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RESUMEN

Introduccion: El aumento de los casos de COVID-19 en Cuba requirié el desarrollo de
nuevas capacidades para el diagndstico molecular de la infeccion. En la Unidad Empresarial
de Base Laboratorios LIORAD-AICA+, de La Habana, se establecio un Laboratorio de
Biologia Molecular para el diagndstico molecular de la enfermedad.

Objetivo: Analizar la experiencia de un afio de trabajo, en el diagndstico molecular de la
COVID-19, del Laboratorio de Biologia Molecular de la UEB LIORAD.
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Métodos: Para iniciar el diagnéstico molecular del SARS-CoV-2 en la UEB Laboratorios
LIORAD se llevo a cabo un conjunto de acciones que estuvieron dirigidas a la evaluacion de
los riesgos, establecimiento de las areas y el flujo de trabajo, y formacion de equipos de
trabajo. El personal se capacito, se modificaron y elaboraron procedimientos e instructivas.
Resultados: La evaluacion de los riesgos permiti6 detectar un conjunto de riesgos asociados
a la actividad de diagnostico y se establecieron las medidas para mitigarlos. El personal del
laboratorio recibié un total de 23 capacitaciones, se elabor6 un total de ocho procedimientos
e instructivas y dos registros. El laboratorio procesé en un afio un total de 125 154 muestras.
Conclusiones: Durante el afio de trabajo el Laboratorio de Biologia Molecular de la UEB
LIORAD se realiz6 el diagndstico certero de la enfermedad. Esto evidencia la importancia
de la capacitacion del personal y el cumplimiento de las buenas practicas y medidas de
bioseguridad en el trabajo con muestras potencialmente infecciosas.

Palabras clave: COVID-19; coronavirus; Laboratorio de Biologia Molecular; RT-PCR en

tiempo real.

ABSTRACT

Introduction: The increase in the number of cases of COVID-19 in Cuba demanded of new
capacities for the molecular diagnosis of the infection. A Laboratory of Molecular Biology
for the molecular diagnosis of this disease was installed at the Base Business Unit LIORAD-
AICA+ Laboratories in Havana.

Objective: To analyze a one-year work experience in the molecular diagnosis of COVID-19
at the Laboratory of Molecular Biology, LIORAD-AICA+.

Methods: To begin with the molecular diagnosis of SARS-CoV-2 at LIORAD-AICA+, a
group of actions were carried out aimed at evaluating the risks, establishing the working areas
and flow, and training the work team. Personnel were trained, and procedures and guidelines
were drawn up and modified.

Results: Risk assessment allowed identifying several risks associated with the diagnostic
activity, and measures were established to mitigate them. The laboratory personnel received
23 training sessions; and eight procedures and guidelines, and two registers were drawn up.
The laboratory processed a total of 125 154 samples in a year.
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Conclusions: During the work year, the accurate diagnosis of the disease was conducted at
the Laboratory of Molecular Biology, LIORAD-AICA+. This evidences the importance of
personnel training and the compliance with good practices and biosafety measures when
working with potentially infectious samples.

Keywords: COVID-19; coronavirus; Laboratory of Molecular Biology; real-time RT-PCR.

Recibido: 26/10/2021
Aceptado: 02/02/2022

Introduccion

El 31 de diciembre de 2019 la Comision Municipal de Salud de Wuhan, en la provincia china
de Hubei, report6 un conjunto de pacientes con una neumonia de causa desconocida. En los
primeros dias de enero de 2020 se identifico que el agente causal era un nuevo coronavirus.)
Aunque aun se mantiene en discusion el origen del virus, se conoce que comparte un 96 %
de similitud con los coronavirus de murciélagos y se determind que pertenece a la especie
SARS-CoV.® El Comité Internacional de Taxonomia de Virus lo nombré como SARS-CoV-
2 y la enfermedad que provoca se denomind COVID-19.®) Esta es una enfermedad
respiratoria que se puede presentar desde la forma clinica asintomatica hasta el sindrome
respiratorio agudo severo y provocar la muerte. EI SARS-CoV-2 se transmite principalmente
mediante el contacto directo con una persona infectada o mediante la transmision indirecta a
través de superficies y objetos contaminados.®

