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Resumen

El método de diagnostico mas usado para la deteccidn del coronavirus causante del
Sindrome Respiratorio Agudo (SARS-CoV-2) es la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR por sus siglas en inglés), no obstante, han surgido otros
procedimientos alternativos que la complementan tales como los basados en el anélisis de
antigenos o de anticuerpos, y otros menos comunes como los basados en biosensores y
compuestos organicos volatiles (VOCs). A pesar de su uso frecuente en el diagndstico para
andlisis basados en antigenos no se cuenta con herramientas para el aseguramiento de la validez
de los resultados, por ello en el Instituto Nacional de Metrologia en el desarrollo de esta pasantia
empresarial enmarcada en el programa ESTADO JOVEN se evalud la estabilidad y
homogeneidad a corto plazo en temperaturas de 4, -20 y -80°C de la proteina Spike del SARS-
CoV-2 (Invitrogen RP-87671). Estas dos variables, se determinaron mediante la cuantificacion
de la fluorescencia emitida por el anticuerpo secundario en la prueba de ELISA indirecto. Los
resultados muestran que el candidato a Material de Referencia fue estable y homogéneo a corto
plazo en las temperaturas estudiadas. La produccion en masa de este MR dependera de los

estudios a largo plazo.

Palabras clave: COVID-19, estabilidad, homogeneidad, material de referencia, proteina

Spike, SARS-CoV-2.



15

Abstract

The most widely used diagnostic method for the detection of the coronavirus causing
Acute Respiratory Syndrome (SARS-CoV-2) is the reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR), however, other alternative procedures have emerged to complement it such
as those based on antigen or antibody analysis, and other less common ones such as those based
on biosensors and volatile organic compounds (VOCSs). In spite of their frequent use in diagnosis
for antigen-based analysis, there are no tools available to ensure the validity of the results.
Therefore, at the National Metrology Institute, during the development of this business internship
within the framework of the STATE YOUNG program, the short-term stability and homogeneity
of the SARS-CoV-2 Spike protein (Invitrogen RP-87671) was evaluated at temperatures of 4, -
20 and -80°C. These two variables were determined by means of a series of tests that were
carried out in order to determine the validity of the results of the analysis. These two variables
were determined by quantifying the fluorescence emitted by the secondary antibody in the
indirect ELISA test. The results show that the candidate Reference Material was stable and
homogeneous in the short term at the temperatures studied. Mass production of this RM will

depend on long-term studies.

Keywords: COVID-19, stability, homogeneity, reference material, Spike protein, SARS-

CoV-2.
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1. Introduccion

El SARS-CoV-2 es un miembro de la familia de los coronavirus, que comprende un
grupo diverso de virus de ARN monocatenario de sentido positivo, grandes, envueltos, no
segmentados (Benites, 2020). El virus del SARS-CoV-2, se caracteriza por una incidencia
creciente de infecciones respiratorias, que van desde portadores asintomaticos hasta pacientes
que padecen neumonia bilateral grave y dificultad respiratoria, es altamente transmisible y se
propaga rapidamente a través de secreciones respiratorias infectadas. En este contexto por ser un
virus con répida y alta propagacion, el diagndstico temprano y confiable se convirtié en una
pieza primordial para el control epidemiol6gico de la enfermedad por lo que se han desarrollado
varias técnicas de diagnostico entre las que se encuentran las técnicas directas para deteccion de
antigenos o genoma con reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas indirectas para la
deteccion de anticuerpos por medio de inmunocromatografia o ensayos por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), de las cuales la PCR es considerada la técnica de referencia por su
alta sensibilidad y especificidad (Tenorio-Abreu et al., 2022).

Aunque la PCR con transcripcion reversa (RT-PCR) es la técnica comUnmente utilizada
para la deteccion del SARS-CoV-2 y recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), aun tiene algunas limitaciones, entre ellas, las tasas de falsos positivos o falsos negativos
detectados en pacientes que presentan SARS-CoV-2, la baja disponibilidad de reactivos y kits de
PCR vy el proceso extenso de la técnica (Ropert et al., 2021).

Como opcion a las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos, la OMS recomienda las
pruebas de antigenos virales para la deteccion de la infeccion por SARS-CoV-2 ya que estas

pruebas son mas economicas y sencillas de operar, ademas de brindar resultados mas rapidos;
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esto permite a los encargados de formular politicas y a los proveedores de atencion médica
asegurar una cobertura de pruebas de manera significativamente mayor en un periodo de tiempo
relativamente mas corto.

Se ha investigado el uso de la proteina Spike como uno de los instrumentos idoneos para
el desarrollo de novedosas pruebas alternativas para la deteccion de los antigenos virales.
Teniendo en cuenta que juega un papel importante en la infeccion y diseminacion del SARS-
CoV-2, la proteina Spike se ha convertido en una herramienta empleada en el desarrollo de
nuevos inmunoensayos destinados a la deteccion del SARS-CoV-2 (Nascimento et al., 2022).
La proteina Spike del SARS-CoV-2 esta conformada por (i) un dominio de union al receptor
(RBD), que se une al receptor de la enzima convertidora de angiotensina humana 2 (ACE2) y
media el acceso del coronavirus en las células huésped y (ii) un dominio de fusion, que une la
célula huésped y las membranas virales por medio del C-terminal S2 subunidad (Moctezuma,
2021).

Aunque entre las ventajas de los métodos seroldgicos se encuentran la facilidad de uso y
bajos requerimientos de tiempo para la obtencidn de resultados, en el mercado es escasa la
disponibilidad de materiales de referencia basados en proteina que permitan el aseguramiento de
la calidad de estas mediciones. En las mediciones quimicas y biolégicas, los materiales de
referencia son las herramientas clave tanto para el aseguramiento de validez de los resultados
como para establecimiento de la cadena de trazabilidad que permite la comparabilidad de las
mediciones obtenidas en laboratorios y tiempos diferentes.

En Colombia, el Instituto Nacional de Metrologia (INM) es la entidad coordinadora de la
metrologia cientifica e industrial y tiene dentro de sus funciones la produccion de materiales de

referencia requeridos por el pais, para lo cual el INM cuenta con un sistema de gestion de la
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calidad basado en la Norma ISO 17034 que brinda los requisitos para la competencia de los
productores de materiales de referencia. Por lo anterior, y en el marco del programa Estado
Joven, el propdsito de este trabajo es desarrollar un material de referencia de la proteina Spike en
solucién el cual contribuird a la confiabilidad de pruebas inmunoldgicas en la deteccién del virus

del SARS-CoV-2.
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2. Planteamiento del problemay justificacion

En la lucha contra la enfermedad causada por la infeccion con SARS-CoV-2, un aspecto
fundamental para contener y manejar la enfermedad es detectar correctamente a las personas
infectadas para lo cual son fundamentales los métodos de diagnostico. El método mas usado es
RT-PCR que detecta la presencia de ARN viral, esta prueba molecular es atil durante las
primeras 3 semanas de infeccion y es el método de referencia recomendado por la OMS; sin
embargo, la prueba tiene algunos inconvenientes: Alto costo, dificil de implementar en
escenarios con recursos limitados, sensibilidad variable segun el tipo de muestra y del periodo de
infeccion (Vidal-Anzardo et al., 2020).

A la fecha, se han desarrollado multiples pruebas de diagnostico rapido (PDR) que
utilizan reacciones antigeno-anticuerpo, y dentro de estas pruebas se distinguen los que detectan
antigenos como la proteina Spike (proteina de membrana del virus SARS-CoV-2) ( Montes,
2018). Generalmente, estas son pruebas cualitativas con resultados positivos 0 negativos. Un
resultado positivo indica una infeccion actual por SARS-CoV-2, ya que la deteccion de antigenos
virales implica una replicacion viral activa, mientras que un resultado negativo indica la ausencia
de ésta. No obstante, la sensibilidad de la prueba hace posible la presencia de falsos positivos y
negativos, aunque segun lo reportado por algunos laboratorios la prueba no presenta reactividad
cruzada con otros virus incluidos los coronavirus. Adicionalmente, por la experiencia con PDR
de deteccion de antigenos (Ag) de otros virus respiratorios como la influenza, la OMS indica que
si las concentraciones de la carga del virus de la influenza en muestras respiratorias son similares
a las observadas en COVID-19, la sensibilidad podria variar entre el 34% y el 80% (Mamiko,

2020).
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Hasta el momento, las pruebas de RT-PCR son las recomendadas por el sistema de salud,
sin embargo, el ensayo enzimético (ELISA) es una de las técnicas que se ha caracterizado como
herramienta de investigacion y diagndstico para la deteccion del SARS-CoV-2, permitiendo
detectar la infeccion tanto en pacientes sintoméaticos como asintomaticos. ELISA es una técnica
sencillay simple de automatizar que permite realizar pruebas con un alto rendimiento a bajo
costo (Dominguez, 2019). Como uno de los inmunoensayos mas sensibles, ELISA ofrece valor
comercial en investigacion de laboratorio, diagndstico de biomarcadores de enfermedades,
control de calidad y seguimiento en diversas industrias. Esta técnica utiliza anticuerpos ligados a
enzimas que se unen a antigenos de superficie. Luego se agrega sustrato para producir un cambio
de color o una sefial de luz que se correlaciona con la cantidad de antigeno presente en la muestra
original (Hnasko, 2015).

