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RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue analizar la performance de 3 kits comerciales de real time RT-PCR para la deteccion de
SARS-CoV-2 en muestras de hisopados nasofaringeos, mediante el criterio de mayoria. Se seleccionaron 100 muestras de ARN
informadas en el SISA como detectables (n=50) o no detectables (n=50) con el GeneFinder-COVID-19 Plus RealAmp, que fueron
posteriormente analizadas mediante el BGI-Real-Time Fluorescent for Detecting SARS-CoV-2 y el DisCoVery-SARS-CoV-2 RT-PCR. Los
niveles de concordancia fueron de buenos a excelentes; Genefinder y DisCoVery presentaron sensibilidad del 100%, mientras que BG/
presentd una sensibilidad menor al 90%. Se analizaron los productos de 10 muestras discordantes o dudosas mediante electroforesis
en gel de agarosa. Se confirmaron 3 muestras como falsos negativos del BG/ y 5 muestras detectables sélo al DisCoVery podrian
tratarse de verdaderos positivos. El uso de los kits DisCoVery y GeneFinder™ se presenta como una excelente opcién, con buenos
valores de sensibilidad y especificidad.

RESUMEN. Comparison of 3 real time RT-PCR kits for SARS-CoV-2 detection. The objective of the present study was to evaluate the
diagnostic performance of 3 commercial SARS-CoV-2 real time RT-PCR detection kits on nasopharyngeal swab samples, using the
majority criterion. One hundred RNA samples informed as detectable (n=50) and not detectable (n=50) with GeneFinder-COVID-19
Plus RealAmp were selected, and later analyzed with BGI-Real-Time Fluorescent for Detecting SARS-CoV-2 and DisCoVery-SARS-CoV-2
RT-PCR. Agreement between tests was almost perfect; sensitivity was 100% for Genefinder and DisCoVery and less than 90% for BGI.
Real time PCR products from 10 discordant samples were further analyzed by agarose gel electrophoresis, confirming 3 false negatives
by BGI and suggesting 5 samples as true positives by DisCoVery. The use of DisCoVery and GeneFinder™ appear as an excellent choice
with good sensitivity and specificity values.
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Introduccion

La pandemia de la COVID-19 ha planteado un dificil
escenario para la salud publica global, por lo cual se
disefiaron y aprobaron, de modo rdpido y excepcional,
una gran variedad de métodos de diagndstico (Shi et al.,
2020;

https://www.argentina.gob.ar/anmat/regulados/produ
ctos-medicos/reactivos-covid-19#1). Los mas difundidos
son los de deteccion directa del genoma viral mediante
transcripcidn reversa y amplificacién por PCR en tiempo
real (real time RT-PCR). Los targets identificados como
especificos de SARS-CoV-2, consisten en fragmentos del
ARN codificante para proteinas no estructurales como

la polimerasa dependiente de ARN (RdRp) incluida en el
Open Reading Frame lab (ORFlab), y de las proteinas
estructurales de las espiculas o spike (S), de envoltura
(E), de membrana (M) y las nucleoproteinas (N)
(Corman et al., 2020; Lu et al., 2020; Shi et al., 2020; Ye
et al.,, 2020).

Si bien la situacién de emergencia sanitaria obligd a dar
respuestas inmediatas con escasa contrastaciéon de
resultados entre laboratorios, es necesaria la validacion,
comparacién de diferentes tests de diagndstico mole-
cular y la determinacion de los limites de deteccidon
(LOD) para brindar resultados confiables y reproducibles
(Lu et al., 2020; Moore et al., 2020; Shi et al., 2020). En
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particular, son deseables las comparaciones y ajustes
tendientes a minimizar la proporcién de falsos negativos
y las determinaciones de LOD (Shi et al., 2020; Watson
et al.,, 2020).

Materiales y métodos

A los fines de proporcionar informacidon comparativa se
analizé la performance de 3 kits comerciales diferentes.

1-GF= Genefinder™ COVID-19 Plus RealAmp kit (OSANG
Healthcare, Corea del Sur; Instrucciones en
http://www.osanghc.com/en/customer_en/archive/?p
ageid=1& mod=document&keyword=COVID&uid=51).

2- BGI= Real-Time Fluorescent RT-PCR Kit for Detecting
SARS-CoV-2 (BGl, China; Instrucciones en
https://www.bgi.com/us/wp-
content/uploads/sites/2/2020/04/BGI-Amended-EUA-
SARS-CoV-2-Detection-Kit.pdf ).