El 11 de marzo de 2020 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, Reporte 51)® informé
4620 nuevos casos de pacientes infectados por el SARS-CoV-2 a nivel mundial y
280 fallecidos, para un total de 118 319 casos positivos y 4292 muertes por esta enfermedad.
Ademas, se habian detectado casos positivos en mas de 110 paises que abarcaban todos los
continentes. La rapida diseminacion del virus y el aumento del nimero de casos provocaron

una situacion critica de salud, por lo que la OMS la declaré pandemia.®
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La secuenciacion del genoma se realiz6 en las primeras semanas y la informacién se hizo
publica con el objetivo de que la comunidad cientifica contribuyera en el desarrollo de
estrategias de diagnostico y en el disefio de candidatos vacunales.(”) La reaccion en cadena
de la polimerasa con reverso transcripcion (RT-PCR, del inglés reverse transcription —
polymerase chain reaction) en tiempo real se considera la técnica de referencia para el
diagndstico molecular de la COVID-19.®) EI 23 de enero de 2020 se dio a conocer el primer
protocolo de RT-PCR para el diagndstico de COVID-19, este detectaba la presencia del virus
a través de la amplificacion de los genes relacionados con la nucleocapside (N), la RNA
polimerasa RNA dependiente (RdRp) y la envoltura viral (E).®) Actualmente existen en el
mercado un conjunto de estuches comerciales para la deteccion del virus por esta
técnica, 10

Los primeros casos de COVID-19 en Cuba se informaron el 11 de marzo de 2020 y se trat6
de turistas italianos procedentes de la region de Lombardia, Italia.*? Desde los primeros dias
de enero, se elabord un Plan Nacional de enfrentamiento a la enfermedad, lo que permitio
planificar las estrategias clinicas y epidemioldgicas con un componente intersectorial e
interdisciplinario.®® El ascenso en los casos positivos requirio el aumento de las capacidades
de diagndstico, por esta razén se comenz6 a implementar y desarrollar laboratorios de
biologia molecular dedicados al diagnostico molecular de la COVID-19 en diferentes
instituciones, creandose una red de laboratorios, de este tipo, en el pais.

La Unidad Empresarial de Base (UEB) Laboratorios LIORAD perteneciente a la Empresa
Farmacéutica Laboratorios AICA+ es productora de parenterales de pequefio volumen entre
los que se encuentran: anestésicos, antibidticos, vitaminas, anticoagulantes, bloqueadores
neuromusculares, estimulantes cardiacos y antiulcerosos.4!® Ademas, se reconoce por los
altos estandares de calidad y el cumplimiento de las buenas practicas de produccion.®® Sin
embargo, no contaba con un laboratorio que pudiera incorporarse a la deteccion del SARS-
CoV-2, a pesar de presentar un disefio adecuado de la instalacion para realizar esta actividad.
Las autoridades del Ministerio de Salud Publica aprobaron la implementacion en la UEB de
un laboratorio de biologia molecular donde se inici6 el diagnéstico de la COVID-19 el 10 de
septiembre de 2020.
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Por ello, este trabajo se trazdé como objetivo analizar la experiencia de un afio de trabajo, en
el diagndstico molecular de la COVID-19, del Laboratorio de Biologia Molecular de la UEB
LIORAD.

Métodos

Para la puesta en marcha del laboratorio y la actividad de diagnostico se desarroll6 un
conjunto de acciones, en las que se siguieron las Orientaciones sobre la bioseguridad en el
laboratorio relacionada con la COVID-19 de la OMS.® Estas estuvieron destinadas a la
evaluacién de los riesgos, establecimiento de las areas y flujo de trabajo, formacion de
equipos de trabajo, capacitacion del personal, documentacion, limpieza y desinfeccion,

control de la calidad y trazabilidad del proceso.

Evaluacion de los riesgos
Se realizd una evaluacién de los riesgos teniendo en cuenta las recomendaciones de la
OMS.(8:17) pPara ello, se identificaron los peligros en cada una de las areas. Se cre6 una matriz

de probabilidad-consecuencia y se trazaron las medidas de mitigacion de los riesgos.

