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Resumen

Introduccion: Actualmente el método estandar de oro para detectar el SARS-
CoV-2 es la prueba de reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa (RT-PCR), que es el método con mayor sensibilidad y especificidad. El
umbral del ciclo (Ct) esta determinado por el numero de ciclos de PCR necesarios
para informar una sefial superior al umbral, por lo tanto, un valor de Ct mas bajo
significa una mayor carga viral de ARN. Aun sigue sin ser clara la asociacion de
Cts con gravedad de la enfermedad como requerimiento de ventilacibn mecéanica
invasiva y mortalidad. Los datos reportados en la literatura hasta el momento son

contradictorios. El presente estudio tiene como objetivo estudiar esta asociacion.

Métodos: Estudio prospectivo de Mayo 2020 a Marzo 2022. Se desarroll6 en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Se incluyeron 431 pacientes
registrados que contaban con valor de Ct y registro de datos clinicos y desenlace.
La variable del valor del umbral de ciclos (Ct) para los genes N, E y Rdr se
dicotomizo en la de un valor menor a 30 (carga viral alta) y la de mayor a 30
(carga viral baja). Se midi6 la mediana (IIC) del valor del Ct de los genes N, E 'y
Rdr de acuerdo al tiempo de evolucion del padecimiento actual en dias dividido en
3 estratos (1-7, 8-14 y >14). La comparacion entre la variable Ct con valor menor a
30 (carga viral alta) y mayor a 30 (carga viral baja) de los genes N, E 'y Rdr y los
casos con ventilacion mecanica y mortalidad se realiz6 con estadistica no
paramétrica mediante la prueba U de Mann-Whitney. Se utilizé un valor p a dos
colas =0.05 para designar la significacion estadistica. La asociacion entre el valor
del umbral de ciclos (Ct) menor de 30 y las diferentes variables clinicas para los
genes N, E y Rdr del SARS-CoV-2, se evalué mediante regresion logistica
conforme a la metodologia de Hosmer-Lemeshow y la variable Ct < 30 se utilizé
como variable dependiente o independiente, cuya designacion fue de acuerdo con
su posicién en la cadena de causalidad tomando en cuenta la fisiopatologia de la

enfermedad.
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Resultados: Se incluyeron un total de 431 pacientes. La mediana de edad fue de
56 afos (IIC 46-66), y 289 (67.1%) fueron hombres. Noventa y ocho (22.7%)
pacientes reportaron tabaquismo actual o pasado y el 21.6% contaba con
antecedente de vacunacion contra SARS-CoV-2. Las principales comorbilidades
encontradas en nuestra poblacion fueron obesidad (45.01%), hipertension arterial
sistémica (35.5%) y diabetes (34.1%). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los valores de Ct de acuerdo al tiempo de
evolucién del padecimiento actual para ninguno de los genes, ni relacion entre los
valores de umbral de ciclos de amplificacion por estratificaciones de carga viral
para los genes N, E y Rdr con los desenlaces de ventilacion mecéanica invasiva y

mortalidad.

Conclusiones: En poblaciéon mexicana de pacientes con infeccion grave por SARS-
CoV-2, ajustando el tiempo de evolucion de los sintomas a la toma de muestra, los
valores del umbral de ciclos de amplificacion en la RT-PCR de SARS-CoV-2 para
los genes N, E y Rdr no se asocian a la necesidad de ventilacibn mecéanica invasiva

ni mortalidad.
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Antecedentes

En diciembre de 2019 se detectd un grupo de pacientes con neumonia atipica
vinculados epidemiol6gicamente a un mercado de Wuhan,China, desde entonces
hemos estado en el campo de batalla con una nueva amenaza para la humanidad
conocida como COVID-19, cuyo agente causal es el virus SARS-CoV-2.1 El SARS-
CoV-2 ha afectado a méas de 200 paises, lo que ha resultado en mas de 500
millones de casos identificados con 6 millones de muertes confirmadas y una tasa
de letalidad global de 2.2%.23

El primer caso en nuestro pais se presento el 27 de febrero de 2020 en la Ciudad
de México. A pocas horas se confirmaron dos casos mas, en ese momento inicio
la fase 1 epidemiolégica. El primer fallecimiento registrado oficialmente en México
ocurrié el dia 18 de marzo de 2020. Al igual que en otros paises del mundo el virus
se disemino rapidamente y hasta la semana epidemioldgica 20 del afio 2022 se
han reportado 5 759 773 casos, con mas de 300, 000 defunciones, lo que nos da
una tasa de letalidad estimada de 5.1%, posicionandose como uno de los

problemas de salud publica mas relevantes. 23

Caracteristicas del virus y estructura viral.

El SARS-CoV-2, que pertenece a la familia coronaviridae, tiene un genoma de
ARN monocatenario de sentido positivo de aproximadamente 30 000 nucledtidos
de longitud. EI genoma codifica 27 proteinas, incluida una ARN polimerasa
dependiente de ARN (RdRP) y cuatro proteinas estructurales.*El gen S (3822 nt)
codifica la glucoproteina espiga (S) que se une a los receptores ACE2 y
TMPRSS2 en la superficie de la célula huésped.® El gen N (1260 nt) codifica una
proteina de la nucleocapside (N) que participa en la sintesis y el ensamblaje viral.®
El gen E es bastante corto con 227 nt y codifica una proteina que esta asociada

con la envoltura viral (E).%’
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Inmunopatogénesis

Ciclo viral

Al principio de la infeccion, el SARS-CoV-2 se dirige a las células, como las
células epiteliales nasales y bronquiales y los neumocitos, a través de la proteina
espiga (S) que se une a los receptores de la enzima convertidora de angiotensina
2 (ACE2).! La proteasa transmembrana de serina tipo 2 (TMPRSS2), presente en
la célula huésped, promueve la captacion viral al escindir ACE2 y activar la
proteina S del SARS-CoV-2, que media la entrada del coronavirus en las células

huésped. !

En etapas posteriores de la infeccion, cuando se acelera la replicacion viral, se
compromete la integridad de la barrera epitelial-endotelial. Ademas de las células
epiteliales, el SARS-CoV-2 infecta las células endoteliales de los capilares
pulmonares, lo que acentla la respuesta inflamatoria y desencadena una afluencia
de monocitos y neutroéfilos. Los estudios de autopsia han mostrado engrosamiento
difuso de la pared alveolar con células mononucleares y macréfagos que infiltran
los espacios aéreos, ademas de endotelitis. Se desarrollan infiltrados inflamatorios
mononucleares intersticiales y edema que aparecen como opacidades en vidrio
esmerilado en la tomografia computarizada. A continuacion se presenta edema
pulmonar que llena los espacios alveolares con formacion de membrana hialina,
compatible con el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA). En conjunto,
la alteracion de la barrera endotelial, la transmision de oxigeno alveolar-capilar
disfuncional, y la capacidad de difusion de oxigeno deteriorada son rasgos
caracteristicos de COVID-19.8

Periodo de incubacidn
El periodo de incubacién es de aproximadamente 5 dias y la carga viral maxima
se produce en la fase temprana de la enfermedad, cerca del momento de

aparicion de los sintomas.®'% Aproximadamente el 97.5% de las personas que
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desarrollan sintomas lo haran dentro de 11,5 dias de infeccion y la mediana (rango
intercuartilico) del intervalo desde el inicio de los sintomas hasta el ingreso
hospitalario es de 7 (3-9) dias.?

Presentaciones clinicas

COVID-19 tiene diversas presentaciones clinicas. En un estudio de 44 672
pacientes con COVID-19 en China, el 81 % de los pacientes tenian
manifestaciones leves, el 14 % tenian manifestaciones graves y el 5 % tenian
manifestaciones criticas (definidas como insuficiencia respiratoria, shock séptico

y/o disfuncién multiorganica).t

Una vez que el SARS-CoV-2 se une al receptor de la célula diana del huésped, la
replicacion activa y la liberacion del virus en las células pulmonares provocan

sintomas no especificos como fiebre, mialgias, cefalea.l'!

Si bien es cierto las principales manifestaciones se presentan a nivel del sistema
respiratorio, COVID-19 es una enfermedad multisistémica, la distribucion de los
receptores ACE2 en diferentes tejidos explica los sitios de infeccion y los sintomas
del paciente. Por ejemplo, el receptor ACE

2 se encuentra en el epitelio de otros 6rganos como el intestino y las células
endoteliales del rifion y los vasos sanguineos, por lo que se pueden presentar

sintomas gastrointestinales y complicaciones cardiovasculares.!

Hallazgos de laboratorio

Toda la inflamacién sistémica que conlleva la enfermedad se traduce en
alteraciones de laboratorio inespecificas. Una revision sistematica de 19 estudios
de 2874 pacientes que eran en su mayoria de China (edad media, 52 afios), de los
cuales el 88% fueron hospitalizados, informé las principales anomalias de
laboratorio observadas en COVID-19, incluida la proteina C reactiva sérica

elevada ( aumentada en >60% de los pacientes), lactato deshidrogenasa
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(aumentada en aproximadamente 50%-60%), alanina aminotransferasa (elevada
en aproximadamente 25%) y aspartato aminotransferasa (aproximadamente 33%).
Aproximadamente el 75% de los pacientes tenian niveles bajos de albumina. La
anormalidad hematolégica mas comun es la linfopenia (recuento absoluto de
linfocitos <1.0 x 109/L), que esta presente hasta en el 83% de los pacientes
hospitalizados con COVID-19. Junto con la coagulopatia, son comunes la
prolongacion modesta de los tiempos de protrombina (prolongados en >5% de los
pacientes), la trombocitopenia leve (presente en aproximadamente el 30% de los
pacientes) y los valores elevados de dimero D (presentes en el 43%-60% de los
pacientes). Las anomalias de laboratorio mas graves se han asociado con una
infeccion mas grave. El dimero D y, en menor medida, la linfopenia parecen tener

las mayores asociaciones pronosticas.*?