A pesar de tener ventajas significativas, los materiales de referencia de proteinas son
escasos pero debido a esto se ha aumentado su necesidad por su rapida deteccidn del virus,
ofreciendo ventajas significativas al respaldar la precision de medicion y la confiabilidad que
estos brindan, para ello se utilizan métodos como los inmunoensayos de placas enzimaticas, el
cual evalla cuantitativamente las respuestas de anticuerpos a los patdgenos, incluido el SARS-
CoV-2 (Stocks et al., 2022).

Para abordar esta falta de herramientas para el aseguramiento de la validez de los
resultados para las pruebas rapidas de deteccion basadas en proteinas, el Instituto Nacional de
Metrologia desarrollarad un material de referencia de la proteina Spike en solucion, que sirva de
patrén o control positivo para las pruebas de antigeno lo que contribuira a aumentar la

confiabilidad de los resultados de las pruebas inmunoldgicas para detectar el virus SARS-CoV-2.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general
Producir un material de referencia piloto de la proteina Spike del virus SARS-CoV-2, a
partir de un extracto proteico comercial para ser usada como herramienta de aseguramiento de la

validez de resultados en las mediciones de inmunoensayos.

3.2. Objetivos especificos

e Elaborar un plan de produccion de material de referencia piloto de la proteina Spike del

virus SARS-CoV-2.

e Preparar un material de referencia piloto siguiendo los lineamientos del Sistema

Integrado de Gestion del INM.

e Evaluar la idoneidad del MR de la proteina Spike del virus SARS-CoV-2 para su uso en

el control de la calidad de métodos basados en inmunoensayos.



4. Marco teorico y estado del arte

4.1. Marco teorico

4.1.1. Estructura del SARS-CoV-2

22

El SARS-CoV-2, es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo, responsable del

sindrome respiratorio agudo severo conocido como COVID-19, su estructura se observa en la

Figura 1 (Oliva, 2020). EI SARS-CoV-2 infecta las células epiteliales de las vias respiratorias

humanas al unirse al receptor de superficie celular enzima convertidora de angiotensina 2 (Zhao

et al., 2020). Las interacciones patégeno-huésped estan mediadas por la proteina viral de

membrana Spike (Moctezuma, 2021) por lo cual actualmente esta interaccién es objeto de

estudio.

Figural

Estructura del SARS-CoV-2 (Oliva, 2020).

Glicoproteina espiga (s, del inglés spike): la que
E

cluyendo sus subunidades S1y S2:

se adhiere al receptor ECA2 del hospedero, in-

S1:determina el rango de hospederos del virus
y su tropismo celular.

S2: media la fusién del virus con la membrana

celular humana

SARS-CoV-2

Proteina M (membrana): responsable del transporte
transmembrana de nutrientes, liberacion de la particula

viral y la formacién de su envoltura

~(+)ssARN

Proteina E
Envoltura

16 proteinas no estructuradas

Proteina M, E y varias proteinas accesorias, interfieren
con la respuesta inmune del hospedero o tienen

funciones desconocidas.

Adicionalmente, se ha observado que la proteina Spike presenta epitopes reactivos al

sistema inmunologico humano generando la produccion de anticuerpos contra esta, lo que la

convierte en una diana Util para la deteccion del virus mediante pruebas inmunologicas. La
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deteccion directa de proteinas virales (antigenos) del SARS-CoV-2 en hisopos nasales y en otras
secreciones respiratorias por medio de inmunoensayos de flujo lateral (también llamados pruebas
de diagndstico répido (PDR)) proporciona una forma més répida y econémica que el método de

referencia, es decir, las pruebas de amplificacién de acidos nucleicos (TAAN) (OMS, 2021)

4.1.2. Pruebas de diagndstico para el SARS-CoV-2
Para muchas infecciones virales humanas como el virus de la influenza o el norovirus hay
tres dianas de diagnostico, los acidos nucleicos, antigenos y anticuerpos (OMS, 2021). En el
analisis basado en acidos nucleicos busca detectar la infeccion activa y emplea la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), aunque generalmente esta es la prueba de referencia de
deteccion, su implementacién requiere muchos recursos, equipos especializados y personal

capacitado.

Un antigeno es una sustancia la cual el cuerpo humano trata de combatir, es decir,
eliminar o disminuir, proporcionando asi una respuesta inmunologica, mientras que un
anticuerpo, es una proteina producida por el cuerpo en respuesta a una sustancia desconocida, los
anticuerpos se producen como parte del sistema inmunoldgico para protegerse (Bertha &
Robledo, 2009). La prueba de antigeno diagnostica infecciones actuales mediante la deteccion de
la presencia de virus. Por el contrario, las pruebas de anticuerpos usan proteinas virales
inmovilizadas para capturar anticuerpos del suero de un paciente después de una infeccién previa
y, por lo tanto, pueden usarse en programas de vigilancia viral, puesto que ayudan a establecer la
magnitud de un brote o la amplitud de una infeccidn en una poblacion determinada. Las pruebas
seroldgicas han despertado un interés considerable como medida alternativa o complementaria a
la RT-PCR en el diagnéstico de infecciones agudas, ya que algunas pruebas pueden ser mas

econdmicas y faciles de realizar.
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Es por ello que, los estudios seroldgicos tienen la posibilidad de contribuir a la
investigacion de un brote o conglomerado en curso, con la evaluacion retrospectiva de la tasa de
ataque o en casos donde las pruebas moleculares fueran negativas y existe un intenso parentesco

epidemioldgico y alta sospecha clinica y de laboratorio (Gallegos et al., 2020).

4.1.3. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Descrito por primera ocasion por Engvall y Perlmann en 1971, el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es una técnica basada en un anticuerpo marcado
con una enzima capaz de identificar y cuantificar la proteina inmovilizada en un area solida. El
ELISA se hace cominmente en placas de poliestireno de 96 o 384 pocillos donde el antigeno o el
anticuerpo se integran por medio de absorcion pasiva (Hnasko, 2015). Para ello los micropocillos
se recubren con antigenos proteicos recombinantes del SARS-CoV-2 y se agregan muestras de
biofluidos, el disefio de la microplaca se observa en la Figura 2 (Hnasko, 2015). Si estan
presentes anticuerpos que reconocen el antigeno, estan con un anticuerpo secundario,
generalmente unido a una enzima distinta de la peroxidasa del rdbano (HRP) que provoca un

cambio medible al agregar un sustrato colorimétrico o quimioluminiscente (Colwill et al., 2022).



Figura 2

Disefio microplaca ELISA (Hnasko, 2015).
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Las mediciones en las que se emplean complejos antigeno-anticuerpo se pueden evaluar

de acuerdo con dos criterios: valorando directamente el complejo formado (inmunoensayo

homogéneo) o retirando las moléculas no conjugadas del medio (inmunoensayo heterogéneo)

(Montes, 2018). Los inmunoensayos mas utilizados para la determinacion de proteinas séricas

son los homogéneos, en estos, la sefial depende de factores como la especificidad del anticuerpo,

la cinética y el equilibrio de la reaccion, el estado multimérico de la proteina y el efecto matriz.

La cuantificacion de proteinas se basa principalmente en comparar los resultados de la medicion

con los obtenidos con las soluciones de patron (Zegers et al., 2010). Los materiales de referencia

formados por proteinas de interés en suero u otros fluidos bioldgicos son ideales para la

validacién mientras que las proteinas purificadas en solucion son valiosas como calibradores y

deben incorporarse a una matriz adecuada para simular muestras reales (Stocks et al., 2022).

Sin embargo, disponer de metodos de deteccion para el SARS-CoV-2 que sean capaces

de brindar posibilidad y fiabilidad en el diagnéstico por laboratorio, es imprescindible. Los MR



26

actuales de SARS-CoV-2 para el diagnostico molecular toman una variedad de formas, incluido
el ADN plasmidico, el ARN transcrito in vitro, las particulas de virus que contienen ARN del

SARS-CoV-2y el propio virus SARS-CoV-2.
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4.2. Estado del arte

Para el desarrollo del presente trabajo se tomaron en cuenta 4 articulos que en conjunto
indican la elaboracion de materiales de referencia para la deteccion del SARS-CoV-2, los cuales
fueron publicaron en los ultimos 3 afios. A continuacion, se presentan los resultados mas
relevantes encontrados.