Establecimiento de las areas y flujo de trabajo
En el laboratorio se establecieron tres areas de trabajo fisicamente separadas: (1)
Inactivacion, (2) Mezcla y (3) Amplificacion. Ademas, se instaurd un area de recepcion de
muestras. Cada una de las areas cumplié con los requisitos y la infraestructura requerida para
desarrollar el trabajo con muestras infecciosas para el diagnostico y fueron evaluadas por un
comité de expertos del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri y del Ministerio de Salud

Publica. Se establecié un flujo de trabajo unidireccional para la actividad de diagnostico.

Equipos de trabajo

Se organizaron cuatro equipos de trabajos integrados por técnicos y especialistas en el
analisis fisico-quimico de las UEB Laboratorios LIORAD y UEB Laboratorios AICA,

egresados de las carreras de Licenciatura en Microbiologia, Farmacia, Bioquimica, Quimica,
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Técnicos Medios en Quimicay Técnicos en Laboratorio Clinico. Los equipos se completaron
con estudiantes y profesores de las carreras de Microbiologia y Virologia, Bioquimica,

Biologia Molecular y Biologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana.

Capacitacion del personal
El personal se capacitd teniendo en cuenta los Procedimientos Normativos Operacionales
para el trabajo en la Industria Farmacéutica del Departamento de Capacitacion de la UEB
Laboratorios LIORAD (Codigo PNO-SGCB8-011, Edicion 01). El sistema de capacitacion
estuvo dirigido a los temas de bioseguridad, procedimientos, andlisis e interpretacion de los
resultados. Para la capacitacion de bioseguridad en el Laboratorio de Microbiologia, se aplico
la estrategia propuesta por Burguet y Campaiia.® En esta se hace uso de boletines tematicos,
charlas y encuestas para evaluar el conocimiento. El plan de capacitacion contempl6 tanto
conferencias presenciales, no presenciales como actividades practicas. El personal
responsable de la limpieza y esterilizacion se capacit6 teniendo en cuenta la nueva actividad
a desarrollar. Las capacitaciones se impartieron por especialistas del Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri (IPK), el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), el
Centro de Inmunologia Molecular (CIM) y un profesor del Departamento de Microbiologia

y Virologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana.

Documentacion
Se elaboraron y aprobaron los Procedimientos Normalizados de Operacion (PNO) e
Instructivas. Ademas, se disefiaron nuevos registros para reflejar cada una de las actividades
como parte del aseguramiento de la calidad, la trazabilidad del proceso y la validez de los

resultados. Se actualizé el manual de bioseguridad del laboratorio.

Limpieza y esterilizacion
Se estableci6 un sistema de limpieza y esterilizacion. Se destinaron instrumentos de limpieza
Unicos para cada area. Se emplearon desinfectantes comerciales, ademas de soluciones de
hipoclorito al 5 % y alcohol al 70 % (v/v). Se establecieron programas de esterilizacion y

desinfeccion para el material limpio y los desechos, respectivamente.
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Control de la calidad
Para el diagndstico certero se establecieron diferentes controles de calidad durante el flujo de
trabajo siguiendo las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud y la
Organizacion Panamericana de la Salud.‘®"19) Estos quedaron explicitos en los

procedimientos e instructivas de cada una de las areas.

Resultados

Evaluacién de los riesgos
La evaluacién de los riesgos permitio identificar mas de 20 riesgos relacionados con el
trabajo con muestras infecciosas para el diagnostico molecular del SARS-CoV-2. Se destacan
la rotura o derrame de muestras potencialmente infecciosas o recipientes contaminados, la
formacion de aerosoles al destapar los viales después de la agitacion y el uso incorrecto de
los medios de proteccidn personal. También se identificaron como riesgos la contaminacion
externa de las bolsas que protegen las muestras, el almacenamiento de muestras bioldgicas
fuera del lugar establecido, la rotura de bolsas de desechos que contienen material
contaminado y material genético, este Ultimo constituye un riesgo potencial para el
diagnostico certero, debido a que es una fuente de contaminacion por material genético.
Ademas, se establecieron mas de 20 medidas para mitigar los riesgos las que se basaban
principalmente en el estricto cumplimiento de los procedimientos e instructivas disefiados en

cada una de las areas.