Ademas se estos biomarcadores se han descrito otros factores de riesgo para el
desarrollo presentacion clinica grave y muerte, tales como, la edad avanzada (=65

afnos), fiebre alta (239 °C) y comorbilidades (p. €j., hipertension, diabetes).'314

En México la hipertension, la obesidad y la diabetes son las principales
comorbilidades que aumentan el riesgo de muerte por COVID-19, lo cual nos
posiciona en una situacion vulnerable debido a la alta prevalencia de

enfermedades crénicas en la poblacién adulta. *°

Métodos diagndésticos

Actualmente se cuenta con un arsenal de métodos diagndsticos para SARS-CoV-
2. La infeccion por COVID-19 se puede detectar indirectamente midiendo la
respuesta inmunitaria del huésped a la infeccion por SARS-CoV-2.El diagnostico
seroldgico es especialmente importante para los pacientes con enfermedad leve a
moderada que pueden presentarse tarde, mas alla de las primeras 2 semanas del
inicio de la enfermedad, y con fines de vigilancia e investigacién epidemioldgica.®

Los anticuerpos IgM son detectables dentro de los 5 dias de la infeccidn, con
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niveles mas altos durante las primeras 2 a 3 semanas de la enfermedad, mientras
gue una respuesta de IgG se observa por primera vez aproximadamente 14 dias
después del inicio de los sintomas.*

Desde 24 de marzo de 2020, se han identificado las composiciones genémica y
proteémica del SARS-CoV-2, lo que ha permitido el desarrollo de técnicas

moleculares.t’

Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
(RT-PCR)

Actualmente el método estandar de oro para detectar el SARS-CoV-2 es la prueba
de reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR), que
es el método con mayor sensibilidad y especificidad y consiste en la deteccion de

acidos nucleicos virales en muestras respiratorias.8

Obtencion de la muestra

El método tiene una alta sensibilidad y especificidad, siempre que el muestreo se
haya realizado correctamente. El primer paso del andlisis RT-PCR es obtener una
muestra con suficiente carga viral. Este paso es crucial para evitar resultados
falsos negativos. En el contexto de la COVID-19, diferentes estudios han
demostrado que el muestreo mas eficiente para la deteccion del virus son las
muestras de las vias respiratorias superiores. Las muestras nasofaringeas
obtenidas mediante hisopos son las mas comunes. Una vez que la muestra esta
en el hisopo, debe guardarse en un tubo de transporte estéril con 2—3 ml de medio
de transporte viral (VTM) o solucién salina estéril.'® En este paso del andlisis, es
importante sefialar que la carga viral en la muestra depende del momento de la
enfermedad y del lugar anatémico de la toma.''Un estudio de modelado estimé la
sensibilidad en 33 % 4 dias después de la exposicidn, 62 % el dia del inicio de los

sintomas y 80 % 3 dias después del inicio de los sintomas.*

10
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Extraccién y purificacion

La primera etapa en el laboratorio de la prueba es el aislamiento y la purificacion
del ARN. El procedimiento clasico para la extraccion y purificacion de ARN
consiste en una extraccion organica para eliminar proteinas y grasas, seguida de

una centrifugacion para purificar el ARN.

Transcripcion inversa, amplificacién y cuantificacién

Después de la extraccion y purificacion, el ARN se incorpora con una mezcla
maestra que consta de: solucién amortiguadora, enzima transcriptasa inversa
(RT), nucledtidos (dNTP), cebadores inversos, cebadores directos, sonda y ADN
polimerasa. La mezcla de reaccidon homogeneizada se carga en la placa de PCR y
se introduce en un termociclador donde tienen lugar diferentes pasos: (1)
Transcripcion inversa formando hibridos de ARN/ADN. (2) Desnaturalizacion,
rompiendo los hibridos formados mediante altas temperaturas (95 °C) e
inactivando la transcripcion inversa. (3) Recocido con el cebador directo y con la
sonda, que se produce cuando la temperatura desciende a 60 -C, siendo esta
temperatura dependiente de la longitud y composicion del cebador. (4) Paso de
extension, en el que se sintetiza una nueva cadena complementaria, dependiendo
la temperatura de este paso de la ADN polimerasa utilizada. Una vez finalizado el
proceso, se obtiene una nueva diana de ADN de doble cadena. Para amplificar
este material genético, es necesario repetir ciclicamente los pasos (2-4). En
general, se necesitan entre 30 y 45 ciclos de PCR para detectar el virus. La
amplificacion es el factor limitante para transformar el método estandar en una
prueba rapida, pero es gracias a este proceso que la RT-PCR tiene tan buena
sensibilidad. El genoma del virus se detecta mediante una sefial de fluorescencia.
Se utiliza una sonda para este propésito. La sonda es una hebra con un
fluorocromo en el extremo 5'y un extintor en el extremo 3'. Durante el paso (4), el
fluorocromo emite fluorescencia por excitacion después de la liberacion por
escision de la polimerasa y la sefial es detectada por una camara acoplada. La

intensidad de fluorescencia detectada es proporcional a la cantidad de ADN viral

11
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sintetizado después de cada ciclo.” El umbral del ciclo (Ct) esta determinado por el
namero de ciclos de PCR necesarios para informar una sefial de fluorescencia
detectable superior al umbral de la sefal de fluorescencia. Por lo tanto, un valor de
Ct mas bajo significa una mayor carga viral de ARN. Segun los CDC de China
(Centro Chino para el Control y la Prevencion de Enfermedades), los valores de Ct
< 37 pueden informarse como resultados positivos, los valores de Ct > 40 se
consideran clinicamente negativos y los valores de Ct entre 37 y 40 deben

considerarse dudosos y la prueba debe repetirse. °

El genoma codifica 27 proteinas, la mayoria de las cuales son proteinas no
estructurales (NSP), que también juegan un papel crucial durante el ciclo de
replicacion. Los ensayos se dirigen predominantemente a los genes Orflab, N, S o
E en el virus. La sensibilidad y capacidad de deteccion del SARS-CoV-2 varia
segun el gen amplificado.” La mayoria de los ensayos incluyen mas de un gen o
sitio dentro de un gen para evitar resultados negativos falsos debido a la deriva

mutacional en el virus.*

Falsos negativos

Los factores que contribuyen a los resultados falsos negativos incluyen la
idoneidad de la técnica de recoleccion de la muestra, el tiempo desde la
exposicion y la fuente de la muestra. Asi mismo, los cambios producidos en la
secuenciacion genética del virus (aparicion de nuevas cepas) y su evolucion
durante la infeccién suponen un reto para los fabricantes de pruebas moleculares.
Es muy importante actualizar la base de datos compartida del genoma del virus
con las nuevas secuencias genomicas identificadas para poder producir pruebas
moleculares con suficiente sensibilidad de los cebadores y sondas de

oligonucledétidos evitando falsos negativos.

CTs - Carga viral

12
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Los valores de Ct no equivalen a la medicion directa de la carga viral (que requiere
estandarizacion utilizando una curva de referencia), pero proporcionan una medida
sustituta Gtil de la carga viral.?° Cuanto menor sea el valor de Ct, menos ciclos de
PCR se necesitaran para producir un resultado positivo, mayor seré la cantidad de
acido nucleico viral en la muestra analizada y mayor sera la cantidad de acido
nucleico viral (la carga viral) en el sitio anatémico muestreado.?°

La carga viral en la muestra depende del momento de la enfermedad.°El
momento de la recoleccion de muestras clinicas es critico y también puede afectar
el valor de Ct.?! Si bien a veces se informa el tiempo desde el ingreso hasta la
recoleccion de la muestra, en muchos estudios no se describe el tiempo desde el
inicio de los sintomas hasta la muestra, que se sabe que esta fuertemente
asociado con la carga viral.?? Un estudio de Hu et al. sugirié que la carga viral
alcanza su punto maximo poco después del inicio de los sintomas y luego
disminuye de manera constante.?® En una poblacién, los valores medianos de Ct
de las muestras del tracto respiratorio superior fueron de aproximadamente 30 en
el periodo presintomatico, con valores que oscilaron entre 20 y 29 desde el
momento del inicio de los sintomas hasta alrededor del dia 15, y luego
aumentaron a >30 después del dia 15. Una carga viral maxima cerca del
comienzo del periodo sintomatico es consistente con la mayoria de los estudios

previos en pacientes hospitalizados.?%:24

Al igual que las caracteristicas clinicas y los marcadores de respuesta inflamatoria,
los Cts, como una medida indirecta de la carga viral, son un marcador plausible de
prediccién de curso de la enfermedad por lo que se han realizado multiples
estudios sobre su asociacion con la gravedad de la presentacion clinica y

desenlaces clinicamente importantes.

Asociacion entre Cts y desenlaces clinicamente importantes
La asociacion de Cts con diversos desenlaces ya se ha estudiado en otras
enfermedades respiratorias, con resultados contradictorios. En pacientes con

influenza un Ct bajo no se asoci6 con peores resultados. 2 Los estudios que
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involucran a pacientes con el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS) han
demostrado que la tasa de mortalidad en pacientes con MERS aumenta con una
carga viral alta.?® Hung et al. realizé un estudio prospectivo de 154 pacientes
infectados con el SARS-CoV original en 2003 y descubrié que una mayor carga

viral se asocié con mayores tasas de ventilacion mecanica y muerte.?®

En el contexto de COVID-19, en estudios descriptivos desde el inicio de la
pandemia se observé que los pacientes con cuadros mas graves presentaban
niveles mas bajos de Cts. En un estudio de 76 pacientes hospitalizados en China
la carga viral media de los casos graves fue alrededor de 60 veces mayor que la
de los casos leves, lo que sugiere que las cargas virales mas altas podrian estar

asociadas con resultados clinicos graves. 2’

Estudios que han encontrado asociacion entre los desenlaces del paciente y
los Cts

Multiples estudios han demostrado relacion positiva entre la carga viral y la
gravedad de la presentacion clinica, incluyendo requerimiento de ventilacion

mecanica y mortalidad.

En el estudio de Rajyalakshmi B, cuyo objetivo primario fue estudiar la asociacion
entre los valres de Ct y la gravedad de la presentacién clinica reportaron que un
valor bajo de Ct se asocia con un mayor ingreso en la UCI, una alta mortalidad,

choque y una mayor duracion de la estancia en la UCI. 28

En el estudio de Da Young, dividieron a los pacientes en 3 grupos, pacientes
asintomaticos, sintomaticos y fallecidos, encontrando un menor numero de copias
virales en el grupo asintomatico, comparado con el grupo sintoméatico o no
sobreviviente, sin embargo, el numero de pacietes fue limitado.?° Waudby-West, et

al, en su estudio con mas de 1300 individuos mostr6é que un valor de Ct inicial bajo

14
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se asocié con un aumento riesgo de mortalidad en comparacién con un valor Ct

inicial alto. 3°

Un metandlisis de 7 estudios no mostro diferencias significativas en los valores
medios de Ct entre hospitalizados y pacientes no hospitalizados, sin embargo
entre los pacientes hospitalizados, aquellos con valores de Ct <25 tenian un alto
riesgo de enfermedad mas grave y mortalidad que los pacientes con valores de Ct
>30 (odds ratio [OR], 2,31; IC del 95 %, 1,70a 3,13;y OR, 2,95; 95 % IC, 2,19 a

3,96, respectivamente). 3!

