidad relativa (porcentaje de
concordancia positiva) y la especificidad relativa (porcentaje
de concordancia negativa) usando el RT-PCR en tiempo real
como estandar de referencia imperfecto, esto debido a que,
el estandar de referencia ideal es el aislamiento del virus en
cultivo celular a partir de diferentes muestras del paciente;
sin embargo, por la complejidad del procedimiento este no
se suele utilizar por lo que se usé como subrogado la RT PCR
en tiempo real. También se calcul6 el 4rea bajo la curva ROC
(Receiver operating characteristic) como un porcentaje con su
respectivo intervalo de confianza.

Por otro lado, la especificidad analitica se obtuvo usan-
do solo las pruebas negativas al RT-PCR para SARS-CoV-2
pero positivas para otros virus respiratorios. Todas las eva-
luaciones se realizaron a un nivel de significancia de 0,05. Se
compararon los diferentes pardmetros obtenidos, evaluando
sus intervalos de confianza cruzados. Si sus intervalos de
confianza al 95% no se cruzaron se les considerd estadisti-
camente diferentes.

Aspectos éticos
El presente estudio fue aprobado por el comité de ética del
INS, con documento N.° RD: 176-2020-OGITT/INS.

RESULTADOS

Se incluyeron 102 muestras, 77 procedentes de pacientes sos-
pechosos de COVID-19, recolectadas entre abril y setiembre
del 2020; y 25 de muestras prepandemia almacenadas a -80 °C
en el banco de muestra del INS. Las primeras fueron utilizadas
para calcular el rendimiento relativo de la amplificacién auto-
matizada, y las ultimas para evaluar la especificidad analitica
de dicha prueba. Del primer grupo, 52 fueron positivas y 25
fueron negativas para SARS-CoV-2 RT-PCR.

Tabla 1. Comparacion de los resultados obtenidos mediante la amplifi-
cacion automatizada para la deteccion de SARS-CoV-2, con la prueba
RT-PCR en tiempo real.

. Resultado de Resultado de

:):(l)‘:ti:\t?djil amplificaciéon RT-PCR en tiempo real
automatizada Positivo  Negativo  Total

Los presuntos Positivo 51 1 52
P OSIt.IVOS son Negativo 0 25 25
considerados
positivos Total 51 2% 77
Los presuntos Positivo 49 1 50
positivos son .
excluidos del Negativo 0 25 25
analisis Total 49 2% 75
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Tabla 2. Rendimiento diagnéstico de la amplificacion automatizada para la deteccion de SARS-CoV-2, en comparacion con la prueba RT-PCR en

tiempo real.

Deteccion de SARS-COV-2

N® Resultado (%) 1C95%
Considerando resultados presuntos positivos
Concordancia global 76177 98,70 92,98-99,97
Coeficiente kappa de Cohen 0,97 0,86-1,00
Area bajo curva ROC 98,08 94,31-100,00
Sensibilidad relativa 51/51 100,00 93,02-100,00
Especificidad relativa 25/26 96,15 80,36-99,90
Excluyendo resultados presuntos positivos
Concordancia Global 74/75 98,67 92,79-99,97
Coeficiente kappa de Cohen 0,97 0,85-1,00
Area bajo la curva ROC 98,08 94,31-100,00
Sensibilidad relativa 49/49 100,00 92,75-100,00
Especificidad relativa 25/26 96,15 80,36-99,90

* Datos evaluados para el analisis especifico; IC95%: intervalo de confianza del 95%

ROC: Receiver operating characteristic

El 55,8% (43/77) de las muestras provinieron de personas
del sexo masculino. Las mujeres tuvieron una mediana de edad
de 40,5 afios (RIC: 34-49, minimo-maximo: 0-60), y los hom-
bres de 47 anos (RIC: 38-56, minimo-maximo: 3-85). Respecto
a las muestras procedentes de pacientes prepandemia, 44,0%
fueron mujeres (11/25). S6lo hubo una discrepancia cuando se
compararon ambas pruebas en pacientes con sospecha clinica
de COVID-19, habiendo una muestra negativa por RT-PCR
que sali6 positiva con la amplificacion automatizada. Esto arro-
jo una concordancia global de 98,70% (IC95%: 92,98-99,97),
con un coeficiente kappa de 0,97 (IC95%: 0,86-1,00), lo cual
corresponde a una correlacion excelente. Los numeros fueron
muy similares cuando se excluyeron dos «presuntos positivos»
en la prueba de amplificacién automatizada, inicialmente con-
siderados como positivos (Tabla 1y 2).