“Caracterizacion de un material de referencia de proteina de Spike SARS-CoV-2".
elaborado por Bradley B. Stocks, Marie-Pier Thibeault, Joseph D. Schrag y Jeremy E. Melanson,
en esta investigacion se busca ayudar a la comunidad de cientifica a superar el Covid-19, para
ello el Consejo Nacional de Investigacién de Canada prepar6 un material de referencia de
proteina de Spike de SARS-CoV-2. La asignacion de valor se logré mediante el analisis de
aminoacidos mediante cromatografia liquida de doble dilucién isotdpica-espectrometria de
masas en tdndem (LC-ID-MS/MS) después de la hidrdlisis acida de la proteina, en combinacion
con espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis) basada en absorbancia de triptéfano y
tirosina a 280 nm. La homogeneidad del material se establecié mediante lecturas
espectrofotométricas de absorbancia a 280 nm. Las estabilidades de transporte y almacenamiento
a largo plazo se evaluaron mediante el control de los cambios relativos en el estado oligomérico
mediante cromatografia liquida de exclusién por tamafio (LC-SEC) con deteccion UV. La
concentracion molar de la proteina Spike fue de 5,68 + 0,22 umol L™ (k = 2, 95 % IC), con la
forma trimérica nativa representando 94 % de la abundancia relativa. Como resultado, se ha
autorizado el uso de mas de 150 pruebas de este tipo solo en los EE. UU. y Canaday se ha
caracterizado un material de referencia de proteina de Spike, previsto para ser utilizado como
fuente de proteina estandar para desarrollar pruebas serologicas y de antigenos de SARS-CoV-

2. También se puede utilizar como un calibrador rastreable en el desarrollo de ensayos de
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cuantificacion de proteinas Spike (Stocks et al., 2022).

“Desarrollo de material de referencia de ARN empaquetado de SARS-CoV-2 para
pruebas de &cido nucleico”. elaborado por Sang-Soo Lee, Seil Kim, Hee Min Yoo, Da-Hye Lee
y Young-Kyung Bae, en esta investigacion se busca evaluar la calidad de los laboratorios de
andlisis y la evaluacién del rendimiento de los productos de diagnéstico molecular, con
materiales de referencia (RM), para ello se informo la produccion de un SARS-CoV-2 RM
lentiviral que contiene aproximadamente 12 kilobases de su genoma, incluidos objetivos de
diagndstico comunes como el gen E que corresponde a un gen comun a los betacoronavirus y los
genes RdRp, N y S que corresponden a genes especificos del SARS-Cov-2. EI RM se midié con
multiples ensayos utilizando dos plataformas de PCR digital diferentes. Para medir la
homogeneidad y la estabilidad del SARS-CoV-2 RM lentiviral, se utiliz6 PCR digital de gotas de
transcripcion reversa (RT-ddPCR) con ensayos duplex internos. La concentracion del nimero de
copias de cada gen diana en la solucién de ARN extraido se convirtio luego en la de la solucién
RM. Como resultados el SARS-CoV-2 RM lentiviral imita de cerca las muestras reales que se
someten a procesos preanaliticos idénticos para las pruebas moleculares del SARS-CoV-2 y al
ofrecer valores de referencia precisos para el numero absoluto de copias de los genes diana
virales, el MR desarrollado se puede utilizar para mejorar la confiabilidad de las pruebas

moleculares del SARS-CoV-2 (Lee et al., 2022).

“Ensayo de Aptitud: Deteccion del virus SARS-CoV-2 por RT-qPCR”. elaborado por
Sergio Davila, John Leguizamdn, Maria Arias, Andrés Leon, Diego Ahumada, Gabriel Molina,

Katherin Holguin, Antonio Garcia, Luis Santos, Gustavo Gomez, Nicolas Vanoy, Cristina Barros
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y Sergio GOmez. Como verificacion técnica, el Instituto Nacional de Metrologia y el Instituto
Nacional de Salud, desarrollé un Ensayo de Aptitud cualitativo dirigido a la deteccion del virus
del SARS-CoV-2 por la técnica de diagnéstico RT-gPCR. La evaluacion se realizd con base al
gen reportado por laboratorio, como resultados el 98.3% logro obtener un desempefio
satisfactorio, mientras que el 1.7% obtuvo un desempefio no satisfactorio por lo menos en uno de
los genes reportados. Para los laboratorios que obtuvieron un desempefio satisfactorio,
considerando los criterios previamente establecidos (mayor o igual a 80 %), se encontrd que 20
laboratorios (16.5 %), no pudieron determinar una de las muestras de los paneles entregados. En
un total de 28 ensayos reportados; una de las inconvenientes encontrados fue el reporte de
resultados de falsos negativos, falsos positivos, o no reportados (Leguizamon-Smqb et al.,

2021).

“La produccidn y caracterizacion del material de referencia de ARN del SARS-CoV-2"”
elaborado por Sema Akyurek, Sumeyra Nur Sanal Demirci, Zeynep Bayrak, Alper Isleyeny
Muslum Akgoz. En esta investigacion se producen materiales de referencia de ARN transcritos
in vitro del SARS-CoV-2, producido por el Consejo de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica de
Turquia (TUBITAK), Instituto Nacional de Metrologia (UME), para ser utilizados como
referencia en el control de calidad para las mediciones de SARS-CoV-2, en forma de liquido
congelado y liofilizado. Se demostrd que ambos materiales de referencia son homogéneos para el
uso previsto. Ademas de ello se realizaron estudios a corto plazo para imitar las condiciones de
transporte y UME MR 2020, que se produce en forma liofilizada, como resultado el material de
referencia permanecio estable durante 17 dias incluso en 45 °C de temperatura. Los estudios de

homogeneidad se evaluaron mediante RT-gPCR. La formulacion liofilizada del material de
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referencia tenia una mayor estabilidad, lo que permitiria enviarlo sin elementos refrigerantes. El
desarrollo de tales materiales de referencia de ARN proporciona control de calidad para las
pruebas de deteccion de virus basadas en ARN existentes y recientemente disefiadas y ayuda a la

prevencion y el control de epidemias (Akyurek et al., 2021).
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5. Metodologia

5.1. Desarrollo metodoldgico
La produccién del piloto comprendio la resuspension gravimétrica de 100 ug de la
proteina Spike del SARS-CoV-2 (Invitrogen RP-87671) en 10 mL de buffer de resuspension
(Buffer PBS, pH 7.2, suplementado con 10% de glicerol v/v), para su posterior dilucién en buffer
carbonatos (0.05 M, pH 9.6), para obtener una concentracion final de proteina de 2.5uLL/mL. Una
vez preparado se sirvieron 330 uL de la solucién en viales de polipropileno (2mL) de tapa rosca
y base, obteniendo asi 103 viales para sus evaluaciones de homogeneidad y estabilidad. La
caracterizacion y los estudios de homogeneidad y estabilidad se realizaron empleando el ensayo
de ELISA indirecto.
La metodologia y las actividades que se desarrollaron se describen a continuacion:
5.1.1. Revision bibliografica
Se realiz6 una busqueda sistematica de articulos en espafiol e inglés, sobre las bases de
datos de la biblioteca del Instituto Nacional de Salud de EE.UU. y entre otras relacionados con el
virus del SARS-CoV-2. Se tendré en cuenta articulos recientes (desde diciembre de 2019 hasta
noviembre del 2022) para obtener la informacion. Se espera con esta revision mostrar la utilidad,
la sensibilidad, especificidad y limitaciones de inmunoensayos que ayuden a un diagnostico

temprano del SARS-CoV-2. Este trabajo se desarrollara dando forma a los objetivos planteados.
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5.1.2. Planeacién de produccion

Las actividades involucradas en la produccion del material de referencia fueron
documentadas en el formato planeacion de produccion M-03-F-003 del INM como se presenta
en el anexo 1y en el diagrama de produccion del candidato a material de referencia como se
observa en el anexo 2, los cuales tienen la informacion general del proyecto realizado, para la
planeacion de produccion se abordaron los siguientes items.