Estudios que no han encontrado asociacion entre los desenlaces del
paciente y los Cts

Por otro lado, en muchos otros estudios no han encontrado asociacion de los Cts
con desenlaces importantes. En el estudio de Camargo J.F no se encontraron
diferencias en los valores iniciales ni en los nadir Ct entre los sobrevivientes y los
no sobrevivientes o la enfermedad leve/moderada versus grave/critica, aunque su
tamafio de muestra fue limitado.3? Al comparar sobrevivientes y no sobrevivientes,
en una cohorte retrospectiva en la unidad de urgencias de pacientes que
ingresaban a hospitalizacion por COVID-19, la carga viral no difirié segun los
subgrupos. Ademas, la medicion de la carga viral respiratoria no predijo la

gravedad de la enfermedad.33

Auln sigue sin ser clara la asociacion de Cts con gravedad de la presentacion
clinica, requerimiento de ventilacidon mecanica invasiva y mortalidad. Los datos
reportados en la literatura hasta el momento son contradictorios. La
heterogeneidad en los datos puede deberse, en parte, a diferentes poblaciones de
estudio, fuentes de muestras y ensayos de rtPCR. En nuestra poblacién no hay
ningun estudio que describa los Cts y su asociacion a estos desenlaces. A pesar
de las limitaciones en la interpretacion de los valores de Ct individuales pueden

permitir a los médicos clasificar mejor a ciertos pacientes ingresados en el hospital
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para proporcionar las intervenciones adecuadas de manera oportuna. El presente

estudio tiene como objetivo estudiar esta asociacion.
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Planteamiento del problema

La prueba de referencia para identificar la presencia del SARS-CoV-2 es la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-gPCR) que ha
demostrado sensibilidad y especificidad elevadas. Cuando una prueba de PCR
para el SARS-CoV-2 detecta las secuencias diana del 4cido nucleico especificas,
un resultado positivo se asocia con un valor de umbral de ciclo (Ct), esto es, el
namero de ciclos de PCR necesarios para producir una sefial detectable. Cuanto
mas bajo sea el valor Ct, menos ciclos de PCR se necesitan para producir un
resultado positivo, y mayor es la cantidad de acido nucleico viral (la carga viral) en
el lugar anatomico muestreado. Si no se ve una sefal positiva después de 37 a
40 ciclos, la prueba es negativa, pero las muestras que resultan positivas pueden
comenzar con cantidades de virus muy diferentes para las cuales el valor Ct
proporciona una medida inversa. Los valores Ct no equivalen a la medicién
directa de la carga viral (qQue requiere la estandarizacion mediante una curva de
referencia), pero proporcionan una medida sustitutiva Gtil de la carga viral.

En las fases iniciales de la infeccion por el SARS-CoV-2 hay una elevada carga
viral en el tracto respiratorio superior (TRS), y las muestras de este sitio anatdmico
son las mas adecuadas para detectar la infeccion temprana. La carga viral en el
TRS disminuye con el tiempo.

El espectro clinico de la COVID-19 con respecto a su gravedad es variable, se
sabe que el 15% puede desarrollar neumonia e insuficiencia respiratoria y, el 5%
de éstos tienen probabilidad de progresar a falla organica multiple y muerte. Las
formas graves de COVID-19 se han asociado a una inflamacion sistémica, que da
lugar a niveles plasmaticos mas altos de PCR, LDH, ferritina o dimero D y a
niveles reducidos de albumina. El estudio de esta asociacion con la carga viral ha
sido limitado y los resultados presentan controversia con respecto a la relacion
gue hay entre la carga viral medida mediante el valor del Ct y la gravedad de la
COVID-19, asi mismo, muy pocos abordan su relacién con biomarcadores
hematoldgicos, bioquimicos y con el tiempo de evolucién de los sintomas de los

casos al momento del diagndstico, por ello, la informacion definitva sobre el

17



Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas” _—

INER

KR o

posible valor predictivo de los valores Ct en dichos escenarios ain es incompleto,
por lo que hasta el momento las guias de los CDC (Centers for Disease Control

and Prevention) no recomiendan el uso del valor Ct en el entorno clinico.
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Justificacion

El informe de los resultados cualitativos de la prueba PCR para SARS-CoV-2
como positivos o negativos es suficiente para el diagnostico de la COVID-19, sin
embargo, consideramos que el informe de los valores de Ct puede ofrecer
beneficio adicional a los médicos al tomar decisiones clinicas y de manejo de
pacientes con COVID-19, asi como, orientar las decisiones sobre control de
infecciones, salud publica y salud ocupacional. Adicionalmente, el desarrollo de
este estudio permitird un mejor entendimiento de la utilidad de los valores de Cts
al identificar si ello tiene implicaciones directas sobre la gravedad, desenlace de la
enfermedad y su relacién con biomarcadores hematoldgico y bioquimicos, esto
ultimo incidird también en ampliar el conocimiento sobre la fisiopatologia de la

enfermedad.
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Pregunta de investigacion

¢ Cudl es la relacion entre el valor del umbral de ciclos de amplificacion en la RT-
PCR de SARS-CoV-2 y ventilacion mecanica, mortalidad y tiempo de evolucion de
los sintomas, asi como en biomarcadores hematoldgicos y bioquimicos de

pacientes hospitalizados por COVID-19?
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Objetivo

Identificar la relacion entre el valor del umbral de ciclos de amplificacion en la RT-
PCR de SARS-CoV-2 y ventilacion mecanica, mortalidad y tiempo de evolucién de
los sintomas, asi como en biomarcadores hematolégicos y bioquimicos de

pacientes hospitalizados por COVID-19.
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Material y métodos

Disefio, sitio del estudio y periodo.

Estudio prospectivo de Mayo 2020 a Marzo 2022. Se desarroll6 en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, hospital de referencia de todo tipo de
enfermedades respiratorias. Sin embargo, después de la diseminacion de la
COVID-19 en la Ciudad de México, el gobierno lo declaré hospital para la atencién
de pacientes con neumonia grave y criticos con COVID-19. Antes de la pandemia
la capacidad del hospital incluia 150 camas de hospitalizacién y 20 en la unidad de
cuidados intensivos. En respuesta a la pandemia el hospital se reconvirtio para
incrementar la capacidad de camas de cuidados intensivos de 20 a 120 camas,

convirtiéndose en un gran unidad de cuidados intensivos.
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Material y métodos

Criterios de inclusién

e Hombre o mujer mayor de 18 afios hospitalizado con diagndstico
confirmado de neumonia por SARS-CoV-2.

¢ Resultado de laboratorio de microbiologia del RT-PCR positivo para SARS-
CoV-2.

e Prueba PCR para SARS-CoV-2 con medicion de Ct al ingreso hospitalario.

e Que haya firmado el consentimiento informado institucional.

Criterios de exclusioén

e Hasta el momento no hay definidos
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Material y métodos
Reclutamiento y desarrollo del proyecto

Se realizdé al momento de la llegada del paciente al servicio clinico 3 de
hospitalizacion, con el diagndstico de neumonia grave por SARS-CoV-2
confirmado por RT-PCR positivo y con evidencia de afeccion del parénquima
pulmonar por tomografia computada de térax e insuficiencia respiratoria de grados
variables. Los pacientes recibieron el tratamiento estandar de acuerdo con los
lineamientos de la institucion que incluye profilaxis para trombosis venosa
profunda, corticoesteroides intravenosos (dexametasona o metilprednisolona),
paracetamol, administracion de antibioticos en caso de infeccion secundaria,
oxigeno suplementario o ventilacion mecanica invasiva.

Desde el inicio de la pandemia y con el fin de sistematizar de la mejor manera la
atencion medica de los pacientes, se registraron en un formato electronico los
datos clinicos y desenlace de los casos hospitalizados en el servicio clinico 3. Los
pacientes se siguieron hasta su egreso por mejoria o defuncién. A partir de esa
informacion se tomaron las variables para el desarrollo del presente estudio de
forma andnima. Para la recoleccion de datos se utilizé una hoja de trabajo

estandarizada para el estudio.
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Material y métodos

Tamafo de muestra
Disponemos de la informacién de 431 pacientes registrados que contaban con

valor de Ct.
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Material y métodos

Variables de estudio

Se registraron variables generales como edad, sexo, comorbilidades,
antecedentes de exposicion a tabaquismo y humo de lefia, fecha de inicio de los
sintomas, tiempo de evolucion del cuadro clinico, sintomas y signos, tipo de apoyo
respiratorio (ventilacibn mecéanica invasiva versus aporte de oxigeno por alto flujo
0 puntas nasales) resultados de laboratorio clinico como biometria hemética,
guimica sanguinea, pruebas de coagulacion, pruebas de funcién renal y hepatica,
electrolitos séricos, asi como niveles séricos de biomarcadores de inflamacion
como proteina C reactiva, dimero D, y ferritina, y el desenlace de cada paciente
(alta por mejoria o defuncidn).
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Material y métodos

Definicién de las variables de estudio

Variable Tipo Definicién para su estudio

Edad Cuantitativa discreta | Tiempo que ha vivido una
persona u otro ser vivo
contando desde su nacimiento.
Sexo Cualitativa nominal Conjunto de las peculiaridades
que caracterizan los individuos
de una especie dividiéndolos
en masculinos y femeninos.
Comorbilidades Cualitativa nominal Enfermedades que se
presentan en la persona,
ademas de Covid-19.
Exposicion a Cualitativa nominal Exposicion activa o pasiva al
humo que se produce al

tabaquismo
guemarse un producto de
tabaco.
Exposicion a humo de | Cualitativa nominal Exposicion activa o pasiva al
lefia humo que se produce al

quemarse lefia.

Fecha de inicio de los | Cuantitativa discreta | Momento de la instauracion de
sintomas las manifestaciones de la

enfermedad.

Tiempo de evolucion Cuantitativa discreta | Tiempo que transcurre desde
del cuadro clinico el inicio de las manifestaciones

de la enfermedad

Sintomas Cualitativa nominal Dato subjetivo de enfermedad

o0 situacion del paciente.

Signos Cualitativa nominal Manifestacion objetiva o fisica
de una alteracion organica o
enfermedad.

Ventilacibn mecanica | Cualitativa nominal Procedimiento de respiracion

invasiva artificial que emplea un aparato
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para suplir o colaborar con la
funcion respiratoria de un
paciente a través de un tubo

endotraqueal.