Flujo de trabajo
El flujo de trabajo unidireccional que se establecio en el laboratorio, para el diagndéstico, se
relaciona en la figura 1. Las muestras se reciben en el area de recepcion donde, cumpliendo
las medidas de bioseguridad, se chequean el estado y documentacion de estas. Seguidamente
se conservan a 4 °C hasta su procesamiento.
En el Area de Inactivacion se lleva a cabo la lisis de la muestra a través del tampén de lisis

(Sample Release Reagent, de Sansure Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. En
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el Area de Mezcla se preparan todas las soluciones y la mezcla de reaccion —que contiene
los componentes de la reaccion, excepto el material genético a amplificar—, necesarias para
llevar a cabo la PCR. En el Area de Amplificacion se adiciona a la mezcla una alicuota de la
muestra lisada y se lleva a cabo la amplificacion del material genético en el termociclador
(SLAN-96P, Shanghai Hongshi Medical Technology Co. Ltd), siguiendo el programa
indicado por el fabricante en el estuche comercial que se emplea. El laboratorio durante el
afio trabajo con diferentes estuches comerciales para realizar la RT-PCR en tiempo real, que
tenia principalmente como dianas, el marco abierto de lectura (ORF del inglés, Open Reading
Frames) especificamente el ORF1ab, el gen N de la nucleocéapside y el gen E de la envoltura
del virus. En cada area de trabajo se establecid un personal especializado en los

procedimientos e instructivas.

Muestras
{exudados nasofaringeos
v orofaringeos)

k4

[ Recepcion de las muestras ]

r

Conservacion de las Area de inactivacion » Area de mezcla
muestras (4 °C) Lisado de la muestra Preparacion de soluciones de la PCR. y controles

¥

Area de PCR
Amplificacion del material genético

Fig. 1 - Areas y flujos de trabajo establecidos en el Laboratorio de Biologia Molecular para el
diagnostico del SARS-CoV-2, implementado en la UEB Laboratorios LIORAD-AICA". Las flechas

indican el flujo unidireccional de trabajo.

Capacitacion

Se impartieron un total de 23 capacitaciones las que se enumeran a continuacion:

1. Buenas Practicas Inicial en la Industria Farmacéutica.
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.

Instruccién General Inicial de Seguridad y Salud en el Trabajo.

Instruccion Especifica de Seguridad y Salud en el Trabajo. Medidas de seguridad. Area
de Microbiologia. PCR.

Medio Ambiente.

Normas ISO.

Seminario Bioseguridad para el trabajo con muestras infecciosas (SARS-CoV-2).
Buenas Practicas de Limpieza en la Industria farmacéutica.

Anélisis de Riesgo del Laboratorio de Biologia Molecular.

Bioseguridad. Boletin tematico.

. Protocolo de trabajo con muestras bioldgicas para la deteccion de SARS-CoV-2 en

ensayo PCR. INS-MB6-004.

Cambio de ropa para el &rea de Inactivacion.

Lisis Manual INS-MB6-003.

Preparacion de soluciones y de la mezcla de la PCR. INS-MB6-002.

Desarrollo del método de lisis manual para el diagnostico molecular del SARS-CoV-2.
Medicion de la PCR. INS-MB6-001.

Biologia Molecular: Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Dinamica de trabajo en el laboratorio para el diagnostico del SARS-CoV-2 mediante la
RT-PCR en tiempo real.

Modo de operacion del termociclador SLAN-96. PNO-MB1-002.

Limpieza y desinfeccion. INS-MB3-003.

Regulacion de Buenas Practicas de Laboratorio para el Control de Medicamentos.
Diagnostico del SARS-CoV-2 por RT-PCR en tiempo real: Analisis de los resultados.
Entrega de guardia del laboratorio de PCR-LIORAD. INS-MB11-007.

Recepcion y traslado de muestras bioldgicas. INS-MB11-006.