5.1.2.1.Preparacion espacio fisico

Para la produccion del material de referencia piloto de la proteina Spike del virus SARS-
CoV-2, se utilizaron los siguientes espacios fisicos pertenecientes en el Instituto Nacional de
Metrologia:
Laboratorio de ADN

En el laboratorio de ADN se llevaron a cabo las actividades de produccion y medicion de
la propiedad a candidatos a MR, previo a las cuales se realizé el respectivo proceso de limpieza
segun lo descrito en el el instructivo M-03-1-011 limpieza para areas y superficies de laboratorios
de Quimica.
Area de balanzas

El area de balanzas se utiliz6 con el fin de hacer los diferentes pesajes durante la
produccion del material de referencia, para ello se utilizé la balanza Sartorius AF06560 con
capacidad de 220g y resolucion 0.01mg como se observa en la Figura 3, la cual fue verificada
antes de su uso empleando un juego de pesas E2 marca OIML con valor nominal de 1 mg- 500
mg Figura 4. Para el manejo y verificacion de la balanza se siguio e instructivo M-03-L19-1-001
manejo de elementos de pesaje e igualmente se realizo el procedimiento de limpieza segun el

instructivo M-03-1-011.
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Figura 3

Balanza Sartorius AF06560 con capacidad de 220g y resolucién 0.01mg. Fuente propia

Figura 4

Juego de pesas E2 marca OIML. Fuente propia

5.1.2.2.Preparacion del material -
e Buffer PBS 10X
Se disolvieron 2g de Cloruro de potasio (KCI), 80g de Cloruro de sodio (NaCl), 14.4g
Fosfato de sodio monobasico (NazHPO4) y 2.4g Fosfato monopotasico (KH2PO4) en 800 mL de
agua tipo 1. Posteriormente, se ajusté el pH con el equipo 914 pH/DO/Conductometer marca
Metrohm a 7.2 utilizando Acido clorhidrico al 0.1M (HCI) e Hidréxido de sodio al 1M (NaOH).

Finalmente, la solucién se aforé a 1000 mL y se almacen6 a 4°C.
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e Buffer de resuspension
Se mezclaron en un vaso precipitado 2.5 mL de buffer PBS 10X, 3 mL de glicerol al 85%
y 10 mL de agua tipo 1. Posteriormente, se aforo la solucion a 25 mL como se observa en la
Figura 5y 6, se esterilizo con el equipo de autoclave marca PHCbhi MLS-3751L con capacidad
de volumen de 50 litros e intervalos de temperatura de esterilizacion de 115° C a 135°C como se
observa en la Figura 7 y se almacen¢ a 4°C.
Figura 5

Buffer de resuspension aforado a 25 mL. Fuente propia

Figura 6

Buffer de resuspension. Fuente propia
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Figura7

Equipo autoclave para la esterilizacion marca PHCbi MLS-3751L. Fuente propia

e Buffer Carbonatos

Para la preparacion de buffer de carbonatos se procedio a pesar 0.1526 g de Carbonato de
sodio Na2COz y 0.2943 g de Bicarbonato de sodio NaHCOs3 y se adicionaron 90 mL de agua tipo
1. Se ajusto a el pH con el equipo 914 pH/DO/Conductometer marca Metrohm a 9.6 utilizando
Acido clorhidrico al 0.1M (HCI) e Hidroxido de sodio al 1M (NaOH), y se afor6 la solucion a

100 mL figura 8, se esterilizd con el equipo de autoclave como se observa en la Figura 7.

Figura 8

Buffer Carbonatos. Fuente propia
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e Proteina Spike
Se empled como material de partida 100 pg (3,34672*10%* umol) de la proteina Spike del
SARS-CoV-2 (Invitrogen RP-87671) almacenada a -20 °C para su posterior uso durante la
preparacion del material.
e Etiquetado del material de referencia
El etiquetado para el Material de Referencia se realizd siguiendo las recomendaciones de
la Guia ISO 31y el instructivo de codificacion y etiquetado de los materiales de referencia
M-03-1-014. Para ello se realizo el disefio de la etiqueta con mediciones de 3 cm de anchoy 2 cm
de alto, la informacion prevista en la etiqueta debe servir s6lo para identificar el MR y se limit6 a
especificar: Nombre del material, contenido aproximado, codigo interno del material y nimero
del lote como se presenta en la Figura 9. Todos los viales empleados para el material se
etiquetaron previo al envasado. Se emplearon etiquetas pre-impresas, plastificadas y resistentes a
refrigeracion,
Figura 9
Disefio de etiqueta para el Material de Referencia
3.0 cm de ancho

°
Proteina Spike
del virus
SARS-CoV-2

Instituto Nacional de Metrologia
de Colombia

Unidad N°: U-00X

Cédigo: INM-035-1

Lote N°: 221020
Contenido: 330 pL

2.0 cm de alto
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5.1.3. Preparacion del candidato a material de referencia

Se resuspendieron 100 pg de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (Invitrogen RP-87671),
en 10 mL de buffer de resuspensién (Buffer PBS, pH 7.2, suplementado con 10% de glicerol
v/v), se homogenizo la solucion con agitacion por inversion durante 30 minutos utilizando el
agitador rotativo MX-RD-PRO marca DLAM siguiendo el instructivo M-03-L24-1-017 manejo
del agitador rotativo MX-RD-PRO. Posteriormente, se diluyo la solucion en buffer carbonatos
(0.05 M, pH 9.6) para obtener una concentracion final de proteina de 2.5uL/mL como se observa
en la Figura 10, la solucién se homogeniz6 con agitacion por inversion durante 60 minutos
utilizando el agitador rotativo MX-RD-PRO. Una vez preparada, se dispensaron 103 viales de
polipropileno de (2 mL) de tapa rosca y base con contenido de 330 pL del candidato a MR como

se observa en la Figura 11y 12.

Figura 10

Preparacion del candidato a material de referencia. Fuente propia
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Figura 11

Dispensacion de 330 uL del candidato a MR. Fuente propia

Figura 12
Candidatos a material de referencia para la evaluacion de Homogeneidad y Estabilidad. Fuente

propia

5.1.4. Caracterizacion del candidato a material de referencia
5.1.4.1. Disefio experimental del candidato a material de referencia
A continuacion, se muestra los disefios experimentales empleados para los estudios de
homogeneidad, estabilidad y medicion del valor de la propiedad del candidato a material de
referencia, para ello se sigui6 el documento M-03-D-001 evaluacion de la homogeneidad y

estabilidad de materiales.
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Homogeneidad

Se seleccionaron de manera aleatorizada un nimero de unidades representativas del

candidato a material de referencia equivalente al 10% del nimero de unidades a preparar en este

caso 11 viales, su disefio estratificado completamente aleatorizado se muestra a continuacion en

la Tabla 1.

Tabla 1

Disefio experimental de Homogeneidad del candidato a Material de Referencia

Botellas para

Estrato Numero de botella .
homogeneidad

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

3 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

4 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

5 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

6 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

7 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

8 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80

9 81 82 83 84 85 8 87 838 89 90

10 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

11 101 102 103 - - - - - - -

Estabilidad a corto plazo

Se realiz6 un disefio isdcrono esto debido a que reduce la dispersion de los puntos en el

tiempo, para ello se tomd como referencia la temperatura de -80 °C esto con el fin de reflejar las

condiciones de transporte a temperaturas extremas considerando la naturaleza del material y su

posible inestabilidad. De manera aleatorizada se escogieron un numero representativo de botellas

a medir por semana durante un mes en este caso 27 viales, el disefio se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2

Medicion de la propiedad

Medicién de la propiedad

Temperatura (°C) Semanas Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4
Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4

-80 Semana 4

5.1.4.2.Evaluacion de homogeneidad y estabilidad del candidato a material a referencia
Homogeneidad
Para la evaluacion de homogeneidad se tuvo en cuenta la homogeneidad entre las botellas
(Uenere) COMo se muestra en la Figura 13 esto debido al tipo de presentacion ( Rodriguez, 2021).
Esta evaluacion se realiz6 con un analisis de varianza (ANOVA) siguiendo la hipotesis planteada
para la aceptacion del material como se observa en la tabla 4, el nimero de botellas fueron
seleccionadas de manera aleatorizada en el disefio experimental a candidato a material de
referencia. El analisis ANOVA se realiz6 siguiendo el libro disefio estadistico de experimentos

segunda edicidn y sus ecuaciones se observan en la Tabla 3 (Albel Diaz, 2009).
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Tabla 3

Expresiones para calculo ANOVA de un factor

Grados
Fuente Suma de cuadrados de Varianza Fecal
libertad
- SS
_ =<2 lab
Entre SSentre = Z nk(XK - X) M-1 MSentre = K_—al
botellas k=1
K Nk

v MS,
Dentro de SSdentro = z Z(Xk] - Xk)z R—M MS _ SSR F = —MS entre
botellas k=1j=1 dentro = N o dentro

K TNk

=\ 2 SST
Total SSrotal = ;Z(ij - X) R_1 MSrota = 5=
= J=

Donde:

M: Indica el nimero de muestras aleatorizadas

R: Numero total de las muestras con replicas)

MS: Media cuadratica (ANOVA).