Oxigenoterapia de alto | Cualitativa nominal Tipo de soporte respiratorio
que consiste en aplicar un flujo
de aire/oxigeno humidificado y
calentado por encima del flujo
pico inspiratorio del paciente.
Puntas nasales Cualitativa nominal Tipo de soporte respiratorio
que proporciona oxigeno a
bajo flujo.

Biometria hematica Cuantitativa continua | Prueba de laboratorios

flujo

realizada en sangre para medir
composiciéon de la misma.
Globulos rojos, bancos 'y

plaquetas.

Quimica sanguinea Cuantitativa continua | Medicién de los componentes
quimicos disueltos en la
sangre, tales como, glucosa,
urea, creatinina, acido urico.
Pruebas de Cuantitativa continua | Analisis sanguineo que

coagulacion determina los niveles de
factores de coagulacion. TTP,
TT, INR.

Pruebas de funcién Cuantitativa continua | Estudio de laboratorio que

hepatica mide los niveles de
determinadas enzimas y
proteinas en la sangre. ALT,
AST, FA, Albumina, proteinas
totales, DHL, CPK.

Electrolitos séricos Cuantitativa continua | Medicidén de iones con carga
eléctrica que se encuentran en
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la sangre en forma de sales
disueltas.

Proteina C reactiva Cuantitativa continua | Proteina pentamérica
sintetizada principalmente por
los hepatocitos en respuesta a
procesos infecciosos,
inflamatorios.

Dimero D Cuantitativa continua | Marcador de inflamacion,
producto de la degradacién de
la fibrina.

Ferritina Cuantitativa continua | Marcador de inflamacion,

principal proteina
almacenadora y transportadora

de hierro.
Desenlace (mejoria o | Cualitativa nominal Evento clinico que mide el
defuncion) resultado de una intervencion.

29



D NACIORAL ALTONDNZ

=3a = =
=7 =)
. 3

Universidad Nacional Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 0' m
; Autonoma de México “Ismael Cosio Villegas” R —

NER

Material y métodos

Procesamiento de muestras en el laboratorio para SARS-CoV-2 y obtencidon

de los valores de Cts.

El enfoque estandar para la deteccion de ARN del SARS-CoV-2 a partir de muestras
nasofaringeas implica la extraccion de los acidos nucleicos totales de las muestras
en una plataforma de extraccion automatizada. La manipulaciony el procesamiento
de las muestras se realizan en un gabinete en una instalacion de nivel de
bioseguridad 2 (BSL2).

Con base en los lineamientos Nacionales emitidos por el InDRE (Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemiologicos), todas las muestras que se toman en el
INER en pacientes con sospecha de COVID-19 se recolectan por medio de un
hiposo faringeo y nasofaringeo y para su preservacion se colocan en 3 ml de medio
universal de trasporte viral (UTM).

El proceso estandar implica la extraccion del RNA. La extraccion se realizé
utilizando 200 pl de cada muestra incluida para el estudio. La extraccion se realizo
con el kit de ARN viral ExiPrep 96 y el sistema de purificacion de NA automatizado
ExiPrep 96 Lite (Bioneer), sistema que utliza perlas magnéticas y permite la
extraccion simultdnea de multiples muestras. El procedimiento se realizé con base

a las especificaciones del fabricante.

Desde mayo 2020 a marzo 2022 se utilizaron diferentes ensayos de PCR para el
diagnostico de SARS-CoV-2 en el Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias.

En el primer semestre del 2020 se utiliz el protocolo de Berlin (Genes E, N, RdrP).
Para el ensayo de amplificacion del RNA viral, se empled la técnica transferida por
el INDRE basada en el protocolo de Berlin. Para el ensayo (Deteccion del Gen E) y

RNasaP, las mezclas de PCR 25 pl contuvieronl pyM de las sondas E_Sarbeco F1
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y E_Sarbeco_R2, 0.5 yM y E_Sarbeco P1 a una concentracion de 400 nM
conteniendo 1 pM de enzima SUPER SCRIPT Il PLATINUM. Para el ensayo
discriminatorio (Deteccion del Gen RdRp) las mezclas de 25 contuvieron 1.5 yM del
Primer RdRP_SARSr F2, 2uM Primer RdRP_SARSr R1 vy 0.5uM de
RARP_SARSr_P2. La RT-PCR se ejecutd en un termociclador 7500 Real-Time PCR
(marca Applied Biosystems™) con las siguientes condiciones de amplificacién: RT:
15min a 55°C, Desnaturalizacion inicial: 2min a 95° C; 45 ciclos que constan de:
Desnaturalizacion 15 seg a 95° C, alineamiento 30seg a 55 grados. La deteccion

de fluorescencia se llevo a cabo durante el alineamiento.

Los cebadores, sondas y plasmidos que se utilizaron fueron sintetizados por T4
Oligo. Las secuencias del cebador (5'-3 ') utilizadas para los genes objetivo
de SARS-CoV-2, (Tabla 1)

Deteccion | E_Sarbeco_F1 | ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT

del Gen E | E_Sarbeco_R2 | ATATTGCAGCAGTACGCACACA
E_Sarbeco_P1 | FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-
BHQ1

Gen RdRp | RARP_SAR Sr- | GTGARATGGTCATGTGTGGCGG

Discrimina | F2

torio RARP_SARSr- | CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
R1

RP MAPGD_19 R | CAGGT(G)(G)AACCIBHQILDt]JCATCA(G)(G)AGATG
dRP_SARSr P | C Modificacion: G LNA, t-BHQ1,
2

Otra de las técnicas utilizadas durante este periodo en el laboratorio de
microbiologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias fue la técnica
de RT-gPCR convencional GeneFinder. Se extrajo RNA a partir de 200 pl del medio
de transporte universal de las muestras de exudado orofaringeo/nasofaringeo, la

extraccion se hizo de forma automatizada en el equipo BIONEER Exiprep 96,
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empleando el kit de extraccion ExipPrep 96 Viral DNA/RNA de la marca BIONEER

(Ref. K-4614), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Para el ensayo de amplificacion de RNA viral, se empleo el kit de PCR en tiempo
real GeneFinderTM COVID-19 Plus RealAmp, marca GeneFinder (Ref. IFMR-45),
el cual amplifica el RNA de los genes RdRP, N y E. Mca. GeneFinder. Para este
proceso se seguieron las especificaciones del fabricante, la mezcla de reaccion se
realizé partiendo de 10 uL del tubo de mezcla de reaccion y 5 pL del tubo con la
mezcla de sondas, finalmente se adicionaron 5 pL del extracto de &cidos nucleicos
por cada muestra, para tener un volumen final de 20 uL. La RT-gPCR se ejecutd en
un termociclador Quant Studio 5 (Applied Biosystems) bajo las siguientes
condiciones de amplificacion: 50°C/20 min, 95°C/5min, seguido de 45 ciclos de
95°C/15 seg y 58°C/60 seg.

También se utilizo el kit Xpert® Xpress SARS-CoV-2, cuyas pruebas de realizaron

con base a las especificaciones del fabricante.

Todas las pruebas y procedimientos se realizaron siguiendo los protocolos de los
fabricantes. En la atencion clinica rutinaria, los resultados se clasifican como
detectados si se detecta el gen N, E o Rdr o no detectados si no se detecta
ninguna de las dos dianas. Sin embargo, el instrumento también genera un valor
Ct para cada diana que se correlaciona inversamente con la carga viral
cuantitativa y en nuestra institucion esta informacion no se da a conocer a los
clinicos. El valor Ct representa el nimero de ciclos de replicacion necesarios para
una amplificacion génica suficiente para producir una sefial fluorescente que
supere un umbral predefinido.

Para este estudio, revisamos los valores de Ct para las tres dianas génicas para
todas las pruebas iniciales de SARS-CoV-2 que se realizaron en las muestras de
hisopados oro y nasofaringeos que se tomaron de los sujetos del estudio para la
atencion clinica rutinaria al momento de su llegada al servicio de urgencias.

Separamos los valores Ct para las dianas especifica del SARS-CoV-2 (N, E, Rdr)
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en dos estratos basados en los valores cuantitativos. Se asignaron como muestras
de carga viral alta aquellas con Ct mas bajos <30, y las muestras de carga viral
baja con valores mas altos, Ct >30.

33



D NACIORAL ALTONDNZ

=3a = =
=7 =)
. 3

Universidad Nacional Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 0' m
; Autonoma de México “Ismael Cosio Villegas” R —

NER

Material y métodos

Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico STATA 17.0 (College Station, Texas, USA).

Para resumir las caracteristicas clinicas y de laboratorio de la poblacion se utilizo
estadistica descriptiva de acuerdo al tipo de variable. Las variables continuas,
entre ellas, el valor Ct para los genes N, E y Rdr se resumieron como medianas
(intervalos intercuartiles 11C) y, las variables categdricas se representaron como
proporciones. Adicionalmente, la variable del valor del umbral de ciclos (Ct) para
los genes N, E y Rdr se dicotomizé en la de un valor menor a 30 (carga viral alta) y
la de mayor a 30 (carga viral baja). Se midio la mediana (11C) del valor del Ct de
los genes N, E y Rdr de acuerdo al tiempo de evolucion del padecimiento actual
en dias dividido en 3 estratos (1-7, 8-14 y >14) y, para identificar las diferencias se
utilizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. La comparacion entre la variable
Ct con valor menor a 30 (carga viral alta) y mayor a 30 (carga viral baja) de los
genes N, E y Rdr y los casos con ventilacidon mecéanica y mortalidad se realizé con
estadistica no paramétrica mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Se utilizé un valor p a dos colas <0.05 para designar la significacion estadistica.

La asociacion entre el valor del umbral de ciclos (Ct) menor de 30y las diferentes
variables clinicas para los genes N, E y Rdr del SARS-CoV-2, se evalué mediante
regresion logistica conforme a la metodologia de Hosmer-Lemeshow y la variable
Ct < 30 se utilizd6 como variable dependiente o independiente, cuya designacion
fue de acuerdo a su posicidon en la cadena de causalidad tomando en cuenta la
fisiopatologia de la enfermedad. De esta manera el Ct < 30 se consider6 como
variable dependiente para analizar su asociacién con la edad, sexo, tabaquismo,
comorbilidad y tiempo del padecimiento actual. Asi mismo, ésta se considero
como variable independiente cuando medimos su asociacién con ventilacion
mecanica invasiva, mortalidad, variables hematoldgicas y biomarcadores de

inflamacion. Las razones de momios se expresaron a un intervalo de confianza de
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95%. Se utilizé un valor p a dos colas 0.2 para designar la significacion

estadistica.
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Material y métodos

Consideraciones éticas

El protocolo se sometid a evaluacién por el comité Institucional de Etica e
Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades. El estudio se desarroll6 con
base en las buenas practicas clinicas.