Ademas, después de un afio de trabajo se aplicaron un examen integral de conocimientos y

uno relacionado con el puesto de trabajo donde el 100 % del personal del laboratorio de

Biologia Molecular obtuvo resultados excelentes. Las evidencias de estas actividades se

reflejaron en los Registros de Capacitacion de la UEB Laboratorios LIORAD, como parte

del cumplimiento de Buenas Précticas.
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Documentacion
Se elaboraron un total de ocho Procedimientos Normalizados de Operacion e Instructivas
para el diagndstico molecular del SARS-CoV-2 mediante RT-PCR en tiempo real, los que se

relacionan a continuacion:

— INS-MB11-007. Entrega de guardia del Laboratorio de PCR-LIORAD.

— INS-MB6-001. Medicién de la RT-PCR en tiempo real.

— INS-MB6-002. Preparacion de soluciones y de la mezcla de reaccion de la RT-PCR en
tiempo real.

— INS-MB6-003. Lisis Manual.

— INS-MB6-004. Protocolo de trabajo con muestras bioldgicas para la deteccion del SARS-
CoV-2 mediante RT-PCR en tiempo real.

— INS-MB11-006. Recepcion y traslado de muestras bioldgicas.

— PNO-MB1-002. Modo de operacion del termociclador SLAN-96P (Shanghai Hongshi
Medical Technology Co. Ltd.).

— INS-MB3-003. Limpieza y desinfeccion de las areas del Laboratorio de PCR.

Se elabor6 un registro de recepcion de muestras en el que se reflejo el nimero de muestras
que recibe el laboratorio, procedencia, fecha, hora de entrada y la identificacion de las
personas que reciben y entregan, asi como el nimero de muestras rechazadas y el criterio de
rechazo. Ademas, se elabord un registro para el trabajo con el termociclador donde se
monitorea el uso del equipo y el personal responsable. Todos estos documentos se
oficializaron por el sistema documental como parte del cumplimiento de las buenas précticas
de la empresa. El Laboratorio de Microbiologia contaba con registros de uso del resto de los

equipos y de acceso a cada una de las areas.

Limpieza, esterilizacion y desinfeccion
El programa de desinfeccion de los puestos de trabajo se reflejé en las instructivas de cada

area. Los gabinetes de seguridad bioldgica se desinfectaron con una solucién de hipoclorito
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al 5 % (v/v) que se dejo actuar durante 10 min, posteriormente se aplicé alcohol al 70 % (v/v)
para eliminar el hipoclorito y se aplicé luz ultravioleta de 15 a 30 mins. Los delantales,
gradillas y bandejas se sumergieron en hipoclorito durante 30 min y posteriormente se
lavaron con agua y se secaron en el horno. Los desechos bioldgicos se descontaminaron en

la autoclave y posteriormente se incineraron.

Control de la calidad

Se establecieron varios controles de calidad: en el &rea de inactivacion se incorporaron
controles de agua (consistio en un vial con una alicuota de agua que se procesé como otra
muestra infecciosa mas) cada 25 muestras procesadas; un control de la mezcla de reaccion
(consistié en una alicuota de esta) que indicé la calidad y el trabajo en esta area; ademas, se
emplearon los controles propios del estuche comercial (control positivo y negativo).

La trazabilidad del proceso se logré con el cumplimiento de las Buenas Practicas de
Documentacion. Se dejaron registrados digitalmente todos los resultados del dia, los que
abarcaron las bases de datos con los resultados, informe del dia, disefio de las placas y los
graficos de la PCR. Ademas, los resultados se actualizaron en la plataforma Monitor

Epidemiologico (mipcr.sld.cu) del Ministerio de Salud Pablica.

Resultados del Laboratorio de Biologia Molecular
El laboratorio proceso en un afio de trabajo un total de 125 154 muestras, desde el 10 de
septiembre de 2020 hasta el 10 de septiembre de 2021 (Fig. 2). La capacidad de
procesamiento inicial fue de 300 muestras y posteriormente aument6 a 500, aunque hubo
dias donde se procesaron méas de 600 muestras. El laboratorio dio cobertura a la situacion
sanitaria del territorio, y ademas ofrecid servicios a otras provincias al procesar muestras de

Camaguey, Cienfuegos y Pinar del Rio.
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Fig. 2 - Muestras procesadas, por meses, por el Laboratorio de Biologia Molecular de la UEB
LIORAD-AICA+ desde el 10 de septiembre de 2020 hasta el 31 de julio de 2021 para el
diagndstico molecular del SARS-CoV-2.