SS: Suma de los cuadrados (ANOVA).

Xij: Resultado de una sola medicion en el experimento (ANOVA).
SSiab: Desviacion estandar de la homogeneidad entre botellas.

SSr: Desviacion estandar de la homogeneidad dentro de las botellas.
K: Factor de cobertura.
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Figura 13

Ejemplo de la evaluacion de homogeneidad dentro y entre botellas (Rodriguez, 2021).

Enfre de submuestras

E . E r f Uenire :hhﬂLeﬂrJa)

1w Ny 1w Ny 1 . a | Dentro de submuestra
l l l l l l ( Utenba de aubmuestras )
X11 Xun, %21 Y, = Xiun Xma,

La incertidumbre por homogeneidad fue calculada de la siguiente forma como se observa

en la Ecuacion 1,2y 3:

MSdentro

Upp =
n

Ecuacion 1 Homogeneidad dentro envases.

MSentre

u =
bb n

Ecuacion 2 Homogeneidad entre envases.
K nk
UTotal = Z Z(uentre + Ugentro)
K=1j=1

Ecuacion 3 Homogeneidad total.

Donde MSgentro Y MSentre €S igual a la varianza de la repetibilidad de las mediciones usada

en el estudio de homogeneidad entre envases.



Estabilidad a corto plazo

Para la evaluacion de estabilidad a corto plazo se realiz6 un analisis de regresion lineal,

teniendo en cuenta los criterios de la Tabla 4 y basandose en el analisis de varianza para la

regresion lineal de la GTC-ISO 35 Tabla 5.

Tabla 4

Criterios de aceptacion
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Criterios
Ho No hay regresion lineal Si F calculado <F tabulado No se rechaza la hipétesis nula
Ha Si hay regresion lineal Si F calculado > F tabulado Se rechaza la nula 'y se acepta la
alternativa

Donde:

F: Es quien nos permite decidir si podemos mantener o debemos rechazar la hipotesis.

Ho: Hipotesis nula.
Ha: Hipotesis alternativa.

Tabla s

Analisis de la tabla de varianza para la regresion lineal

Suma de Grados de

Media de

Fuente . F
cuadrados SS libertad cuadrados MS
n
Debida a la SSentre = Z(?‘ -7)* 1 MS,eq
regresion n=1
n
Acerca de la SSaentro = Z(Yl n—2 o2 Ss v MS,eq
regresion n=1 ., I =—
- 1)
n
A\2
Total, corregida parala ~ SSrotat = Z(Yl - 1) n—1

media ¥ n=1
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5.1.4.3.Medicién de la propiedad
Homogeneidad
e Procedimiento activacion de placa y unién de antigeno
Ya realizado la preparacion del buffer se adicion6 100 pL de la solucion con proteina en
la microplaca de ELISA Costar N° 2240096 del candidato a material de referencia los cuales

fueron seleccionados de manera aleatorizada como se observa en la Tabla 6 y Figura 14,

igualmente se realizé la preparacion de volumenes de 1.5 r’;—“‘i y5 r’;—“‘i como soluciones de

control los cuales se organizaron de forma aleatorizada como se observa en la Tabla 7 y Figura
15. Por ultimo, se procedio a incubar toda la noche (17 horas) a 2-8 °C. Pasado las 17 horas se
procedid a remover el buffer de unién por inversion y se realizé el secado sobre una toalla de
material absorbente. Para ello se lav6 fuertemente, agregando solucién de lavado buffer PBS 1X
con frasco lavador hasta llenar cada pocillo, se repitio el proceso 3 veces como se observa en la
Figura 16.

Tabla 6

Botellas asignadas de forma completamente aleatorizada para Homogeneidad

Botellas para

Estrato Numero de botella .
homogeneidad

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

2 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 17

3 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 21

4 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 37

5 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 41

6 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 58

7 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 62

8 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 74

9 81 82 83 8 8 8 87 88 89 90 81
10 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 93
11 101 102 103 - - - - - - - 103
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Figura 14

Botellas asignadas de forma completamente aleatorizadas para Homogeneidad. Fuente propia

Tabla 7

Organizacion aleatorizada en la microplaca ELISA para medicidén de homogeneidad

A B C D E F G H
1 81 17 Blanco 81 58 62 81 21
2 Blanco 103 21 41 37 21 Blanco 103
3 74 1 103 58 1 41 62 93
4 58 62 41 93 74 17 1 37
5 74 93 37 17 1,5 5 1,5 5
6 15 5
7
8
9
10
11

-
N
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Figura 15

Organizacion aleatorizada en la microplaca ELISA Costar N° 2240096 para medicion de

Homogeneidad. Fuente propia

Figura 16

Solucion de lavado buffer PBS 1X en el procedimiento activacion de placa y union de antigeno.

Fuente propia

e Procedimiento bloqueo de placa
Se aplicaron 300 pL de la solucion de bloqueo y se procedio6 a incubar por 1 hora a
temperatura ambiente como se observa en la Figura 17. Para la respectiva remocion de la
solucion de bloqueo, se realiz6 por inversion y se seco sobre una toalla de material absorbente.
Para ello se lavo fuertemente, agregando solucién de lavado buffer PBS 1X con frasco lavador
hasta llenar cada pocillo, removiendo asi la solucion de lavado por inversién y se seco sobre una

toalla de material absorbente, este proceso se repitié 3 veces como se observa en la Figura 17.
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Figura 17

Aplicacion de 300 uL de la solucion de blogueo. Fuente propia

e Procedimiento de incubacién de anticuerpos

Se prepararon las diluciones de anticuerpo primario y secundario en PBS 1X, ya listo se
adicion6 100 pL de anticuerpo primario (Dilucién 1:1.000 PBS) en cada pozo y se incubd por 1
hora a temperatura ambiente. Pasado la hora se removio el anticuerpo primario por inversion y se
seco sobre una toalla de material absorbente. Para ello se lavo fuertemente, agregando solucion
de lavado con frasco lavador buffer PBS 1X hasta llenar cada pocillo, removiendo asi la solucién
de lavado por inversion y se secd sobre una toalla de material absorbente, el proceso se repitio 3
veces. Para la preparacion del anticuerpo secundario, se adicion6 100 pL de anticuerpo
secundario (Dilucién 1:5000 PBS) y se incub6 por 1 hora. Nuevamente se procedio a realizar la
remocion en este caso del anticuerpo secundario por inversion y se seco sobre una toalla de
material absorbente. Para este procedimiento se lavé fuertemente, agregando solucion de lavado
buffer PBS 1X con frasco lavador hasta llenar cada pocillo, removiendo asi la solucién de lavado
por inversién y se secd sobre una toalla de material absorbente, este proceso se repitié 3 veces.

Las diluciones de los anticuerpos se presentan en la Figura 18.
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Figura 18
(A) Anticuerpo primario dilucién 1:1000. (B) Anticuerpo secundario dilucion 1:5000 en PBS 1X.

Fuente propia

los respectivos célculos en la preparacion de los anticuerpos se observan en las
Ecuaciones 4,56 y 7:
Preparacion anticuerpo primario
Dilucién 1: 1000 PBS
1uL — 1000 uL
X - 6000 uL

_ 6000 uL *1uL

1000 pL
Ecuacion 4 Preparacion anticuerpo primario para Homogeneidad

= 6 uL de anticuerpo primario y 6000 uL de buffer 1X

1uL — 1000 uL
X — 10000 uL

10000 pL * 1pL

1000 uL
Ecuacion 5 Preparacion anticuerpo primario para Estabilidad a corto plazo

= 10 uL de anticuerpo primario y 6000 uL de buffer 1X
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Preparacion anticuerpo secundario

Dilucion 1: 5000 PBS
1 uL — 5000 uL
1,2ul - X

_ 5000 uL + 1,2 ul
B 1uL

= 6000 uL de buffer 1X y 1,2 uL de anticuerpo secundario

Ecuacion 6 Preparacion anticuerpo secundario

1 puL — 5000 uL
2uL - X

_ 5000 uL + 2 pL

1uL
Ecuacion 7 Preparacién anticuerpo secundario para Estabilidad a corto plazo

= 10000 uL de buffer 1X y 2 uL de anticuerpo secundario

e Procedimiento revelado

Se preparo la solucion de revelado con el Kit de sustrato HRP quimiofluorescente
mejorado QuantaRed™, el cual es un sustrato que permite la deteccion fluorescente sensible y de
alto rendimiento de la actividad de la peroxidasa en el formato ELISA. Para ello se mezclaron
300 uL de QuantaRed Enhancer Solution con 300 uL de QuantaRed Stable Peroxide y 60 uL
parte de QuantaRed Concentrado ADHP. Esta solucion se debia usar dentro de los 30 minutos
siguientes a su preparacion. Ya preparada la solucion se agregd 100 uL de la solucion de
revelado en la microplaca ELISA y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente como se
observa en la Figura 19 y 20. Por ultimo, se introdujo la placa para su lectura en el equipo lector
de placas VARIOUSKAN LUX el cual se observa en la Figura 21 el cual mide las unidades
relativas de fluorescencia (RFU) de cada pocillo. Los méaximos de excitacion y emision para

QuantaRed Substrate son 570 nm y 585 nm, respectivamente.