3- AP= DisCoVery SARS-CoV-2 RT-PCR detection kit Cy5
(AP-Biotech, Argentina; fabricante Safecare Biotech
Hangzhou Co. Ltd., China; Instrucciones en
https://apbiotech.com.ar/apb-cov19r2.html).

En el resto del documento se utilizara la sigla en negrita
para referir a cada kit utilizado. Las caracteristicas
generales de cada uno y las condiciones de ampli-
ficacién e interpretaciéon vigentes al momento de su
utilizacion estdn resumidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Desempefio de los 3 kits comerciales de real time RT-
PCR para detectar SARS-CoV-2 en el ciclador MIC QCycler (Bio
Molecular Systems).

Kit GF BGI AP
Targets 3= N (JOE); 1= ORFlab 2= ORFlab
virales RdRp (FAM); (FAM) (FAM); N
(sonda) E (Texas Red) (VIC)
Control RNAsa P B-actina RNAsa P
interno-Cl humana (Cy5) (VIC) humana
(sonda) (Cy5)
Programa 1 ciclo: 509C, 1ciclo: 50°C, 1 ciclo: 50°C,

20 min 20 min 5 min
1 ciclo: 95°C, 1ciclo: 952C, 1 ciclo: 95°C,
5 min 10 min 1 min*
45 ciclos: 40 ciclos: 45 ciclos:
95°2C 15s; 952C15s; 95°C5ss;
58°2C60s 60°C30s 60°C34s

Duracién en 1 h 58 min 1 h 30 min 1h 10 min
ciclador
ARN en 5 10 5
reaccion
(k1)

Volumen 20 30 25
final

(1)

Muestra CI<35; RdRp, Cl<35; Cl, ORFlab
reactiva Ey/oN <43 ORFlab <37 y/o N <38
(Ct)

* el proveedor indica 30 s

Para analizar el desemperio de los kits comerciales se
seleccionaron 100 muestras de ARN extraidas de
hisopados nasofaringeos recibidos durante los meses
de junio, julio y agosto de 2020, provenientes del
Dispositivo Estratégico de Testeo para Coronavirus en
Territorio de Argentina (DETeCTAr; -
https://www.argentina.gob.ar/coronavirus/detectar) e
instituciones privadas de las regiones sanitarias VI y XI
de la provincia de Buenos Aires, en el marco del
convenio especifico entre la Universidad Nacional de La
Plata y el Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos
Aires (CONVE-2020-06345305-GDEBA-MSAL-GP). La
extraccion de ARN se realizé en cabina de seguridad
tipo Il utilizando el Virus DNA/RNA Extraction Kit Il
(Geneaid Biotech, Taiwan) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, con un volumen final de
elucién de 50 pl. Luego, las muestras fueron procesadas
de inmediato con el GF (procesadas e informadas como
parte de las rutinas diagnosticas) y preservadas a -702C
hasta su procesamiento con el BGI y posteriormente
con el AP. Para la selecciéon de muestras se consideré
que evidenciaran reaccién al control interno y que,
segun el resultado incial con el GF, fueran informadas
detectables (n= 50) o no detectables (n= 50) en el
Sistema Integrado de Informacién Sanitaria Argentina
(SISA; https://sisa.msal.gov.ar/sisa), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. La proporcién de cada
categoria se fijo en el 50 %, emulando los porcentajes
de deteccidn reportados entre junio y noviembre 2020
en el AMBA y nuestros propios datos (Moré et al.,
2020).

Todas las muestras fueron procesadas utilizando los
programas y recomendaciones de cada proveedor
(Tabla 1), utilizando el equipo MIC qCycler de 48
microtubos especificos de 0,1 ml y su respectivo
software de analisis (Bio Molecular Systems, Australia).
Cada rutina de real time RT-PCR se llevd adelante con
los controles positivo y negativo provistos por cada kit y
lote respectivo. Todas las muestras evidenciaron
reaccion para los controles internos de los 3 kits.

Para el analisis se considerd el criterio de mayoria (en
ausencia de gold standard), considerando las muestras
como “verdadero positivo (+)” y “verdadero negativo (-
)” con resultados coincidentes en al menos 2 tests.

Se utilizaron las funciones “Concordancia entre
pruebas” y “Evaluacién de prueba” del sitio Working in
Epidemiology (www.winepi.net) para establecer la
performance comparativa mediante las determi-
naciones de valor Kappa o “agreement” y sensibilidad y
especificidad, valor predictivo positivo y negativo y
fiabilidad, respectivamente. En todas las comparaciones
se utilizo el valor de mayoria como referencia y se fijé
un nivel de confianza del 95%.