La actividad diagndstica se evalué por el IPK a través de paneles de competencia (proficiency
panel, del inglés) y el anélisis diario de una muestra negativa (seleccionada al azar) y todas
las muestras positivas que se detectaron durante la jornada de trabajo. Los buenos resultados
obtenidos en estas evaluaciones permitieron que, a partir de agosto de 2021, el laboratorio
pasara a ser un laboratorio confirmatorio del diagndstico.

Discusion
La implementacién de un laboratorio de biologia molecular destinado al diagnostico del
SARS-CoV-2 en una planta de genéricos permitié aumentar las capacidades de diagnostico
y un mejor manejo de la enfermedad en el pais. La evaluacidn de los riesgos se considera el
pilar de la préactica de la bioseguridad y constituye una de las primeras acciones que
recomienda la OMS, antes de iniciar el trabajo en el laboratorio.(*51") Este constituye un
proceso sistematico que permite obtener informacion relacionada con la probabilidad de
ocurrencia del riesgo y las consecuencias de exposicion. A su vez va a determinar el nivel de

ECO) ev-rnc |
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seguridad biol6gica que el laboratorio adopta y, por lo tanto, los procedimientos operativos
estandar.

En el caso del trabajo con muestras infecciosas para el diagnéstico molecular por RT-PCR
en tiempo real del SARS-CoV-2 se recomienda desarrollarlo en un nivel de seguridad
bioldgica 2 con fortalecimiento en las practicas del nivel de seguridad biologica 3.47
Teniendo en cuenta esto, el plan de capacitacion desarrollado contemplé un fuerte
componente en el tema de bioseguridad. La capacitacion del personal constituye una
herramienta esencial, ya que cuando la formacion del personal es insuficiente aumentan las
posibilidades de que se produzcan errores o incidentes.®

La PCR es una de las técnicas que mas se aplican en el diagnostico. La contaminacion por
material genético constituye el principal inconveniente en los laboratorios de biologia
molecular que desarrollan la PCR. La contaminacion es la presencia indeseada de material
genético (ADN o ARN) que puede actuar como moldes en la PCR. Esto trae como
consecuencia la aparicion de falsos negativos, lo que afecta el resultado del diagndstico. El
establecimiento adecuado de las areas y el cumplimiento estricto del flujo de trabajo es clave
para evitar la contaminacion. %21

Para la emision del resultado se tiene en cuenta la morfologia de la curva de amplificacion
(la que debe ser sigmoidal) de los genes diana del virus. Ademas de la curva del control
interno, el que se corresponde generalmente con un gen que tiene expresion constitutiva en
el hospedero, es muy frecuente el empleo del gen RNAasa P. La amplificacion de este gen
indica que no existio inhibicion de la reaccion. Asimismo, se analizan las curvas de los
controles del estuche comercial: el control positivo (en la que los genes del virus amplifican
al igual que el control interno) y el control negativo (en el que no hay amplificacion debido
a que, en muchos casos, este es solucion salina).

La experiencia de otros laboratorios de biologia molecular del pais en el diagnéstico del
SARS-CoV-2 se informa en la literatura, tal es el caso del Centro de Investigaciones

Cientificas de la Defensa Civil@? y el Laboratorio de Biologia Molecular de Villa Clara.?®

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




£P H
N7 €CIMED Revista Cubana de Medicina Tropical. 2022;74(2):e809

A ‘(', " EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Conclusiones

El cumplimiento de las buenas préacticas y la capacitacion del personal permitié el diagnostico
certero del SARS-CoV-2, lo que demostrd que estos son dos de los aspectos esenciales para
lograr la calidad del proceso. El diagnostico del SARS-CoV-2 en la UEB LIORAD
constituye otro de los logros de la industria biofarmacéutica cubana y en especial de la
Empresa Laboratorios AICA*. La implementacion del Laboratorio de Biologia Molecular
permitio la formacion de un personal que ha demostrado competencia en la actividad de
diagndstico molecular del SARS-CoV-2.
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