Todos los pacientes o el familiar responsable fueron informados sobre el tratamiento
y procedimientos médicos que recibieron y al ingreso del paciente firmaron el
consentimiento institucional. Al comité se solicito dispensa de consentimiento ya
gue es un estudio descriptivo andénimo y sin riesgo, ya que solo se recabo
informacion clinica y microbiologica que es la misma que se registra en el

expediente clinico.
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Resultados

Caracteristicas clinicas generales de la poblacion

Se incluyeron un total de 431 pacientes. La mediana de edad fue de 56 afios (lIC
46-66), y 289 (67.1%) fueron hombres. 98 (22.7%) pacientes reportaron
tabaquismo actual o pasado y solo el 21.6% contaba con antecedente de
vacunacion contra SARS-CoV-2. Las principales comorbilidades encontradas en
nuestra poblacién fueron obesidad (45.01%), hipertension arterial sisté mica
(35.5%) y diabetes (34.1%). La mediana del tiempo desde el inicio de sintomas
hasta su ingreso hospitalario y la toma de hisopado nasofaringeo fue de 9 dias
(lIC 7-12). La mayoria de los pacientes requirié apoyo ventilatorio invasivo (65.4%)

y 107 (24.8%) fallecieron durante la hospitalizacion (cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas generales de la poblacion .

Variable Poblacion total
N= 431
Edad* 56 (46-66)
Edad mayor de 50 afios 283 (65.7%)
Hombre 289 (67.1%)
Mujer 142 (33%)
Tabaquismo actual o pasado 98 (22.7%)
Vacunacion contra SARS-CoV-2 93 (21.6%)
Obesidad (IMC >30) 194 (45.01%)
Diabetes 147 (34.1%)
Hipertension arterial sistémica 153 (35.5%)
Tiempo del padecimiento actual en | 9 (7-12)
dias*
Tiempo del padecimiento actual < | 345 (80.1 %)
14 dias
Ventilacion mecanica 282 (65.4%)
Mortalidad 107 (24.8%)

*Mediana (intervalo intercuartil 25-75)
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Variables hematoldgicas y bioquimicas de laboratorio clinico.

De 431 pacientes, 312 (72.4%) presentaron linfopenia y cerca del 50% (211 de
431) tenian neutrofilia. Casi el 40% de los pacientes (170 de 431 [39.4%]) de esta
cohorte demostraron niveles de glucosa sérica >150 mg/dL. En cuanto a los
marcadores de inflamacion, la mediana de deshidrogenasa lactica medida al
ingreso fue de 390 (272-539), un tercio de la pobacion presenté niveles >500. 40%
de la poblacion (173 de 431) tenia hipoalbuminemia, definida como albumina < 3
gr/dL. Niveles de Dimero D > 1000 se evidenciaron en 206 de 409 pacientes
(50.4%), mientras que la mediana de valor de proteina C reactiva fue de 11.69,
una cuarta parte de la cohorte (25.8%) presento niveles superiores a 20 mg/dL

(cuadro 2).

Cuadro 2. Valores de las variables hematologicas y bioquimicas de laboratorio
clinico.

Variable Poblacion total,
n=431

8500 (5,600-11,900)
211 (49%)

700 (500-1100)

Neutroéfilos totales cels/mm32
Neutréfilos > 8500 cels/mm?3P
Linfocitos totales cels/mm32

Linfocitos < 1000 céls/mm3P?

312 (72.4%)

Glucosa mg/dL?

135 (104-188)

Glucosa > 150 mg/dLP

170 (39.4%)

Deshidrogenasa lactica®

390 (272-539)

Deshidrogenasa lactica > 500

129 (30.1%)

Albumina gr/dL? 3.14 (2.73-3.54)
AlbGmina < 3 gr/dLP 173 (40.1%)
Dimero D2 1003 (490-2220)
Dimero D > 1000P 206/409 (50.4%)
(n=409)

Proteina C reactiva® 11.69 (6.99-20.39)
(n=399)

Proteina C reactiva > 20 mg/dLP

103/399 (25.8%)

Ferritina (n=326)2

874 (504-1383)

Ferritina > 1100P

110/326 (33.7%)
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®mediana (intervalo intercuartil 25-75) °n (%)

Valores del umbral de ciclos de amplificacién y presentaciones estratificadas

por carga viral

Un total de 431 muestras de hisopados nasofaringeos estaban disponibles para el
analisis de pacientes hospitalizados que cumplieron con los criterios de inclusién
del estudio. En 390 muestras se reportaron los valores de Ct para el gen N que
oscilaron entre 15.01 y 44.5, con una mediana de 27.93. En cuanto al gen E, se
reportd en 335 muestras de 431, en las cuales se evidencié una mediana de
valores de Ct de 26.24 con intervalo minimo de 14.7 y maximo de 42.54. En 269
muestras de reportaron los valores de Ct del gen Rdr el intervalo minimo y maximo

oscil6 entre 16.23 y 44.58, con una mediana de 28.66 (cuadro 3).

Para simplificar, designamos aquellas muestras con valores de Ct <30 como carga
viral alta y muestras de carga viral baja con valores de Ct >30. La mayoria de
nuestros pacientes presentaron carga viral alta 66.2% en el gen N (258 de 390),
69.9% en el gen E (234 de 335) y 59.1% en el gen Rdr (159 de 269) (cuadro 3).

Cuadro 3. Valores del umbral de ciclos de amplificacion en la RT-PCR para
SARS-CoV-2 de los genes N, E y Rdr

Gen N Gen E Gen Rdr
N 390/431 335/431 269/431
Mediana (lIC) | 27.93 (24.01- 26.24 (22.77-30.99) | 28.66 (25.08-33.04)
32.24)
Intervalo 15.01-44.5 14.7-42.54 16.23-44.58
minimo
maximo
Ct<30 258 (66.2%) 234 (69.9%) 159 (59.1%)
n (%)
Ct >30 132 (33.9%) 101 (30.2%) 110 (40.9%)
n (%)
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Se realizé un analisis de los valores de Ct de acuerdo al tiempo de evolucion
desde el inicio de los sintomas al momento del diagnéstico y llegada la hospital ,
para cada uno de los genes. En la mitad de la cohorte (52.7% [227 de 431]) se
obtuvo la muestra de hisopado nasofaringeo entre el dia 8 y 14 de inicio del
padecimiento actual, en 141 pacientes (32.7%) se obtuvo después de el dia de
inicio de sintomas y en 63 pacientes (14.6%) entre el dia 1 y 7. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los valores de Ct de acuerdo al
tiempo de evolucion del padecimiento actual para ninguno de los genes (Cuadro
4).

Cuadro 4. Valor del Ct de acuerdo al tiempo de evolucion del padecimiento
actual para los genes N, E y Rdr.

Tiempo de Poblacion GenN GenE Gen Rdr
evolucion del | total n= 390 n= 335 n= 269
padecimiento | n =431
actual

n (%) Ct (mediana lIC)
1-7 dias 63 (14.6%) 27.8 (23.29 — 31.57) | 26.7 (22.4-31.9) | 29.9 (26.1-35)
8-14 dias 227 (52.7%) | 27.77 (24.28 — 31.13) | 26.3 (22.9-30.7) | 29.2 (25.2-33)
> 14 dias 141 (32.7%) | 29.22 (25.1 — 33.8) 26 (22.5-30.4) 27.8 (24.2-32.3)

p=0.0931 p= 0.6463 p=0.2470

Al estudiar la relacién entre los valores de umbral de ciclos de amplificacion por
estratificaciones de carga viral para los genes N, E y Rdr con los desenlaces de
ventilacion mecanica invasiva y mortalidad no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. De los 390 pacientes que contaban con datos del
gen N 258 presentaba carga viral alta (Ct < 30) y 170 (65.9%) requirieron
ventilacion mecanica invasiva, mientras que 132 tuvieron carga viral baja (Ct > 30)
y 89 (67.4) requirieron apoyo ventilatorio invasivo (p 0.762). Del mismo modo,
fallecié un cuarto tanto del grupo con carga viral alta como baja, 24.4% y 25%
respectivamente (p 0.900). Observamos un comportamiento similar en el gen E 'y
Rdr. En el gen E se presentd necesidad de apoyo ventilatorio invasivo en el 67.1%

(157 de 234) y fallecieron el 25.2% de los pacientes con carga viral alta, mientras
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gue en el grupo de pacientes con carga viral baja 64.4% (65 de 101) requirieron

ventilacion mecanica invasiva y 22.8% (23 de 101) fallecieron. De los 269

pacientes que contaban con datos del gen Rdr, 159 presentaba carga viral alta (Ct

< 30) y 112 (70.4%) requirieron ventilacion mecanica invasiva, mientras que 110

tuvieron carga viral baja (Ct > 30) y 72 (65.5) requirieron apoyo ventilatorio

invasivo (p 0.387). En este grupo fallecieron el 26.4% (42/159) de los pacienetes

con carga viral altay 24.5% (27/110) de los pacientes con carga viral baja (p
0.730) (cuadro 5).

Cuadro 5. Valores del umbral de ciclos de amplificacién en la RT-PCR de SARS-
CoV-2 para los genes N, E y Rdr en los casos con ventilacion mecanica y
mortalidad por estatus de carga viral alta y baja.

Carga viral alta (Ct < Carga viral alta (Ct
30) >30)
Gen N, n=390 Valor de p
Ventilacion 170/258 (65.9%) 89/132 (67.4%) 0.762
mecanica
invasiva
Defuncién 63/258 (24.4%) 33/132 (25%) 0.900
Gen E, n=335
Ventilacion 157/234 (67.1%) 65/101 (64.4%) 0.627
mecanica
invasiva
Defuncién 59/234 (25.2%) 23/101 (22.8%) 0.633
Gen Rdr, n=269
Ventilacion 112/159 (70.4%) 72/110 (65.5%) 0.387
mecanica
Defuncién 42/159 (26.4%) 27/110 (24.5%) 0.730

Asociacion entre el valor del umbral de ciclos (Ct) y variables clinicas y de

laboratorio.