Del total de muestras se seleccionaron 10 muestras con
resultados que no coincidieron con el criterio de ma-
yoria o dudosos con alguno de los kits, y fueron
identificadas como “discordantes” (ID de muestra resal-
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tado en negrita y nimero correlativo en paréntesis en
Tabla 2). Los productos de PCR con el kit AP fueron
analizados en un gel de agarosa al 3% en buffer TBE
tefiido con SYBR safe (Invitrogen). Se sembro el
volumen total de reaccidn (25 pl) de cada muestra, se
realizo la electroforesis por 1h 15min (120 V, 100 mA) y
se observé en un transiluminador de luz azul (Invi-
trogen).

Tabla 2. Resultados expresados en Cycle Threshold (Ct) para
cada target de cada test. Ref. Los niumeros se refieren a los Ct
obtenidos para los targets de cada kit. En caso de observarse
sélo reaccion a algin target se indicé con la letra
correspondiente al mismo. Las celdas coloreadas indican
discrepancia con la mayoria o resultados “dudosos”. - = No
reactiva; (-)= verdadero negativo; (+)= verdadero positivo;
VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.
Las muestras con ID en negrita y numero correlativo
corresponden a las analizadas por electroforesis (Figura 1). Las
muestras que presentaron Cts cercanos a los valores de
referencia a un Unico target viral con los kits GF y AP, fueron
reprocesadas con el mismo kit. En todos los casos se
obtuvieron resultados concordantes con +/- 0,5 Ct en relacidn
al resultado inicial.

N 36,5

35 34,5-35

5,5 35,5-
37,5

N34R 32-34

32 33- 28, 28-31

1122 N 36,5- 34,5-36
R39,5

1283

1285

1293

1305 N 39,5 N 37,5

1343 = N 37,5

Tabla 2. (continuacion)

1454 N 34 R 31,5-
30,5

1919 16 17- 16-18

1921

1923

1925

1927

1929

1931 (1)

1933 (2)

1935 31 32- 29,5-32

1937

1939

1941 27- 28 5- 26,5 26,5-29

1943 22- 22 5- 20,5-
23,5

1945

1947

1949

1951



Tabla 2. (continuacion)

1953

1954
1955

1956

1957 (3)

1958

1959 (4)

1960

1961 (5)

1962 (6)
1973
1975
1977
1978
1980
1981
1982

1983

1984

1985
1986 (7)

1987

1988
1989

1990

1991 (8)
1992

1993

1994

1995

1996

13-13-
15,5
20-20,5-
21,5

14-15,5-
16,5
N 32,5-
R 37

N 37-R
38
25-23,5-
25
31,5-29-
30,5
31,5-
30,5-32
22,5
20,5-22
16,5-
16,5-18
22,5-21-
22

22,5
20,5-
22,5

20-19-
20,5

17-16,5-
18,5
19,5-

18,5-21
33,5-
33,5-
35,5

28-25,5-
27,5
34,5
33,5-
34,5

24-21,5-
23

12,5

18,5

16

20

16,5

20

20

18,5

17

18,5

33

25

32,5

21

12.5-
15,5
19-21

34,5-
35,5

N36,5
14-17
32,5-35
32,5-
35,5
33,5-35
21-23,5
27-29,5
28,5-31
18-20,5
13,5-18
18-21,5

18,5-21

16,5-
19,5
36,5-
37,5

14-17,5

16-19,5

29,5-33

30-33

23,5-26

30,5-
33,5

19,5-22

Tabla 2. (continuacion)

1997 (9) - - N38,5? (-)
1998 - - - (-)
1999 20-17,5- 17,5 15,5-18 (+)

19,5
2000 19,5- 16 15-17 (+)
16,5-
18,5
2001 27-25- 24,5 23-25,5 (+)
26,5
2002 34-32,5- 31,5 30-32 (+)
34
2003 (10) N 38,5- = 33,5- (+)
R 38 34,5
2004 N 39,5- 35 33-34,5 (+)
R 38,5
2005 27-24,5- 24 22,5-25 (+)
26,5
2006 21,5-19- 19 17,5-20 (+)
21,5
Kappa 0.980 0.900 0.880
Sensibilidad 100 89.8 100
(%) (81,3-
98,3)
Especificidad 98 100 88,2
(%) (94,2- (79,4-
100) 97,1)
VPP (%) 98 100 89,1
(94,1- (80,9-
100) 97,3)
VPN (%) 100 91,1 100
(83,6-
98,5)
Fiabilidad 99 95 94
(%)