Figura 19

Aplicacion de los 100 uL de la solucion de revelado. Fuente propia

Figura 20
Solucion de revelado después de 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente. Fuente

propia

Figura 21

Lector de placas VARIOUSKAN LUX. Fuente propia
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Para la medicion de estabilidad a corto plazo se realizaron los mismos procedimientos de

homogeneidad, para ello se presenta la organizacion de la microplaca de ELISA Costar N°

2240096 con el candidato a material de referencia los cuales fueron seleccionados de manera

aleatorizada como se observa en la Tabla 8 y 9 y Figura 22.

Tabla 8

Botellas asignadas de forma completamente aleatorizada para estabilidad a corto plazo

Botellas para estabilidad a

Estrato Numero de botella

corto plazo
1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 24 36 28
2 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 19 4 2
3 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 46 94 3
4 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 73 99 92
5 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 48 61 9
6 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 54 35
7 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 50 53
8 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 29 40
9 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 75 43
10 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 77 26
11 101 102 103 - - - - - - - 69 44
Tabla 9

Organizacion aleatorizada en la microplaca ELISA para medicién de Estabilidad a corto plazo

A B C D E F G H
1 35 61 92 48 3 24 3 43
2 19 99 2 26 Blanco 73 28 99
3 3 75 69 44 24 54 24 40
4 29 77 29 94 43 40 54 69
5 28 54 Blanco 75 9 61 4 40
6 4 9 19 77 50 92 Blanco 44
7 36 61 29 94 4 94 19 73
8 92 69 9 44 36 73 99 77
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9 35 53 36 2 46 75 26 53
10 53 50 46 50 35 48 46 48
11 28 43 26 2
12

Figura 22

Botellas asignadas de forma completamente aleatorizadas para homogeneidad. Fuente propia
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6. Resultadosy discusiones

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo del candidato a

material de referencia de la proteina Spike del SARS-CoV-2.

6.1.1. Preparacion del Material

e Dilucion gravimétrica

Para la preparacion de la proteina Spike se determinaron los voliumenes necesarios a

utilizar con el formato de diluciones gravimétricas M-03-L24-F-003 para la obtencion de la

concentracion final de solucion de proteina de 40 mL como se observa en el anexo 3, los cuales

se dispensaron en 103 viales con un contenido de 330 pL.

e Preparacion de muestras de control

Se realizaron los célculos para determinar el volumen necesario a utilizar para la

preparacion de las diluciones de control de 1.5y 5 (ug/mL) como se observan en las

Ecuaciones 8 y 9 esto con el fin de ver que los resultados se encuentren dentro de los limites

deseables, y no sea necesario hacer ningun otro ajuste, los volimenes a utilizar se observan

en la Tabla 10.

g . v = H9
9.631 —xV; = 330uL % 1,5 —

Ecuacion 8 Célculos para volumen de diluciones de control

330uL 1,5 £4
V= = 51,3965uL = 51,40uL

19
9.631mL

Ecuacion 9 Volumen para dilucion de control de 1.5 (ug/mL)
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Tabla 10

Volumen para dilucion de control de 1.5y 5 (ug/mL)

Buffer 10X
Volumen (Ti—i) v, (r’:l_i) Proteina Volumen restante
(%) Solucion de diluciéon
1.5 51,40 278,6
5 171,32 158,7

Para la preparacion del buffer 1X se procedio a realizar los respectivos calculos, esto se

puede observar en la Ecuacion 10 y Tabla 11:

L _1000mis1x oo
1= ox ™M

Ecuacion 10 Volumen para la preparacion del buffer 1X

Tabla 11

Preparacion del buffer 1X

Buffer 1X
Volumen (mlL) V, (mL) Volumen restante (mL)
1000 100 900

6.1.2. Caracterizacion del candidato a material de referencia
Evaluacion de tendencias
Para evaluar posibles tendencias durante el envasado se realiz6 un analisis de regresion.

En la Figura 23 se muestra los resultados de fluorescencia en funcién al envasado.
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Figura 23
Evaluacion de la fluorescencia del Material de referencia en funcién del envasado. Los circulos
representan las replicas por triplicado de los viales evaluados. La linea punteada muestra la

tendencia.
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y = -2,5099x + 3954,6
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Vial envasado

La Figura 23 muestra los valores de fluorescencia (RFU) encontrados en los triplicados
de las réplicas en estudio. El valor R? de la regresion lineal fue de 0.0827, empleando la ecuacion
y = mx + b. El valor anterior, indica que la fluorescencia (cantidad de proteina) del Material de
Referencia de estudio no depende del envasado en los viales. Por lo tanto, se acept6 la hipotesis

plateada (ver Tabla 4) y se continu6 con la produccion del candidato a Material de Referencia.

Estudio de Homogeneidad
En la Tabla 12 se presentan los resultados de la evaluacién de homogeneidad, los cuales

el coeficiente de variacién no fue superior al 25%.
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Tabla 12

Resultados de evaluacion de Homogeneidad por ELISA indirecto

Mediciones de Fluorescencia (RFU)

Coeficiente
VIAL 1 2 3 Promedio Desviacion de
variacion
1 4008 3878 4032 3972,67 82,86 2%
17 3335 4158 4079 3857,33 454,08 12%
21 3911 4072 3835 3939,33 121,01 30
37 3598 4204 4189 3997,00 345,63 9%
41 3744 3955 3966 3888,33 125,12 3%
58 3684 3694 3973 3783,67 164,04 4%
62 3433 3944 3366 3581,00 316,15 9%
74 3852 4001 3852 3901,67 86,03 2%
81 3244 3558 3524 3442,00 172,31 5%
93 4195 3974 3396 3855,00 412,58 11%
103 3726 3997 3865 3862,67 135,52 4%
Blanco 3144 3015 3689 3282,67 357,76 11%

En este diseno, la varianza “entre botellas” incluye la heterogeneidad entre envases,
mientras que la varianza “dentro botellas” incluye la incertidumbre debida a la medicion, la
transformacion y submuestreo. Para ello se tomaron en cuenta los promedios obtenidos segun los
resultados de fluorescencia como se observa en la Tabla 12, determinando que los coeficientes
de variacién de estos se encuentran en los criterios minimos de aceptacion. El error total entre

botellas fue de 856935,6 RFU y el error dentro de botellas de 1430684,7 RFU.

La variabilidad entre unidades se determind utilizando el analisis de varianza (ANOVA)
con el fin de comparar la dispersion de las mediciones en varias unidades del material con la
precision del método de medicion determinando asi la desviacion estandar entre unidades en este

caso de fluorescencia. Esta desviacion a su vez es empleada para la estimacion de la
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incertidumbre asociada a la heterogeneidad del material, la incertidumbre de homogeneidad
resultante (unom) con un intervalo de confianza del 95 % fue de 169,01 RFU, en cuanto a la
incertidumbre de caracterizacion final fue de 83 RFU, para finalmente, obtener una
incertidumbre relativa del 4,42% el analisis ANOVA se observa en la Tabla 13. Dado que la
incertidumbre de caracterizacion es menor que Unom, Se determind que la falta de homogeneidad
del material es insignificante. Segun los datos y resultados obtenidos a través del contraste de la
hipotesis realizada como se observa en la Tabla 4, se dispone de evidencia suficiente para no
rechazar la hipétesis nula. Por lo tanto, se afirma que no hay regresion lineal debido a que F
calculado es menor al F tabulado en un intervalo de confianza del 95%, estableciendo que no hay
valores atipicos en el conjunto de datos analizados, lo que permiti6 utilizar el conjunto de datos

para el tratamiento estadistico del mismo.