En el andlisis univariado sobre la asociacion entre el valor del umbral de ciclos (Ct)

menor de 30 como variable dependiente y variables clinicas seleccionadas para

los genes N, E y Rdr del SARS-CoV-2, se encontré a la edad, particularmente
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mayor de 50 afios (OR 1.70 [1.01-2.84], p= 0.042) como factor de riesgo para
presentar carga viral alta en el gen Rdr, no asi en el resto de los genes. No se
evidenci6 asociacion estadisticamente significativa entre el sexo masculino o el
tabaquismo actual o pasado con el riesgo para carga viral elevada. Llama la
atencion que el estatus de vacunaciéon contra SARS-CoV-2 en nuestra cohorte
incrementa el riesgo para tener una carga viral aumentada tanto en el gen N (1.40
[0.84-2.34], p=0.196), como en el gen E (1.83 [0.99-3.37] 0.052) y Rdr (1.60 [0.86-
2.99], p= 0.136). Respecto a las comorbilidades no se encontré asociacion
estadisticamente significativa entre la obesidad y el tener una carga viral alta para
ninguno de los genes (gen N OR 1.24 [0.81-1.89], p 0.326, gen E OR 1.28 [0.80-
2.05], p= 0.302 y gen Rdr OR 1.29 [0.79-2.11], p=0.302). Tener diabetes se asocio
a un riesgo incrementado de presentar carga viral elevada en los genes N (OR
1.46 [0.93-2.28], p=0.100) y E ( OR 1.7 [1.00-2.81], p= 0.047), asi mismo el tener
antecedente de hipertension arterial sistémica se asocié a un incrementado de
presentar carga viral alta de hasta 2.4 veces (gen N OR 1.36 [0.87-2.11], p=0.178,
gen E OR 1.65[0.99-2.71], p= 0.051, gen Rdr OR 2.49 [1.47-4.22], p= 0.001). Otra
de las asociaciones estudiadas fue el tiempo desde el inicio del padecimiento
actual y la toma de hisopado nasofaringeo, en la que se encontré que el tener
menos de 14 dias desde el inicio de los sintomas a la toma del estudio aumenta la
probabilidad de tener un umbral de ciclos de amplificacion menor de 30 en todos
los genes de hasta 1.83 veces (gen N OR 1.54 [0.93-2.55], p=0.097, gen E OR
1.75[0.98-3.10], p= 0.055 y gen Rdr OR 1.83 [0.99-3.38], p=0.054) (cuadro 6).

Cuadro 6. Asociacion entre el valor del umbral de ciclos (Ct) menor de 30 como
variable dependiente y variables clinicas seleccionadas para los genes N, E y Rdr
del SARS-CoV-2.*

Variable Gen N, n=390 Gen E, n=335 Gen Rdr, n= 269
OR (IC 95%), valor | OR (IC 95%), valor | OR (IC 95%), valor
dep de p de p

Edad 0.99 (0.98-1.01), 1.00 (0.99-1.02), 1.02 (1.00-1.04),
p=0.715 p=0.274 p= 0.005

Edad mayor de 0.95 (0.61-1.48), 1.33 (0.81-2.17), 1.70 (1.01-2.84),

50 afos p=0.820 p= 0.259 p=0.042
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Sexo hombre 1.11 (0.71-1.75), 0.97 (0.59-1.59), 1.00 (0.60-1.68),
p=0.636 p=0.906 p=0.997
Tabaquismo 1.4 (0.84-2.34), 0.67 (0.39-1.16), 1.03 (0.57-1.87),
actual o pasado | p=0.79 p=0.151 p=0.925
Vacunacion 1.40 (0.84-2.34), 1.83 (0.99-3.37) 1.60 (0.86-2.99),
contra SARS- p=0.196 0.052 p=0.136
CoV
Obesidad (IMC 1.24 (0.81-1.89), 1.28 (0.80-2.05), 1.29 (0.79-2.11),
>30) 0.326 p=0.302 p=0.302
Diabetes 1.46 (0.93-2.28), 1.7 (1.00-2.81), 1.38 (0.83-2.30),
p=0.100 p=0.047 p=0.210
Hipertension 1.36 (0.87-2.11), 1.65 (0.99-2.71), 2.49 (1.47-4.22),
arterial sistémica | p=0.178 p=0.051 p=0.001
Tiempo del 1.54 (0.93-2.55), 1.75 (0.98-3.10), 1.83 (0.99-3.38),
padecimiento p=0.097 p=0.055 p=0.054
actual < 14 dias

*Regresion logistica

En el andlisis sobre la asociacion entre los desenlaces de requerimiento de apoyo
ventilatorio invasivo y mortalidad y el valor del umbral de ciclos (Ct) menor de 30
como variable independiente para los genes N, E y Rdr del SARS-CoV-2, en
nuestra cohorte no se encontrd asociacion estadisticamente significativa para
mortalidad ( gen N OR 0.97 [0.60-1.58], p=0.900, gen E OR 1.14 [0.66-1.98],
p=0.634 y gen Rdr OR 1.10 [0.63-1.93], p= 0.730), ni para ventilacion mecanica
invasiva ( gen N OR 0.93 [0.58-1.46], p=0.762, gen E OR 1.13 [0.69-1.84],
p=0.627 y gen Rdr OR 1.26 [0.75-2.12], p=0.388) (cuadro 7).

Al andlizar la asociacién entre marcadores de inflamacion y el valor del umbral de
ciclos (Ct) menor de 30 para los genes N, E y Rdr del SARS-CoV-2, se encontro
gue los pacientes con carga viral elevada en los genes N (OR 1.89 [1.19- 2.98],
p=0.007) y E (OR 1.8 [1.11-3.07], p= 0.018) presentan un mayor riesgo de tener
linfopenia en los laboratorios de ingreso, estadisticamente significativo. Del mismo
modo los pacientes con carga viral alta en el gen N presentaron menor riesgo de
tener niveles de deshidrogenasa lactica > 500 (OR 0.59 [0.38-0.93], p=0.024); los

pacientes con carga viral elevada en el gen E presentaron menor riesgo de tener
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niveles de proteina C reactiva mayor a 20 mg/dL (OR 0.60 [0.35-1.04], p=0.071) y
los pacientes con valores de Ct menor de 30 en el gen Rdr presentaron menor
riesgo de tener niveles elevados de ferritina (OR 0.63 [0.34-1.13], p= 0.121)

(cuadro 7).

Por otro lado no se encontré incremento del riesgo para presentar neutrofilia en los
pacientes con carga viral elevada en ninguno de los genes (gen N OR 0.95 [0.63-
1.45], p=0.828, gen E OR 1.04 [0.65-1.66], p=0.859 y gen Rdr OR 1.20 [0.74-1.95],
p=0.466). Asi mismo el tener carga viral alta no se asocio a mayor riesgo de
presentar niveles de glucosa > 150 mg/dL en los laboratorios de ingreso (gen N
OR 1.14 [0.74-1.76], p=0.540, gen E OR 1.35[0.83-2.18], p= 0.226 y gen Rdr OR
1.15 [0.70-1.88], p=0.579), ni hipoalbuminemia (gen N OR 0.81 [0.53-1.24], p=
0.330, gen E OR 0.90 [0.56-1.46], p=0.675 y gen Rdr OR 0.97 [0.58-1.63],
p=0.921) o valores de Dimero D elevados (gen N OR 0.80 [0.52-1.24], p=0.324,
gen E OR 0.88 [0.55-1.42], p=0.600 y gen Rdr OR 0.80 [0.48-1.32],

p= 0.376) (cuadro 7).

Cuadro 7. Asociacion entre marcadores de inflamacién y Ct menor de 30 como
variable independiente para los genes N, E y Rdr del SARS-CoV-2.

Variable Gen N, Gen E, Gen Rdr,

n =390 n=335 n =269

OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%)
Neutrofilos > 8500 | 0.95 (0.63-1.45), | 1.04 (0.65- 1.20 (0.74-1.95),
cels/mm? p=0.828 1.66), p=0.859 p=0.466

Linfocitos < 1000 1.89(1.19-2.98), |1.8(1.11-3.07), | 1.26 (0.73—2.18),

céls/mm? p=0.007 p=0.018 p=0.404

Glucosa > 150 1.14 (0.74-1.76), | 1.35 (0.83- 1.15 (0.70-1.88),
mg/dL p=0.540 2.18), p=0.226 | p=0.579
Deshidrogenasa 0.59 (0.38-0.93), | 0.7 (0.48-1.30), | 0.93 (0.55—1.56),
lactica > 500 p=0.024 p=0.352 p=0.773
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Albumina < 3 gr/dL | 0.81 (0.53-1.24), | 0.90 (0.56- 0.97 (0.58-1.63),
p=0.330 1.46), p=0.675 | p=0.921
Dimero D > 1000 | 0.80 (0.52-1.24), | 0.88 (0.55- 0.80 (0.48-1.32),
p=0.324 1.42), p=0.600 | p=0.376
Proteina C 0.76 (0.47-1.24), | 0.60 (0.35- 0.85 (0.48-1.49),
reactiva > 20 p=0.274 1.04), p=0.071 | p=0.569
mg/dL
Ferritina >1100 0.78 (0.47-1.28), |0.97 (0.54- 0.63 (0.34-1.13),
p=0.322 1.75), p=0.925 | p=0.121
Ventilacién 0.93 (0.58-1.46), | 1.13 (0.69- 1.26 (0.75-2.12),
mecanica p=0.762 1.84), p=0.627 | p=0.388
Defuncion 0.97 (0.60-1.58), | 1.14 (0.66- 1.10 (0.63-1.93),
p=0.900 1.98), p=0.634 | p=0.730
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Discusion

A nuestro conocimiento este es el primer estudio en nuestra poblacién sobre la

asociacion de los valores de umbral de ciclos de amplificacion de PCR para

SARS-CoV-2 con los desenlaces de ventilacion mecénica y mortalidad de

pacientes hospitalizados por COVID-19. Al estudiar la relacion entre los valores de

Cts por estratificaciones de carga viral para los genes N, E y Rdr con los

desenlaces de ventilacion mecénica invasiva y mortalidad no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas.