Resultados y discusion

En este estudio comparativo se procesaron 100 mues-
tras mediante 3 kits diferentes, las cuales resultaron
segln criterio de mayoria en verdaderos positivos
(n=49) y verdaderos negativos (n=51) en proporciones
similares a las de las rutinas diagndsticas diarias y los
reportes regionales para mediados y fines del 2020
(Moré et al., 2020; -
https://ourworldindata.org/grapher/positive-rate-daily-

smoothed?tab=chart&country="ARG). Los resultados

de cada determinacidon por real time RT-PCR, la
ponderacién por mayoria y los valores de performance
comparativa de cada kit se muestran en la Tabla 2. En
relacion a lo informado en el SISA (resultados de rutina
con el GF), solo 1 muestra (ID 431) fue no coincidente
con el criterio de mayoria (“falso positivo” con GF). Los
3 kits evidenciaron niveles de concordancia de buenos a
excelentes (Kappa = 0.880) en relacion a la ponderacion
de las muestras como positivas y negativas bajo el
criterio de mayoria de tests. El GF presentd la mejor
concordancia y fiabilidad, seguido por el BGI y por
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ultimo en estos valores se ubica el AP. Estos resultados
estan dados por la identificacion de 1, 5 y 6 muestras
con resultados no coincidentes para los kits GF, BGI y
AP, respectivamente. No obstante estos resultados,
tanto el kit GF como el AP evidenciaron una sensibilidad
del 100%, mientras que con el BGI se obtuvieron 5
falsos negativos, demostrando menor sensibilidad vy
VPN. Este ultimo kit presenté Ct mas bajos de su Unico
target, en relacidn a lo detectado con los otros dos kits,
sin embargo, requiere el doble de volumen muestra de
ARN y en la evaluaciéon presenté una sensibilidad
inferior al 90%. Ademas, este kit indica que debe
utilizarse la sefial del control negativo o “noise”(ruido)
para la determinacion del umbral, lo que puede resultar
en dificultades de lectura e interpretacion.

Las 10 muestras “discordantes” seleccionadas, y cuyos
productos mediante el kit AP se analizaron por
electroforesis, fueron identificadas segln criterio de
mayoria como negativas solo al BGI (n=4; IDs 1931,
1933, 1961 y 2003), positivas solamente con el AP
(n=5; IDs 1957, 1959, 1962, 1986 y 1991) y negativa
pero con curva de deteccion del gen N por encima de
los valores de corte (n=1, ID 1997). El detalle de las
muestras, los resultados con los diferentes kits y el
resultado de la electroforesis se observan en la Figura 1

productos inespecificos, resultado de la amplificacién
génica de otros agentes, y podrian ser eventuales
causales de falsos positivos, sobre todo en kits que
detectan targets unicos (Moore et al., 2020; Shi et al.,
2020). En este aspecto, 10/100 muestras presentaron
reaccion solo a N con el GF, 9 de las cuales fueron
identificadas como verdaderos positivos. En el caso del
kit AP, 7/100 muestras resultaron reactivas solo al
target N, 5 de las cuales se identificaron como
verdaderos positivos. Todas las muestras evidenciaron
reaccion con similares Ct al repetirlas con el mismoo kit.
En base a estos resultados es posible asumir que la
mayoria de las muestras reactivas solo al gen N son
especificas para SARS-CoV-2, como fuera informado por
el INBIRS para el uso del kit GF (informe interno, datos
sin publicar). En relacidn a ésto, es posible asumir una
mayor disponibilidad de los transcriptos del gen N en
relacion a otros targets, lo que también explicaria la
menor sensibilidad del kit BGI que solo tiene el ORFlab
como blanco.