La evaluacion de rendimiento relativo respecto a RT-
PCR en tiempo real para SARS-CoV-2 mostr6é una sensi-
bilidad relativa de 100%, tanto cuando se incluyeron todas
las muestras, como cuando se excluyeron los dos «presuntos
positivos» en la prueba de amplificacion. La especificidad
relativa fue 96,15% y el % del drea bajo la curva ROC fue
98,08% en ambos casos (Tabla 1y 2).

Adicionalmente, en la Tabla 3 se presentan las medianas
con sus RIC para los genes RARP, ORF1a, E, y N del RT-PCR
en tiempo real, y para los genes N2, y E de la plataforma de
amplificacién automatizada utilizada. En general se aprecia
un amplio rango de valores para todos los genes evaluados.

Finalmente, respecto a la evaluacion de especificidad
analitica, esta fue de 100% para todos los virus respiratorios
empleados, incluyendo el virus sincicial respiratorio (5/5),

Tabla 3. Mediana de valores Ct de las pruebas positivas a los diferentes genes utilizados por la RT-PCR en tiempo real y la amplificacion automatizada

para la deteccion de SARS-CoV-2.

Plataforma Gen N Mediana RIC Min-max
RDRP 32 22,83 17,71-26,23 10,52-30,55
ORF 18 21,05 16,82-25,40 13,25-31,81
RT-PCR en tiempo real
GEN_E 26 28,05 23,97-31,97 12,51-38,28
GEN_N 25 21,62 18,44-27,80 14,67-34,89
N2_XPERT 50 27,45 21,40-30,70 12,00-39,80
Amplificaciéon automatizada
E_XPERT 49 26,10 18,50-28,50 11,00-44,60

RIC: rango intercuartilico; Min-max: valor minimo y valor méximo
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Tabla 4. Especificidad analitica de la amplificacion automatizada para deteccion de SARS-CoV-2, relativo al RT-PCR en tiempo real, para diferentes

virus respiratorios.

SARS-CoV-2
RT-PCR en tiempo real ~ Amplificacion automatizada Especificidad analitica
Positivo Negativo Positivo Negativo
Virus sincicial respiratorio (VSR) 0 5 0 5 100,0%
Rinovirus humano (RHV) 0 6 0 6 100,0%
Metapneumovirus (MPVH) 0 5 0 5 100,0%
Virus influenza A (FLU-A) 0 5 0 5 100,0%
Virus influenza B (FLU-B) 0 5 0 5 100,0%

rinovirus humano (6/6), metapneumovirus (5/5), virus in-
fluenza A (5/5), y virus influenza B (5/5) (Tabla 4).

DISCUSION

La prueba de amplificacién automatizada del acido nuclei-
co en tiempo real (Xpert® Xpress SARS-CoV-2) es de facil
manejo y uso. Asimismo, ha demostrado un alto rendimiento
diagndstico y concordancia con la prueba RT-PCR en
tiempo real para la deteccion cualitativa molecular del virus
causante de la COVID-109, a partir de muestras de hisopado
nasal y faringeo. Ademads, presenta nula probabilidad de
contaminacion cruzada entre muestras, ya que todos los
procesos estan incluidos dentro de un solo cartucho.

Xpert® Xpress SARS-CoV-2 requiere condiciones de
infraestructura y bioseguridad minimas, ya que se trata de
un procedimiento completamente automatizado en donde
se involucra al laboratorista solo al momento de cargar la
muestra @. Ademds, el corto tiempo de obtencion de resul-
tados puede convertirse en una ventaja importante y vital
para el manejo del paciente. Asimismo, esta prueba es de alta
sensibilidad, lo que se respalda en su limite de deteccion es-
tablecido, el cual es de 0,01 unidades formadoras de placas
(PFU)/ml 9.

Diferentes estudios han evaluado el rendimiento de
esta prueba, encontrando resultados altamente concor-
dantes (%%, Ademds, en el presente estudio no se encontr6
ninguna reaccién cruzada, lo que es concordante con lo en-
contrado por Wolters et al. 7.