Tabla 13

Andlisis de varianza ANOVA

Andlisis de varianza

. Valor
. . Suma de Grados  Promedio - critico
Origen de las variaciones d de los F Probabilidad
cuadrados . para
libertad cuadrados =
Entre grupos 856935,6 10 85693,6
Dentro de grupos 1430684,7 22 65031,1 1,3 0,3 2,3
Total 2287620,2 32 150724,7

Estudio de Estabilidad a corto plazo
EnlaTabla 14 y 15y figuray 24 y 25 se presentan los resultados de la evaluacion
Estabilidad a corto plazo a temperaturas de 4 y -20 °C. Teniendo en cuenta resultados obtenidos,

durante el periodo de tiempo no se observaron cambios significativos en la heterogeneidad del
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tamario de la proteina con las temperaturas establecidas incluso después de la 4 semana, por lo
tanto, se afirma que no hay regresion lineal en la evaluacién de Estabilidad a corto plazo en
temperaturas de 4 y -20°C debido a que F calculado es menor al F tabulado en un intervalo de
confianza del 95% y cumple con los criterios de aceptacion segun la Tabla 4, estableciendo que
no hay valores atipicos en el conjunto de datos analizados, lo que permiti6 utilizar el conjunto de

datos para el tratamiento estadistico del mismo.

Tabla 14

Analisis de regresion para evaluacion de estabilidad a corto plazo a temperatura de 4°C

Tabla Suma Grados de Cuadrados F F Probabilidad RESULTADO
Anova cuadrados libertad medios calculado  tabulado (p)

Regresion  32127,16059 1 32127,16059 id
9 0.16 413 0,69 No hay regresion
Error 6947617,5 34 204341,692 lineal
Total 6979744,688 35

Figura 24

Fluorescencia del candidato a Material de Referencia en funcion del almacenamiento a corto

plazo (4°C). Los rombos representan las réplicas por triplicado de los viales evaluados. La linea

punteada muestra la tendencia.
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Analisis de regresion para evaluacion de estabilidad a corto plazo a temperatura de -20 °C

Tabla Suma Gradosde Cuadrados F F Probabilidad
Anova cuadrados libertad medios calculado  tabulado (p) RESULTADO
Regresion 489004,738 1 489004,738 i4
9 328 413 0,08 No hay regresion
Error 5069239,6 34 149095,2814 lineal
Total 5558244,306 35
Figura 25

Fluorescencia del candidato a Material de Referencia en funcién del almacenamiento a corto

plazo (-20°C). Los rombos representan las réplicas por triplicado de los viales evaluados. La

linea punteada muestra la tendencia.

Fluorescencia (RFU)
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Finalmente, para el analisis con la temperatura de referencia de -80°C, se realiz6 un

analisis de un factor con las temperaturas de 4 y -20°C para poder saber si habia una diferencia

significativa en el estudio, los resultados se observan en la Tabla 16 y 17.
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Resultados de evaluacion de Estabilidad a corto plazo en temperaturas de 4 y -80°C

Mediciones de Fluorescencia (RFU)

Temperaturas Vial 1 2 3 Promedio Desviacién Coeficiente
de variacion

24 2307 2152 1888 2115,67 211,85 10%

19 2970 1568 1611 2049,67 797,32 39%

43 2581 2019 2092 2230,67 305,59 14%

73 2418 1486 1817  1907,00 472,47 25%

48 1619 1525 2057 1733,67 283,93 16%

(4°C) 54 2277 1984 1770 2010,33 254,52 13%

50 2329 2797 2114 2413,33 349,22 14%

29 2470 2437 6685 1858,50 1030,70 55%

75 2718 1487 2055 2086,67 616,11 30%

77 2254 2472 1956  2227,33 259,03 12%

69 2307 2385 2353 2348,33 39,21 2%

36 1938 2231 1787 1985,33 225,75 11%

3 3324 1693 2337 2451,33 821,49 34%

(-80°C) 92 2492 2010 1925 2142,33 305,79 14%

9 2918 2086 2306 2436,67 431,12 18%

Blanco 1793 1634 874,3 1433,77 490,99 34%
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Tabla 17

Resultados de evaluacion de Estabilidad a corto plazo en temperaturas de -20 y -80°C

Mediciones de Fluorescencia (RFU)

Temperatura VIAL 1 2 3 Promedio Desviacion Coef|c_|er)'5e
de variacion

4 2217 2203 1416  1945,33 458,47 24%

94 2352 1125 1758 1745,00 613,60 35%

99 2793 1552 1968 2104,33 631,63 30%

61 2095 1651 1925 1890,33 224,02 12%

35 2392 2269 1995 2218,67 203,23 9%

(-20°C) 53 2180 2291 1805 2092,00 254,67 12%

40 1266 2421 1833  1840,00 577,53 31%

43 2166 2158 2256 2193,33 54,42 2%

26 2174 2293 1839 2102,00 235,41 11%

44 2369 1614 2191 2058,00 394,68 19%

28 2753 2205 2267 2408,33 300,10 12%

2 2726 1707 2668 2367,00 572,31 24%

3 3324 1693 2337 2451,33 821,49 34%

(-80°C) 92 2492 2010 1925 2142,33 305,79 14%

9 2918 2086 2306 2436,67 431,12 18%

Blanco 1793 1634 874,3 1433,77 490,99 34%

Para verificar la presencia de valores atipicos en la evaluacion de estabilidad a corto
plazo, se aplicé la prueba Grubbs y los datos identificados como atipicos se eliminaron. Los

resultados se observan en la Tabla 18 y 19.
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Resultados de evaluacion de Estabilidad a corto plazo en temperaturas de 4 y -80°C

(Eliminacion de valores atipicos)

Mediciones de Fluorescencia (RFU)

T(°C) nglslé?r;?g Vial 1 2 3 Promedio Desviacion Co\?;'rci:ggide
4 Semana 1 24 2307 2152 1888 2115,67 211,85 10%
4 Semana 1 19 - 1568 1611 1589,50 30,41 2%
4 Semana 1 46 2581 2019 2092 2230,67 305,59 14%
4 Semana 2 73 2418 1486 1817 1907,00 472,47 25%
4 Semana 2 48 1619 1525 2057 1733,67 283,93 16%
4 Semana 2 54 2277 1984 1770 2010,33 254,52 13%
4 Semana 3 50 2329 2797 2114 2413,33 349,22 14%
4 Semana 3 29 2470 2437 - 2453,50 23,33 1%
4 Semana 3 75 - 1487 2055 1771,00 401,64 23%
4 Semana 4 77 2254 2472 1956 2227,33 259,03 12%
4 Semana 4 69 2307 2385 2353 2348,33 39,21 2%
4 Semana 4 36 1938 2231 1787 1985,33 225,75 11%

-80 Semana 4 92 2492 2010 1925 2142,33 305,79 14%
-80 Semana 4 9 2918 2086 2306 2436,67 431,12 18%
Blanco 1793 1634 874,3 1433,77 490,99 34%
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Resultados de evaluacion de Estabilidad a corto plazo en temperaturas de -20 y -80°C

(Eliminacion de valores atipicos)

Evaluacion

Coeficiente de

T(°C) por semana Vial 1 2 3 Promedio Desviacion variacion
(-20) Semana 1 4 2217 2203 - 2210,00 9,90 0,45%
(-20) Semana 1 94 2352 - 1758 2055,00 420,02 20%
(-20) Semana 1 99 - 1552 1968 1760,00 294,16 17%
(-20) Semana 2 61 2095 1651 1925 1890,33 224,02 12%
(-20) Semana 2 35 2392 2269 1995 2218,67 203,23 9%
(-20) Semana 2 53 2180 2291 1805 2092,00 254,67 12%
(-20) Semana 3 40 - 2421 1833 2127,00 415,78 20%
(-20) Semana 3 43 2166 2158 2256 2193,33 54,42 2%
(-20) Semana 3 26 2174 2293 1839 2102,00 235,41 11%
(-20) Semana 4 44 2369 1614 2191 2058,00 394,68 19%
(-20) Semana 4 28 2753 2205 2267 2408,33 300,10 12%
(-20) Semana 4 2 2726 1707 2668 2367,00 572,31 24%
(-80) Semana 4 92 2492 2010 1925 214233 305,79 14%
(-80) Semana 4 9 2918 2086 2306 2436,67 431,12 18%

Blanco 1793 1634 874,3 1433,77 490,99 34%

Estimacion de la concentracion de proteina

El valor estimado de concentracién de la proteina Spike en la solucion, a partir de la

preparacion gravimétrica es de 1.91 pg/mL se puede observar en el anexo 3.
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6.2.Discusion

Si bien las vacunas han disminuido la propagacion asociada con el COVID-19, el
diagndstico de infecciones y la vigilancia viral son importantes en la respuesta global a la
pandemia. Los Kits de pruebas rapidas, basados tanto en antigenos como en anticuerpos,
desempefian un papel clave en el diagnéstico de infecciones por SARS-CoV-2. Aunque la
identificacion oportuna de las personas infectadas es un tema critico para prevenir la propagacion
de la infeccion, es igualmente importante determinar la confiabilidad con la que se determina la
positividad. De hecho, las asignaciones de falsos positivos son perjudiciales tanto para los
sujetos (que puede confiar en una falsa inmunidad) y para la sociedad, ya que siguen siendo
vulnerables a la infeccion y la transmisién. Por lo tanto, la mayor especificidad diagndstica
posible es un requisito urgente tanto para las pruebas seroldgicas como para la sensibilidad
(Cavaleraet al., 2021).