y en la Tabla 3. Es importante remarcar que los 10

pacientes presentaban 2 o mas de los signos consi- 3

derados relevantes en la definicidn de caso sospechoso v " Doblote: Gl y
—

_ Producto
8 ORF1ab

(Moré et al., 2020). La observacién de productos de PCR piced
con el kit AP, reforzé y confirmé como falsos negativos
a 3 muestras negativas solo con el BGI (ID 1931, 1961y
2003), y pone en duda la valoraciéon como “falsos
positivos” de algunas muestras detectables solo con el
AP. La muestra ID 1933 (calle 2 en gel; Figura 1)
evidencid reaccion a N con Ct 36 pero no generd un
claro producto en “doblete” con el control interno, por
lo que su valoracidn como falso negativo del BGI no
pudo ser confirmada totalmente. Las 5 muestras
analizadas por electroforesis e identificadas como
“falsos positivos” con el AP, presentaron tanto Cts
como productos de movilidad relativa en gel acorde a
los verdaderos positivos (en especial la muestra 1991,
calle 8 en gel). Si consideraramos estas muestras como
verdaderos positivos (Cts menores a 38 y con productos
observados en gel) mejoraria la performance del kit AP
y empeoraria drasticamente la sensibilidad del BGI,
debido a que se sumarian falsos negativos. Conside-
rando que solo se realizd electroforesis a 10 muestras
amplificadas con el kit AP, no podemos asumir cier-
tamente si esas muestras corresponden a “verdaderos
positivos”, e incluso estariamos cambiando el modo de
valoracién propuesto (mayoria) y priorizando el kit AP
al asumirlo como “gold standard”. Es importante
destacar que las muestras fueron congeladas vy
descongeladas 2 veces antes de ser procesadas con el
kit AP, lo cual no evidencié problemas en la deteccion
de los verdaderos positivos e incluso detecté estas
muestras discordantes. En la observacién del gel
también se evidenciaron productos diferentes a los del
control positivo en algunas muestras. Estos podrian ser

e — -

Figura 1. Electroforesis de productos de la real time RT-PCR
utilizando el kit DisCoVery Cy5 (AP-Biotech). Calle=1D
Muestra-(interpretacion en relacion a presencia de productos
acordes al control positivo): 1= 1931-(+); 2= 1933-(-); 3=
1957-(+); 4 = 1959-(-); 5 = 1961-(+); 6 = 1962-(+); 7 = 1986-(+);
8 =1991-(+); 9 = 1997-(-); 10 = 2003-(+); 11-(Control positivo) y
12-(Control negativo). Las muestras en calles 1 a 11
evidenciaron reaccion al control interno (Cl). El detalle de
resultados de cada kit de real time RT-PCR de cada muestra se
observa en la Tabla 3.

En concordancia con reportes internacionales, es
conveniente el uso de kits con mas de 1 target viral,
dado que, por posibles mutaciones de los coronavirus
en las regiones de unién de primers y sondas, podrian
detectarse muestras como falsos negativos, indepen-
dientemente de una eventual mayor sensibilidad ana-
litica o LOD mas bajos de kits con target Unico (Arevalo-
Rodriguez et al., 2020; Corman et al., 2020; Moore et
al., 2020, Ramirez et al., 2020). El uso masivo del kit BGI
podria incrementar el nimero de “falsos negativos” en
proporciones de al menos el 5%, y por consiguiente
aumentar el riesgo de transmision del SARS-CoV-2 de
un modo significativo (Watson et al., 2020; Woloshin et
al., 2020).



Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos para los
diversos kits de real time RT-PCR utilizados, contrastados con
los obtenidos en la electroforesis de productos del kit
DisCoVery Cy5 (AP-Biotech) en 10 muestras. *Se considerd
como “+” en gel a la presencia de productos con movilidad
relativa comparables a los del control positivo (figura 1). Ref.
= no reactiva o negativa.

u_u

:{d]] AP Criterio de
(ORF) (N-ORF) Mayoria

N40 = N37 + +

N40 = N36 + -

= = N34,5- = +
ORF35,5

= = N36,5 = =

N 32,5-R = N32,5-ORF35 + +

37

= = N32,5- - +
ORF35,5

° = N36,5- = +
ORF37,5

= = N30-ORF33 - +

= = N38,5? = =

N 38,5-R = N33,5- - +
38 ORF34,5

El uso de los kits DisCoVery y GeneFinder™ se presenta
como una excelente opcidn, con buenos valores de
sensibilidad y especificidad. Si consideramos la con-
trastacion realizada por electroforesis el kit DisCoVery
presentaria elevada sensibilidad y probablemente
mejoraria su especificidad. Ademds, la corrida en
termociclador es de menor duracion, y tendria poten-
cialmente un menor costo por tratarse de manufactura
China con un proveedor nacional. Sin embargo, la
valoracién de muestras como verdaderos positivos
requiere estudios de secuenciacion, repetibilidad en
diferentes laboratorios y la eventual comparacion con
kits con elevada sensibilidad, dado que en nuestro caso
el kit BGI podria estar alterando la “sensibilidad” del
criterio “mayoria”. La determinacion de LOD de los kits
con mas de un target viral en los distintos laboratorios
de la red de diagnédstico de SARS-CoV-2 en Argentina
seria de utilidad para futuras validaciones inter-
laboratorios.
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