Por otro lado, se encontré un resultado discordante
cuando se evaluaron ambas pruebas. Mientras que el mé-
todo de referencia resulté negativo, el método evaluado re-
sultd positivo para la misma muestra. Esto podria deberse
a una mayor sensibilidad del método evaluado, que podria
estar detectando una cantidad de ARN menor que el méto-
do de referencia, lo cual estd directamente relacionado con
el limite de deteccion de la prueba. Este hecho ya ha sido
evidenciado en diferentes publicaciones 1. En estos casos,
el resultado en primera instancia se reportaba como inde-
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terminado, luego se procedia a realizar una tercera prueba
que dirimia el resultado final del paciente. En la medida de
lo posible, esta tercera prueba debia ser diferente a las utili-
zadas previamente.

Al analizar el umbral del ciclo «Cycle threshold» (CT), las
cargas virales bajas encontradas en el presente estudio pueden
deberse a diferentes factores, como la toma de muestra muy
temprana o muy tardia considerando el curso de la enferme-
dad, problemas en la toma de muestra, transporte y conserva-
cién de las muestras, o bajos niveles de diseminacién viral en
general. Por otro lado, las cargas virales altas pueden haberse
obtenido en contextos donde la diseminacién viral en la co-
munidad era activa y alta. La comprension de los niveles de
carga viral y el efecto que ello pueda tener en el paciente ha
sido muy controvertida, y diferentes estudios en este sentido
han mostrado resultados contradictorios °2.

Adicionalmente, esta prueba al tener dos genes de de-
teccion, el gen E y el gen N2, proporcioné una sensibilidad
importante en comparacién con el método de referencia ©.
El gen E permite la deteccion de diferentes SARS (corona-
virus del murciélago), incluido el SARS-CoV-2, por lo que
los probables efectos de la deriva genética pueden ser evita-
dos. Ademas, en los resultados evidenciados se observa una
amplia variacién de la carga viral obtenida (valores de CT
obtenidos) entre las muestras que fueron seleccionadas para
el presente estudio.

Por consiguiente, la plataforma evaluada ofrece resulta-
dos altamente eficientes para la deteccion del SARS-CoV-2.
Su fortaleza radica en que se puede utilizar de manera des-
centralizada y con menores recursos (recursos humanos,
infraestructura, equipos, entre otros) en comparacion con
una RT-PCR en tiempo real tradicional. Ademads, funcio-
na como una multiplataforma para la deteccién de otros
agentes de importancia en salud publica a partir de dife-
rentes tipos de muestras. Teniendo en cuenta que en el Pert
hasta finales del aflo 2023 se han implementado mas de 50
laboratorios con esta plataforma, podria ser una potencial
estrategia para establecer un impacto global significativo
en el pais, priorizando aquellos establecimientos donde se
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requieran resultados rapidos, como, por ejemplo, en los
hospitales que cuentan con cuidados intensivos en entornos
de alta prevalencia para las principales enfermedades que
afectan la salud publica del pais.

La principal limitacion del estudio es que no se usé el
estandar de referencia ideal, que es el aislamiento del virus
en cultivo celular a partir de diferentes muestras del paciente;
en cambid se uso el estindar mds cercano como es el Rt-
PCR, el cual ha sido usado en multiples publicaciones 1619,
Otra limitacién es que no se cont6 con metadata respecto a
la enfermedad del paciente, como sintomas, duracion de la
enfermedad, o severidad. Aun asi consideramos, que estos
factores afectan de igual manera a la plataforma evaluada y
al estandar de referencia, por lo que los resultados siguen
siendo fiables. Por otro lado, también se debe considerar que
los costos que esta plataforma, demanda en insumos, equi-
pamiento y mantenimiento ain siguen siendo altos. Por lo
tanto, su priorizaciéon podria convertirse en una buena es-
trategia para abordar diferentes enfermedades, acompana-
das por otras tecnologias que podrian atender masivamente
diferentes patologias.

Finalmente, se concluye que el rendimiento diagndstico
de la prueba Xpert® Xpress SARS-CoV-2, en comparacion
con el método de referencia RT-PCR en tiempo real para la
deteccion del virus del COVID-19 a partir de muestras de
hisopado nasal y faringeo, fue altamente eficiente en térmi-
nos de sensibilidad y especificidad. Los resultados obtenidos
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