En la literatura previa los resultados de estudios publicados sobre estas
asociaciones son contradictorios, dado que en algunos estudios se ha encontrado
gue la carga viral alta se asocia a un incremento del riesgo de tener
presentaciones clinicas graves, requerimiento de ventilacion mecanica e incluso
aumento de la mortalidad 22:28:29.:30.31.34 Mientras que en algunos otros no se ha
logrado establecer asociacion entre la carga viral de SARS-CoV-2 con estos

desenlaces. 32:33.35.36,37

Probablemente no encontramos un incremento del riesgo de estos desenlaces
desfavorables debido a las caracteristicas peculiares de nuestra cohorte. Al ser un
hospital de tercer nivel de referencia para pacientes con patologia respiratoria
compleja, al convertirnos por completo en centro de referencia para COVID-19, no
fue la excepcion y la mayor parte de nuestros pacientes hospitalizados tuvieron
una presentacion clinica grave. Esto difiere del grueso de estudios publicados
anteriormente en los se incluyeron pacientes con todo tipo de presentaciones
clinicas, desde asintomaticos detectados en programas de cribado hasta
pacientes con sindrome de insuficiencia respiratoria aguda secundario a SARS-
CoV-2, cabe resaltar que en la mayoria de los estudios sélo una minoria de los
pacientes present6 un cuadro clinico grave con requerimiento de hospitalizacion;
En uno de los estudios que si encontraron asociacion entre la carga viral y el
requerimiento de ventilacion mecénica invasiva y mortalidad, de 201 pacientes

incluidos s6lo 11 presentaron una enfermedad critica, lo que corresponde al
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5.47%. %2 Ruper Waudby, et al. Reportaron una poblacién de estudio grande, sin
embargo la mayoria de los pacientes present6 un cuadro leve, solo el 15%
requirieron hospitalizacién. 3° Esta baja representacion de pacientes hospitalizados
0 graves también esta presente en los estudios que no encontraron asociacion
entre la carga viral y los desenlances, por ejemplo Saglik et, al reportaron en su

poblacién de estudio sélo 10% de pacientes graves. 336

Otra de las fortalezas mas importantes de nuestro estudio es que se tomaron en
cuenta para el andlisis los dias transcurridos desde el inicio de las manifestaciones
clinicas hasta la toma de la muestra de hisopado nasofaringeo. Actualmente
sabemos que hay varias consideraciones a tomar en cuenta al momento de
interpretar los valores de umbral de ciclos de amplificacion de una reaccion en
cadena de polimerasa (PCR-RT), siendo uno de los principales el sitio anatomico y
el momento de la enfermedad en que se recolecta la muestra.'° Una carga viral
maxima cerca del comienzo del periodo sintomatico y que va disminuyendo de
manera constante en los dias siguientes es consistente en la mayoria de los
estudios.?®?* Gran parte de los estudios que se han publicado sobre el tema hasta
la fecha no toman en cuenta en su analisis este dato, lo que conlleva a una
limitante importante en sus resultados debido a la heterogeneidad de dias de
evolucion con los que se presentan los pacientes a valoracion médica y por ende
su inclusion al estudio ciegos de este aspecto tan importante. Por otro lado, hay
estudios previos que si han tomado en cuenta este factor al momento de incluir a
los pacientes y analizar los datos, sin embargo presentan otras limitantes como
tamafo de muestra pequefia, y muy baja representacion de pacientes
hospitalizados.29:22:35.36

De igual forma esta es una de las principales debilidades del meta andlisis de
Vishal P Shah 3, este incluyé sélo 7 estudios, uno de ellos con muestra de estudio
grande que influyé en gran medida los resultados, ademas la heterogeneidad de
los estudios fue significativa. Otra limitante de este metaanalisis es que incluyeron
todo tipo de estudios hasta reportes de caso, solamente incluyeron literatura en

inglés y no se tomd en cuenta la literatura gris. Ademas algunos estudios fueron
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excluidos del metaandlisis y s6lo se hizo revisién sistematica de los mismos. Dado
gue la mayoria de los estudio incluidos no valoraron el tiempo de inicio de
sintomas a la toma de la muestra, no se pudo hacer un andlisis ajustado a este
dato. Con todo esto, ellos mismos reconocen que la certeza de sus resultados es

muy baja debido al riesgo de sesgo y la heterogeneidad.3!

Otra diferencia a destacar que pudo haber influido de manera importante en
nuestros resultados, es que muchos de estos estudios se publicaron al inicio de la
pandemia, punto en el que habia poca seroconversion, ain no exitian vacunas o
apenas se estaban empezando a aplicar, aunque también habia mas apego a las
medidas de proteccidn y asilamiento. Nuestra poblacion incluye pacientes desde el
inicio de la pandemia hasta inicios del 2022, a través de lo cual, el curso de la
pandemia cambié de manera significativa en varias ocasiones influenciada por la

introduccion de las vacunas, diversos medicamentos y variantes del virus.

Incluso con todo esto nuestra poblacion es similar a los estudios de cohorte
publicados anteriormente en que la mayoria de nuestros pacientes se encontraba
entre la quinta y séptima década de la vida, predominando el sexo masculino y
sinedo las comorbilidades mas prevalentes hipertension arterial sistémica,
obesidad y diabetes tipo 2.'# Sin embargo una diferencia importante con cohortes
previas es que pese a que la mayoria de nuestros pacientes presenté un cuadro
grave con requerimiento de ventilacion mecéanica invasiva la mortalidad global fue
baja (24.8%), lo cual probablemente en parte se explica también por la inclusion

de pacientes de todas las etapas de la pandemia.

Llama la atencion que encontramos un bajo porcentaje de antecedente de
vacunacion en nuestra poblacién, cerca del 20%, lo que curiosamente se asocio a
un mayor riesgo de presentar carga viral alta. Probablemente esto se deba a la
percepcion de seguridad o proteccién que adquieren las personas al vacunarse
con la consiguiente relajacion en las medidas de aislamiento y proteccion, sin

embargo no encontramos ningun estudio previo que describiera este fenémenao.
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Lo que si esta bien descrito es que, si bien es cierto, las vacunas han demostrado
de manera concluyente su beneficio en la reduccion de la enfermedad sintomatica
y grave, lo que se traduce en una reduccion de las hospitalizaciones y los ingresos
en la unidad de cuidados intensivos, estas no tienen impacto en la carga viral
inicial, la cual se ha demostrado es similar en los casos vacunados y no
vacunados, y ambos pueden transmitir la infeccion de manera eficiente. La
diferencia principal entre los casos vacunados y no vacunados, es la dinamica de
aclaramiento viral, ya que en los diferentes estudios es consistente que los
individuos vacunados presentan una eliminacion viral mas eficiente y rapida. Con
esta evidencia sustentamos la recomendacion de que el estado de vacunacién no
debe reemplazar las préacticas de mitigacion como el uso de cubrebocas, el
distanciamiento fisico y las investigaciones de rastreo de contactos, incluso dentro

de poblaciones altamente vacunadas. 383940

Las limitantes principales de este estudio es que incluye pacientes de diferentes
olas, por lo que se incluyen casos con diferentes variantes virales, asi como
pacientes pre y post introduccion de la vacuna, asi mismo durante la pandemia se
utilizaron diferentes medicamentos que fueron cambiando a medida que nuestro
conocimiento sobre la enfermedad avanzaba, pasando por hidroxicloroquina,
azitromicina, remdesivir, tocilizumab, entre otros y no se realizé un ajuste por
estos tratamiento recibidos, aunque cabe aclarar que fueron muy pocos pacientes
(<5%) que los recibieron. Otro aspecto importante es que si bien no es el
determinante principal de los Cts, el ensayo comercial de PCR utilizado es uno de
los aspectos que puede llegar a influir y a lo largo del tiempo de inclusion de los
pacientes a la cohorte se utilizaron diferentes ensayos de PCR, aunque todos
validados y estandarizados, sin embargo por esta cuestion no contamos con los
datos de todos valores de umbral de ciclo de amplificacién de PCR de todos los

genes en todos los pacientes.
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Esta investigacion es un parteaguas en el estudio de los Cts y su asociacion con
los desenlaces clinicos de los pacientes. Como perspectivas futuras,
consideramos que valdria la pena ahondar méas en su estudio, caracterizado su
comportamiento en los diferentes escenarios epidemiolégicos y de variantes
virales en las diversas olas, asi mismo evaluar su comportamiento en pacientes
vacunados y no vacunados en nuestra poblacion, para de esta forma tener mas
claridad respecto a su papel en las decisiones clinicas en cada una de estas

circunstancias.
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Conclusiones

En poblacion mexicana de pacientes con infeccién grave por SARS-CoV-2,
ajustando el tiempo de evolucion de los sintomas a la toma de muestra, los valores
del umbral de ciclos de amplificacion en la RT-PCR de SARS-CoV-2 para los genes
N, E y Rdr no se asocian a la necesidad de ventilacion mecanica invasiva ni

mortalidad.
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Tabla 1 Estudios asociacion Cts con ventilacién mecanica
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Afo | Revista Autor Disefio N Objetivo Resultados Tiempo Cts Comentarios
desde promedio
sintomas
Estudios con asociacion positiva
2022 | Virology | Peter Cohorte 320 Asociaciones clinicas Mayor carga Si Al inicio de Limitante:Muestras
Boan Retrospectiva | muestras | de carga viral de viral al inicio de los sintomas | se tomaron mas
de 201 SARS-CoV-2 los sintomas en la carga viral | tarde desde el
casos utilizando el los que media fue de | inicio de los
primer estandar fallecieron y en 4,34 sintomas en
internacional de la los que log* Ul/ml. aquellos que
OMS para el ARN del | requirieron requirieron
SARS-CoV-2. ventilacion Ensayo cobas | ventilacion
invasiva. SARS-CoV-2 | invasiva en
ORF 28,9 comparacion con
ciclos. los que no
requirieron.
2020 | IDSA Reed Cohorte 678 Anédlisis de cargas La carga viral Si Los valores
Magleby Retrospectiva | pacientes | virales de SARS-CoV- | alta se asoci6 de de Ct para el
2 al ingreso, forma locus ORF1
presentaciones clinicas | independiente oscilaron
y desenlaces en 2 con la entre 14,3y
hospitales afiliados de | mortalidad y la 36,4.
la ciudad de Nueva intubacion. El valor
York mediante un medio de Ct
ensayo de RT-PCR. fue de 27,9.
Estudios sin asociacién
2021 | The Anna Observacional, | 169 Asociacion de carga No hubo No No
American | Carrasquer | retrospectivo pacientes | viral inicial con diferencias en la especificados

58



Universidad Nacional Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias °'

Auténoma de México “Ismael Cosio Villegas” ———

E

o)

Society mortalidad hospitalaria | necesidad de
of en pacientes con ingreso
Tropical SARS- CoV-2. hospitalario,
Medicine ingreso en la
and unidad de
Hygiene cuidados

intensivos, ni la
necesidad de
ventilacion
mecanica.

En analisis
ajustado, no
asociacion con
mortalidad.




Universidad Nacional
Auténoma de México

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

“Ismael Cosio Villegas”

Tabla 2.- Estudios asociacion Cts con mortalidad.

Tabla 2 Estudios asociacion Cts con Mortalidad

Qo
e

NE

R

(RT-PCR) en pacientes
confirmados con
COVID-19y la
gravedad de la
enfermedad.

mayor duracion
de la estancia en
la UCI.