Los materiales de referencia en fase de solucién suelen ser muy homogéneos, la falta de
homogeneidad puede suceder a lo largo del proceso de produccion por diferentes razones, es
decir, condiciones ambientales cambiantes, interaccion entre la muestra y su recipiente y por una
posible contaminacidn. Para ello, es necesario realizar un estudio de homogeneidad de cada lote,
ya que es necesario demostrar que cada una de las botellas son suficientemente homogéneas.
Como resultado el Material de Referencia piloto de la proteina Spike del virus SARS-CoV-2
(Invitrogen RP-87671), cumplio con los criterios minimos de aceptacion para Homogeneidad
con coeficiente de variacién no mayor al 25% y no presentaron disminuciones en el valor de la
propiedad significativas incluso despueés de la 4 semana para Estabilidad a corto plazo. Sin

embargo, se considera pertinente seguir con los estudios de Estabilidad a largo plazo.
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7. Conclusiones

Las subunidades S1y S2 de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (Invitrogen RP-87671),
sirven como Material de Referencia en temperaturas de 4,-20 y -80°C en un periodo de tiempo
de 4 semanas despues de su elaboracidn, esta solucién de proteina Spike esté disefiada para
usarse como muestra de control de calidad positiva en las pruebas, asi como herramienta de
aseguramiento de la validez de resultados en las mediciones de inmunoensayos para detectar la
presencia del coronavirus SARS-CoV-2 basadas en antigeno, también conocido como COVID-
19, por el método basado en ELISA indirecto.

El Sistema Integrado de Gestion de Calidad del INM para produccion de Materiales de
Referencias, permitié desarrollar el MR piloto de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (Invitrogen
RP-87671) para el aseguramiento en la validez de resultados y control interno en las mediciones
de inmunoensayos para la deteccién del SARS-CoV-2.

La proteina Spike del virus SARS-CoV-2 (Invitrogen RP-87671), es idonea como
Material de Referencia debido a las mediciones de Fluorescencia (RFU) en el método de ELISA
indirecto con longitud de onda de 570 nm y 585 nm en temperaturas de 4, -20 y -80°C,
demostrando ser homogéneo y estable durante un mes.

La prueba de Grubbs permite identificar y eliminar valores atipicos que puedan
perjudicar el analisis de regresion.

La homogeneidad de la proteina Spike del virus SARS-CoV-2 (Invitrogen RP-87671) no
mostré un coeficiente de variacion mayor al 25% y su Estabilidad a corto plazo no presento

cambios significativos en la heterogeneidad del tamafio de la proteina incluso después de un mes.
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8. Recomendaciones

En caso de requerir un mayor proceso de produccion, sera necesario tener en cuenta un
buen procedimiento de lavado en la microplaca ELISA Costar N° 2240096, ya que es esencial
para la obtencién de datos analiticos correctos y precisos. De igual forma si se desea realizar la
asignacion de valor, se requiere la adquisicion de un Material de Referencia Certificado que
permita hacer la cuantificacion por ELISA y del mismo modo la comparacion por los dos

métodos, es decir, el método primario gravimétrico y ELISA indirecto.

Teniendo en cuenta las caracteristicas del material solamente puede ser usado con
propositos de evaluacion de la precision de los métodos, dado que no cuenta con un valor
certificado, de igual manera se recomienda continuar con el estudio de Estabilidad a largo plazo

para seguir evaluando el aseguramiento en la validez de resultados.

El desarrollo y produccidn del material de referencia piloto a base de proteina Spike es
una respuesta a la necesidad de tener inmunoensayos para la deteccion del SARS-CoV-2,
teniendo en cuenta las caracteristicas de la molécula, es necesario trabajar en una buena
manipulacion de la muestra para realizacion de la homogenizacion y no tener inconvenientes en

la medicion de esta.
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10. Anexos
Anexo 1. Planeacion de produccion (M-03-F-003).

Cédigo: M-03-F-003

-
I NV' PLANEACION DE LA PRODUCCION Version: 03

Insttutc Nacional de Metrologia
e Celombia

Péagina 1 de 9

INFORMACION GENERAL DEL PROYECT

Produccién de un material de referencia piloto de la proteina Spike del virus SARS-CoV-2

VALOR NOMINAL / MATRIZ: Nivel 1: 2.5uL/mL INCERTIDUMBRE ESTANDAR Nivel: 15%
OBJETIVO (%):

USO DEL MR: Validacion de métodos/ Control de calidad

Proteina Spike de SARS-CoV-2 en solucién en Buffer carbonatos 0.05 M, pH 9.6 con valor asigando en pg/mL de proteina. Producido a partir de la
DESCRIPCION DEL MATERIAL: dilucién de un extracto comercial de la proteina S del virus SARS-CoV-2. No se conoce la variante especifica del virus utilizada en la obtencion de la
proteina.

RESPONSABLE(S) DEL PROYECT Maria Mercedes Arias Daniela Zambrano Solano

REVISION POR LA MESA DE TRABAJO TECNICO CIENTIFICA

FECHA DE REVISION: I oocacra I

OBSERVACIONES

Seleccione

CONCEPTO:

Dado que se trata de una produccién piloto, no requiere aprobacién por la MTTC.
En esta produccion participard Gustavo Garzén como observador para obtener la autorizacién en preparacion de MR.

INFORMACION DEL CANDIDATO

copico peL MATERAL: NG LOTE: TIPO DE PRODUCCION:

DESTINO: [Syi{IIERETNECINENE FECHA DE LIBERACION:

DESCRIPCION DEL PROCESO DE PRODUCCION

La produccién del piloto comprende la resuspencion gavimetrica de 100 pg de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (Invitrogen RP-87671) en 10 mL de buffer de resuspension (Buffer PBS, pH
7.2, suplementado con 10% de glicerol v/v), para su posterior dilucion en buffer carbonatos (0.05 M, pH 9.6), para obtener una concentracion final de proteina de 2.5uL/mL. Una vez preparada se
serviran 330 pL de la solucién en viales de polipropileno (2mL) de tapa rosca y base. La caracterizacion y los estudios de homogenidad y estabilidad se realizaran empleando ensayo de ELISA
indirecto.

GENERALIDADES DEL LOTE A PRODUCIR

DESCRIPCION DE LA PRESENTACION: 103 viales de 2 mL de polipropileno con tapa roscay base con un contenido de 330 pL, un nivel de concentracion.

Diferentes técnicas INFORMACION DE

TIFOIPIE CARACIERACIEN analiticas CARACTERIZACION:

Comparacion gavimetrica

CANTIDAD POR CADA

¢ CUENTA CON ESTUDIOS DE

NUMERO DE UNIDADES DEL LOTE: 103 UNIDAD: 330 uL ESTABILIDAD ?: No
. N° UNID. PARA " " N° UNID. PARA

NID. PARA HOMOGENIEDAD: ESTABILIDAD/MONITOR 27 monitoreo y 36 para estabilidad CARACTERIZACION: 11

Ruta donde se encuentra se
consolidaran los datos (informe Y:\TRD\400 SMQB Gral\400.135 Informes\400.135.14 Informes de produccién de MR\GMB
produccidn, certificado)
OBSERVACIONES:
METODOS DE MEDICION EMPLEADOS

Estudio de homogeneidad Elisa indirecto Estudio de estabilidad Elisa indirecto dio de monitoreo Elisa indirecto

Asignacion/Confirmacién del valor Elisa indirecto Gravimetria

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO
TEMPERATURA MAXIMA (°C): HUMEDAD MAXIMA ( %): NA

TEMPERATURA MINIMA (°C): HUMEDAD MiNIMA (%): NA

OBSERVACIONES

El objetivo del proyecto es evaluar la viabilidad del material para ser usado como control de calidad interno para la deteccién y cuantifiacion de la proteina Spike del SARS-CoV-2.

UBCONTRATACION
[SETEY Empresa/ Institi Actividades a desarrollar quisitos o documentacion asocial
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