Los Cts no puede
predecir el

Afo | Revista Autor Disefio N Objetivo Resultados Tiempo | Cts promedio | Comentarios
desde
sintomas
Estudios con asociacion positiva
2021 | Microbiolo | Da Cohorte 100 Determinar la relacion | Cts iniciales Si No especificados | Analizo las
ay Young retrospectiva pacie | entre la cinética viral y | significativamente diferencias
spectrum Kima ntes la gravedad de la menores en el entre pacientes
enfermedad en la grupo de no asintomaticos,
infeccion por SARS- sobrevivientes. sintomaticos y
COV-2. no
sobrevivientes.
2021 | ERJ Rupert Cohorte 1337 | Asociacion entre el Un valor de Ct No 28.7 Los valores de
Waudby- | Comunitaria partic | umbral del ciclo inicial bajo se Ctse
West ipante | SARS-CoV-2vyla asocié con un estratificaron
S mortalidad en una mayor riesgo de en alto (> 30),
cohorte comunitaria. mortalidad en moderado (20-
comparacion con 30) y bajo (y
un valor de Ct se construyo
inicial alto. un modelo
ajustando los
factores
clinicos.
2021 | Indian Rajyalak | Estudio 192 Estudiar la correlacion | El valor bajo de No Los Cts de los no
Journal of | shmi B observacional | pacie | entre el umbral del CT se asocia con supervivientes
Critical retrospectivo ntes ciclo (CT) de la prueba | un mayor ingreso fue de 23,43. Los
Care unicéntrico. de reaccidon en cadena | en la UCI, una cts de los
Medicine de la polimerasa con alta mortalidad, supervivientes
transcripcion inversa shock y una fue de 25,93.
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El objetivo primario requerimiento de
fue la mortalidad a los | ventilacion
28 dias. invasiva
2022 | Virology Peter Cohorte 320 Asociaciones clinicas Mayor carga viral | Si Al inicio de los Limitante:Mue
Boan Retrospectiva | muest | de carga viral de al inicio de los sintomas la carga | stras
ras de | SARS-CoV-2 sintomas en viral media fue se tomaron
201 utilizando el los que fallecieron de 4,34 mas tarde
casos | primer estandar y en los que log*® Ul/ml. desde el inicio
internacional de la requirieron de los
OMS para el ARN del | ventilacion Ensayo cobas sintomas en
SARS-CoV-2. invasiva. SARS-CoV-2 aquellos que
ORF 28,9 ciclos. | requirieron
ventilacion
invasiva en
comparacion
con los que no
requirieron.

2020 | IDSA Reed Cohorte 678 Andlisis de cargas La carga viral alta | Si Los valores de Ct

Magleby | Retrospectiva | pacie | virales de SARS-CoV- | se asoci6 de para el locus

ntes 2 al ingreso, forma ORF1 oscilaron

presentaciones clinicas | independiente con entre 14,3y 36,4.
y desenlaces en 2 la mortalidad y la El valor medio
hospitales afiliados de | intubacion. de Ct fue de
la ciudad de Nueva 27,9.
York mediante un
ensayo de RT-PCR.

2021 | Open Vishal P | Revision 18 Asociacion entre los Los pacientes Revisién
Forum Shah sistematica y estudi | valoresde CTyla hospitalizados con sistematica y
Infectious meta-analisis | 0s hospitalizacién, la valores de Cts meta-analisis
Diseases gravedad de la bajos presentan

enfermedad y la una enfermedad
mortalidad en pacientes | mas grave en
>18 afios con SARS- comparacion con
CoV-2. los pacientes con
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valores de CT
>30.

Los pacientes
hospitalizados con
valores de CT de
25-30en
comparacion con
>30 también
tenian un mayor
riesgo de
mortalidad.

Estud

i0s sin asociacion

2021

Journal of
medical
virology

Jose F.
Camargo

Cohorte
retrospectiva

23
pacie
ntes
49
muest
ras

Asociacion entre el
valor del umbral del
ciclo (Ct) del SARS-
CoV-2 y los resultados
clinicos en pacientes
con COVID-19.

No se encontré
correlacién entre
los valores de Ct
para ninguno de
estos genes diana
y los
requerimientos
de oxigeno. No se
encontraron
diferencias en los
valores iniciales
ni nadir entre los
sobrevivientes y
los no
sobrevivientes o
la enfermedad
leve/moderada
versus
grave/critica.

No

No especificados

2021

Acad
Emerg
Med.

Pierrick
Le
Borgne
MD

Cohorte
retrospectiva

287
pacie
ntes

Investigar la carga viral
en un hisopo
nasofaringeo al
presentarse en el
servicio de urgencias
como un pardmetro de

Al comparar
sobrevivientes y
no sobrevivientes,
esta medida de
carga viral no
difiri6 segun los

No

No especificado
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gravedad y progresion | subgrupos (p =
de la enfermedad de la | 0,332). Ademas,
infeccion por SARS- no predijo la
CoV-2. mortalidad

hospitalaria ni la
gravedad de la

enfermedad.
2020 | The Kimon Cohorte 205 Investigar asociaciones | No se observo No especificado | Se calculo
american V. retrospectiva pacie | entre CV y parametros, | asociacién carga viral a
Journal of | Argyrop ntes como la gravedad de significativa entre partir de los
Pathology | oulos los sintomas, CV, ingreso a Cts, utilizando
disposicion (ingreso unidad de los controles
versus alta directa), cuidados positivos
duracion de la intensivos, proporcionado
hospitalizacion, ingreso | duracion del s por los CDC,
a la unidad de cuidados | soporte de gue estan
intensivos unidad de oxigenoy la normalizados a
cuidados, duracion del | supervivencia 1000
soporte de oxigenoy global. copias/mL.
supervivencia general.
2022 | J Infect Imran Cohorte 214 Investigar la asociacion | No se detecto 28.2 Sélo el 10% de
Dev Ctries | Saglik retrospective pacie | de SARS-CoV-2 carga | asociacion entre los casos era
ntes viral con gravedad de los valores de Ct grave.

la enfermedad y
biomarcadores séricos
en pacientes con
COVID-19.

de ingreso y
gravedad de la
enfermedad. La
mortalidad no
difirid
significativamente
en pacientes con
valores de Ct
bajos (£25)y
altos (> 25).
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Tabla 3 Estudios asociacion Cts con Gravedad

enfermedad y la
mortalidad en
pacientes >18 afos
con SARS-CoV-2.

una enfermedad
mas grave en
comparacion con
los pacientes con
valores de CT
>30.

Los pacientes
hospitalizados

Afo | Revista Autor Disefio N Objetivo Resultados Tiempo Cts Comentarios
desde promedio
sintomas

Estudios con asociacion positiva

2021 | Indian Rajyalakshmi | Estudio 192 Estudiar la El valor bajo de No Los Cts de los
Journal of | B observacional | pacientes | correlacion entre el CT se asocia con no
Critical retrospectivo umbral del ciclo (CT) | un mayor ingreso supervivientes
Care unicéntrico. de la prueba de en la UCI, una fue de 23,43.

Medicine reaccion en cadena alta mortalidad, Los cts de los
de la polimerasa con | shock y una supervivientes
transcripcion inversa | mayor duracion fue de 25,93.
(RT-PCR) en de la estancia en
pacientes la UCI.
confirmados con Los Cts no puede
COVID-19yla predecir el
gravedad de la requerimiento de
enfermedad. ventilacion
El objetivo primario | invasiva
fue la mortalidad a
los 28 dias.

2021 | Open Vishal P Shah | Revisién 18 Asociacion entre los Los pacientes Revisién
Forum sistematicay | estudios | valoresde CTy la hospitalizados sistematica y
Infectious meta-analisis hospitalizacién, la con valores de Cts meta-analisis
Diseases gravedad de la bajos presentan
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con valores de CT
de 25-30 en
comparacion con
>30 también
tenian un mayor
riesgo de
mortalidad.

Estudios sin asociacion

2021

Journal of
medical
virology

Jose F.
Camargo

Cohorte
retrospectiva

23
pacientes
49
muestras

Asociacion entre el
valor del umbral del
ciclo (Ct) del SARS-
CoV-2ylos
resultados clinicos en
pacientes con
COVID-19.

No se encontrd
correlacion entre
los valores de Ct
para ninguno de
estos genes diana
y los
requerimientos
de oxigeno. No se
encontraron
diferencias en los
valores iniciales
ni nadir entre los
sobrevivientes y
los no
sobrevivientes o
la enfermedad
leve/moderada
Versus
grave/critica.

No

No
especificados

2021

Acad
Emerg
Med.

Pierrick Le
Borgne MD

Cohorte
retrospectiva

287
pacientes

Investigar la carga
viral en un hisopo
nasofaringeo al
presentarse en el
servicio de urgencias
como un paradmetro
de gravedad y
progresion de la
enfermedad de la

Al comparar
sobrevivientes y
no sobrevivientes,
esta medida de
carga viral no
difiri6 segun los
subgrupos (p =
0,332). Ademas,
no predijo la
mortalidad

No

No
especificado
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infeccion por SARS- | hospitalaria ni la

CoV-2. gravedad de la
enfermedad.

2020 | The Kimon V. Cohorte 205 Investigar No se observd Si No Se calcul6 carga
american | Argyropoulos | retrospectiva | pacientes | asociaciones entre asociacion especificado viral a partir de
Journal of CV y parametros, significativa entre los Cts,
Pathology como la gravedad de | CV, ingreso a utilizando los

los sintomas, unidad de controles
disposicion (ingreso | cuidados positivos
versus alta directa), intensivos, proporcionados
duracion de la duracion del por los CDC,
hospitalizacion, soporte de que estan
ingreso a la unidad oxigenoy la normalizados a
de cuidados supervivencia 1000
intensivos unidad de | global. copias/mL.

cuidados, duracién
del soporte de

oxigenoy
supervivencia
general.
2022 | J Infect Imran Saglik | Cohorte 214 Investigar la No se detecto Si 28.2 Sélo el 10% de
Dev Ctries retrospectiva | pacientes | asociacion de SARS- | asociacion entre los casos era
CoV-2 carga viral los valores de Ct grave.
con gravedad de la de ingreso y
enfermedad y gravedad de la
biomarcadores enfermedad. La
séricos en pacientes mortalidad no
con COVID-19. difirid

significativamente
en pacientes con
valores de Ct
bajos (£25)y
altos (> 25).

66



	Portada
	Índice
	Resumen
	Antecedentes
	Planteamiento del Problema
	Justificación
	Pregunta de Investigación
	Objetivo
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexos

