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REF: Entrega segundo informe técnico frimestral del proyecto BPIN 2020000100145 como
aliado de Ia Secretaria de Salud Departamental del Hulla.

Cordial Saludo,

Con la presente comunicacion, hago entrega del segundo Informe Técnico Tl:lmastral
presentado por el Laboratorio de Infeccidn e Inmunidad de la Universidad Surcolombiana del
proyecto "FORTALECIMIENTO DE LAS CAPACIDADES INSTALADAS DE CIENCIA Y
TECNOLOGIA DE LA GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
PARA ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO
RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA", BPIN
2020000100145, financiado por el SGR. Este va acompafiado de todos los anexos
comespondientes listados a través del texto como soportes. Este informe también se hara llegar
a la Dra. Maria Clemencia Charry en calidad de coordinadora del Laboratorio de Salud Publica
Departamental y al Dr. Sergio Trujillo, en calidad de director del Sistema General de Regalias
del Departamento. De notar, este informe ya fue revisado y avalado por la Vicemectoria de
Investigacién y Proyeccion Social de la Universidad Surcolombiana y reposa en sus archivos.

Es altamenta recomendable que se unan con los resultados cientificos y técnicos obtenidos por
la Secretaria de Salud Departamental y se haga llegar desde la entidad ejecutora al Ministerio

de Ciencia.
Cualquier soporte o inquietud, que pueda ofrecer o resolver, no dude en contactarme.

Ca *
Jefe Division de Inmunoldgia
Departamento de Pediatria y Basicas

Facultad de Salud
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1 message

Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co> Mon, Mar 1, 2021 at 3:08 PM
To: Maria Clemencia Charry <clemencia_charry@yahoo.es>, LABORATORIO DE SALUD PUBLICA <laboratoriohuila41@hotmail.com>,
cealpo63@hotmail.com

Cc: vicerrectoria de investigaciones y proyeccion social - usco <viceinvestigaciones@usco.edu.co>, Jhonatan Ruiz
<jhonatan.ruiz93@gmail.com>, jhonatan ruiz <jhonatan.ruiz@usco.edu.co>

Estimado Dr. Polania y Dra. Rojas,

Con la presente comunicacioén, hago entrega del segundo Informe Técnico Trimestral presentado por el Laboratorio de Infeccion e
Inmunidad de la Universidad Surcolombiana del proyecto titulado "FORTALECIMIENTO DE LAS CAPACIDADES INSTALADAS DE
CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA PARA ATENDER
PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL
DEPARTAMENTO DEL HUILA", BPIN 2020000100145, financiado por el SGR. Este va acompafado de todos los anexos
correspondientes listados a través del texto como soportes a la informacion brindada. El informe también se hizo llegar al Dr. Sergio
Trijillo en calidad de Director del SGR Departamental. De notar, este informe ya fue revisado y avalado por la Vicerrectoria de
Investigacion y Proyeccion Social de la Universidad Surcolombiana (quien recibe copia de este correo) y reposa en sus archivos.
Este informe también se radicara en fisico ante sus despachos.

Es altamente recomendable que se unan con los resultados cientificos y técnicos obtenidos por la Secretaria de Salud
Departamental del Huila y se haga llegar desde la entidad ejecutora al Ministerio de Ciencia como ente que ejerce la secretaria
técnica de la presente convocatoria. El informe debe reposar completo en los registros del Ministerio de Ciencia como un
compromiso importante de la propuesta.

Cualquier soporte o inquietud que pueda ofrecer o resolver, respectivamente, no duden en contactarme.
Muchas gracias por su soporte continuo.

Atentamente,

Carlos F. Narvaez MD., Ph.D.

Jefe Division de Inmunologia
Departamento de Pediatria y Basicas
Facultad de Salud
cfnarvaez@usco.edu.co
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Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co> Mon, Mar 1, 2021 at 3:21 PM
To: Sergioandrestrujilloperdomo@gmail.com, Sgrdepartamental@gmail.com

Estimado Sergio,

Con la presente comunicacion, hago entrega del segundo Informe Técnico Trimestral presentado por la Universidad Surcolombiana
del proyecto titulado "FORTALECIMIENTO DE LAS CAPACIDADES INSTALADAS DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA
GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA PARA ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON
AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA", BPIN
2020000100145, financiado por el SGR. Este va acompafiado de todos los anexos correspondientes listados a través del texto
como soportes a la informacion brindada. El informe también se hizo llegar al Dr. Cesar Polania en calidad de Secretario de Salud
Departamental y la Dra. Maria Clemencia Rojas, como coordinadora del Laboratorio de Salud Publica. De notar, este informe ya fue
revisado y avalado por la Vicerrectoria de Investigacion y Proyeccion Social de la Universidad Surcolombiana y reposa en sus
archivos. Este informe también se radicara en fisico ante su despacho.

Es altamente recomendable que se haga llegar desde la entidad ejecutora al Ministerio de Ciencia como ente que ejerce la
secretaria técnica de la presente convocatoria.

Cualquier soporte o inquietud que pueda ofrecer o resolver, respectivamente, no dude en contactarme.
Muchas gracias por su soporte continuo.

Carlos F. Narvaez MD., Ph.D.

Jefe Division de Inmunologia

Departamento de Pediatria y Basicas
Facultad de Salud
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Meiva, 01 de marzo de 2021

DE: ALEXANDER QUINTERO BONILLA
Vicerrector de Investigacion y Proyeccion Social
Universidad Surcolombiana

PARA: CARLOS FERNANDO NARVAEZ ROJAS
Jefe Division de Inmunologia
Cepartamento de Pediatria v Basicas
Facultad Salud
Universidad Surcolombiana

Asunto: Visto bueno informe técnice trimestral proyecto Laboratorio.

De manera amable se remiten con visto bueno el segundo informe técnico
timestral comrespondiente al Proyecto titulado “FORTALECIMIENTO DE
CAPACIDADES INSTALADAS EN CIENCIA ¥ TECNOLOGIA DE LA
GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA PARA
ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE
ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL
HUILA®, para que sea radicado ante la Secretaria de Salud Departamental como
entidad ejecutora del proyecto.

Agradecemos la atencidén prestada.

NDER QUINTERO BONILLA
ﬂcﬂrrﬂctnr de Investigaciones y Proyeccidn Social

Wiy Mawahriacian
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SEGUNDO INFORME TECNICO TRIMESTRAL PRESENTADO POR LA
UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA DEL PROYECTO FINANCIADO POR EL
SISTEMA GENERAL DE REGALIAS TITULADO “FORTALECIMIENTO DE
CAPACIDADES INSTALADAS DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA
GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA PARA
ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE
ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL
HUILA”, BPIN 2020000100145

Carlos Fernando Narvaez MD., Ph.D.
Laboratorio de Infeccién e Inmunidad
Division de Inmunologia
Facultad de Salud
Universidad Surcolombiana

Neiva

05 de febrero de 2021
Neiva — Huila

Colombia
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1. INTRODUCCION

Las infecciones por virus emergentes y reemergentes constituyen un serio problema
para la salud humana. De hecho, la infeccién por SARS-CoV-2 es el mas grande
reto a la salud que ha enfrentado la humanidad en siglos. El Huila no ha sido la
excepcion a esta situacion. ElI Departamento al momento de la realizacién del
presente segundo informe trimestral (05 de febrero del 2021) sufre el segundo pico
epidémico de casos de COVID-19, con un impacto que superd al primero en cuanto
al numero de infecciones y casos fatales (SSDH. Boletin Epidemiologico. Enero 31
del 2021).

Antes de la llegada de la pandemia de COVID-19 a Colombia (marzo de 2020), las
infecciones regionales debidas a virus transmitidos por mosquitos, como el Dengue
virus (DENV) y Zika virus (ZIKV), atraian gran atencion de los sistemas de salud
locales. De hecho, durante la ultima década el departamento del Huila ha sufrido 3
de las mas grandes epidemias de dengue nunca antes registradas y durante este
tiempo, el departamento siempre ha estado entre los primeros lugares que reportan

numero de casos totales y casos graves de dengue a nivel nacional.

Pensando en la situacion que imponen las anteriores infecciones virales al
Departamento, la Gobernacion del Huila en alianza con la Universidad
Surcolombiana presentaron el proyecto titulado "FORTALECIMIENTO DE LAS
CAPACIDADES INSTALADAS DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LA
GOBERNACION DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA PARA
ATENDER PROBLEMATICAS ASOCIADAS CON AGENTES BIOLOGICOS DE
ALTO RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA"
cédigo BPIN 2020000100145, propuesta que se viene ejecutando desde el mes de
agosto del 2020.

P Sede Administratva F Cra, SNo, 23-40 Q PBX: 875 3666
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EI pfééénte informe trimestral corresponde al segundo presentado por la
Universidad Surcolombiana como entidad aliada de la Secretaria de Salud
Departamental del Huila (SSDH) y describe y soporta las actividades y avances
realizados por la Divisién de Inmunologia — Laboratorio de Infeccién e Inmunidad
(I&! Lab) de la Facultad de Salud en el marco de dicha propuesta. Los resultados
mostrados cubren una periodicidad que va desde el 11 de noviembre de 2020 hasta
el 05 de febrero de 2021.

Para presentar el informe, se tomaron como base una a una las actividades y los
objetivos descritos en el documento técnico y la MGA de la propuesta finalmente
aprobadas, usando un orden comparable al encontrado en los dos textos anteriores

para su mejor entendimiento.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general de la propuesta
Mejorar las capacidades en CTel del departamento del Huila para atender
problematicas asociadas con agentes bioldgicos de alto riesgo para la salud
humana.

2.2 Objetivos especificos de propuesta

Objetivo especifico 1 (OE1): Prestar servicios cientificos y tecnolégicos para atender

problematicas asociadas con agentes bioldgicos de alto riesgo para la salud

humana en el departamento del Huila.

Objetivo especifico 2 (OE2): Fortalecer la infraestructura para el desarrollo de

investigacion para atender problematicas asociadas con agentes bioldgicos de alto

riesgo para la salud humana del departamento del Huila.

25
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3. ACTIVIDADES PLANEADAS EN EL PROYECTO ASOCIADOS CON EL
CUMPLIMIENTO DE LOS OBJETIVOS

3.1 Gestionar la compra e instalacion de equipos.

Todos los equipos planeados en el proyecto fueron adquiridos (Ver ejemplo como
Anexo 1). Posterior a esto, el personal adscrito a la propuesta recibié capacitacion
certificada en el uso y manejo de los dispositivos especializados, realizado por los
especialistas técnicos de la empresa proveedora (Ver Anexo 2). Actualmente,

dichos equipos estan en uso y en pleno funcionamiento en el I&l Lab.
3.2 Adquirir insumos de laboratorio.

De los reactivos e insumos necesarios para cumplir los compromisos de la
propuesta, los que recibieron prioridad por la situacion actual fueron los utilizados
para la deteccion de SARS-CoV-2 por métodos moleculares, ademas de los
elementos de proteccidn personal necesarios para la realizacion de los ensayos con
este patdégeno. Un listado de los elementos, insumos y reactivos recibidos por el 1&l

Lab a la fecha, se muestra a continuacion:

Tabla 1. Elementos de proteccién personal recibidos por el 1&I Lab.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO CANTIDAD
Bata desechable con puiio CH 1,000 Batas
Monogafas de Seguridad 12 Unidades

Traje con polainas integradas como parte del traje | 65 Unidades

Mascarillas N95 con certificaciéon NIOSH 400 Unidades
Tapaboca Quirurgico con registro INVIMA 20 Cajas
Gorros desechables tipo Oruga 1000 Unidades
Polainas desechables quirdrgicas 500 Unidades

? 5
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Guantes de Nitrilo Talla S 20 Cajas
Guantes de Nitriolo Talla M 20 Cajas

Gel Antibacterial (Alcohol etilico al 65% o superior) | 6 Garrafas 4000 mL

Protector Facial (Protector de Pantalla) 10 Unidades

Etanol Absoluto 2 Litros

KIT-VIASURE rt-PCR SARS CoV 2 9 cajas

Kit MagMax Para 2,000 extracciones

La Tabla 2 lista los reactivos para la realizacién del protocolo Berlin-Charité para
deteccion del genoma del SARS-CoV-2 por RT-qPCR entregados por la SSDH:

Tabla 2. Reactivos entregados al 1&l Lab para la deteccion de SARS-COV-2.

ITEM/CANTIDAD DE VIALES | CONCENTRACION VOLUMEN  CONCENTRACION
ACTUAL ACTUAL INDICADA PARA
| PROTOCOLO DE
| CHARITE, BERLIN.
| SONDA RNasaP {6 TUBOS) 1100 um 20ud [ 10um !
Primer R-RNasaP {11 TUBCS) 110 oM ' 2000 10 u
Primer FRNasaP (11 TUBOS) 10 uM == 200 ul 10 uh'
Senda genF (2 ubos) 1100 um 100 T 10um a
Primer R-genE {2tubos) | 1000 uM [0 ul [10eM
Primer F-genE (2 tubas) 11000 uM [10 w 10 uM -

Adicionalmente a la fecha se han recibido, 3 estuches comerciales de Superscript™
[l Platinum™ One-Step qRT-PCR System (Invitrogen, ref: 11732-088, Carlsbad, CA
92008).

En la seccién de pruebas moleculares para SARS-CoV-2 (seccion 3.6) se ofrecera
un detallado informe que explica en qué se han usado los reactivos de COVID-19
entregados por la Secretaria de Salud Departamental del Huila (SSDH) hasta el

momento de presentacion del informe.
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.‘F"c;r dtfé lado, no se han recibido aln reactivos para avanzar en la validacién de

pruebas moleculares y serologicas de Flavivirus, aunque el listado de reactivos y

cotizaciones se enviaron meses atras.

Desde el I1&l Lab, se han realizado grandes esfuerzos para proporcionar elementos
necesarios para suplir algunas necesidades y poder avanzar en el logro de
objetivos. Asi, el Laboratorio adscrito a la Facultad de Salud ha proveido insumos
como puntas de pipetas con filtro para los ensayos de biologia molecular, alcohol al
70%, material de plastico y otros. La urgente necesidad de recibir los reactivos
destinado a la validacion de los métodos seroldgicos y moleculares para Flavivirus,

sera informada en la proxima mesa técnica del proyecto.

Sin embargo, el 1&l Lab ha buscado alternativas para avanzar en la obtencion de
los resultados. Es asi, como con algunos insumos y reactivos disponible a través de
colaboraciones con otros investigadores y recursos propios como por ejemplo
algunas proteinas recombinantes y anticuerpos monoclonales necesarios para los
inmunoensayos ligados a enzima (ELISA) y ensayos iniciales de deteccién de DENV
por RT-PCR de punto final, se han obtenido significativos resultados que son

mostrados en las respectivas secciones (3.8 y 3.9).
3.3 Adelantar obras de adecuacion de espacios.

A la fecha de entrega del presente informe, las obras de adecuacion del espacio no
han iniciado. Se tiene informacioén proveniente de la SSDH que las obras iniciaran
proximamente. Como se vera durante el transcurso del presente informe, el retraso
en las obras de adecuacion de espacio no ha sido un obstaculo para el avance del
proyecto, porque como registrado en el primer informe, la Universidad ha buscado
soluciones alternativas temporales como la puesta en funcionamiento (con recursos
propios) de un espacioé que fue revisado y recibié aprobacion de cumplimiento de
estandares de calidad para funcionar como espacio de recepcion y desembalaje de

muestras respiratorias de pacientes sospechosos de COVID-19, lo que ha permitido
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.‘ezl --curhtbili'miento del principal objetivo del proyecto que es el apoyo a la SSDH en el
diagnéstico de los casos de infeccion por SARS-COV-2 en el Huila, en especial
durante el rebrote que se presenta en el departamento durante la realizacion del

presente informe.
3.4 Realizar mantenimiento y calibracién de equipos de laboratorio.

El mantenimiento de todos los equipos planeados ha sido realizado. Todos los

equipos con mantenimiento reciente estan actualmente en uso y operativos.
3.5 Realizar entrenamiento especializado de talento humano.

Al inicio del segundo trimestre de ejecucion de la propuesta se enviaron dos
profesionales en Bacteriologia a recibir el curso tedrico-practico titulado “CURSO

DE BIOSEGURIDAD Y DIAGNOSTICO MOLECULAR DE SARS-CoV-2/COVID-
19”, realizado en el Instituto de Virologia de la Universidad El Bosque, una institucion
con amplio reconocimiento en la identificacion y estudio de enfermedades virales en
Colombia y uno de los primeros Laboratorios avalados por el Instituto Nacional de
Salud (INS) de Colombia para el apoyo diagndstico molecular de SARS-CoV-2
tempranamente durante la pandemia. Este curso incluyd, ademas, practicas
demostrativas para la identificacion de inmunoglobulinas de isotipo IgM e 1gG
especificas contra DENV en circulacion. El certificado de aprobacion del curso por
parte del personal vinculado a la propuesta emitido por la Institucion respectiva es

mostrado como Anexo 3.
3.6 Detectar SARS-CoV-2 por métodos moleculares.

Este es uno de los objetivos principales de la propuesta. El 19 de noviembre de
2020, el I1&l Lab recibié la visita de verificacién de estandares de calidad por parte
de la SSDH. Tras la visita de verificacion, el Laboratorio recibié una calificacion de

94/100 puntos, demostrando los avances que tuvo durante los primeros meses de

? 5
¥ Sede Administratva / Cra, SNo, 23-40 Q PBX: 875 3686
® www.usco edu.co / Neiva - Huila Q Lines Gratuta Nacional: 0'8000 968727

Je Cortral / Av. Pastrans Borrero - Cra. 1 © PBX: 875 4753 9 gggo



3 ACREDITADA DE
LSJ SURCOLOMBIANA ALTA CALIDAD
.‘p:répértél;c'ién en cuanto a la implementacion de un sistema de gestion de la calidad
y el cumplimiento de estandares de calidad de Laboratorio. El formato respectivo
producto de la visita diligenciado por la SSDH es mostrado como Anexo 4. Este
documento fue enviado al Instituto Nacional de Salud (INS) de Colombia para su
respectivo analisis. Posteriormente, se procedio a validar métodos moleculares para
la deteccion de SARS-CoV-2 por reaccion en cadena de la polimerasa
retrotranscrita en tiempo real (RT-gPCR). Como planeado en el documento original,
la deteccion de SARS-CoV-2 por RT-gPCR se implementaria usando el protocolo
Berlin-Charité que es el método “in-house” mas reconocido y seguro, usado por la
mayoria de Laboratorios que realizan ayuda diagnodstica en COVID-19 (INS.
Pruebas para la deteccion molecular de SARS-CoV-2 por RT-PCR usadas en
Colombia. 2020). Para realizar todas las actividades y garantizar el cumplimiento de
los objetivos propuestos, el responsable del proyecto por parte de la Universidad
Surcolombiana aplaz6é por segunda vez durante la ejecucion, el periodo de
vacaciones entre diciembre 2020 - enero 2021. La resolucion de aprobacién del
aplazamiento es mostrada como Anexo 5. También, con fondos propios de la
Universidad Surcolombiana y por solicitud del Investigador, se financié la
vinculacion de una profesional en Bacteriologia con asignacion de funciones propias
del proyecto, como apoyo a la validacion de detecciéon molecular y diagnostico de
SARS-CoV-2 en la poblacién del Huila. El contrato de prestacion de servicios es
mostrado como Anexo 6. Lo anterior soporta el nivel de compromiso que tiene la
Coordinacion del 1&l Lab y la Universidad con la presente propuesta y constituye

una contrapartida extra en efectivo aportada por la Universidad.

3.6.1. Validacion secundaria de detecciéon del genoma del SARS-CoV-2

en especimenes clinicos usando el protocolo Berlin-Charité.

Para la validacion del protocolo, se solicitaron especimenes clinicos previamente
caracterizados a la SSDH. La SSDH entreg6 para la realizacion de la verificacion
30 muestras. La realizaciéon de la verificacidn se realizd usando extraccion

automatizada de RNA, sumado a la amplificacién de 2 genes: gen viral E (Envoltura)
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y el gen celular humano RNP (Ribonucleoproteina). La amplificacién del gen
humano garantiza la adecuada calidad de la muestra suministrada, ademas, de la
eficiencia del proceso de extraccién del RNA en cada uno de los especimenes. Para
la identificacion de los dos genes se nos proveyd con sondas marcadas con el
mismo fluorocromo (FAM [Carboxifluoresceinal), asi que el numero de especimenes
que se pueden analizar diariamente es la mitad del potencial total. Después de la
realizacion de la extraccion, se aplico el protocolo Berlin-Charité recibido desde la
SSDH. La comparacién de los resultados enviados desde el &l Lab al Laboratorio
de Salud Publica del Huila (LSPH) de la SSDH son mostrados en la Figura 1.
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Figura 1. Reporte de concordancia entre los resultados obtenidos en los dos Laboratorios, emitido
por la SSDH. Treinta especimenes clinicos desconocidos fueron enviados desde la SSDH al I1&l Lab
para ser analizados en ciego. Los resultados obtenidos en cada laboratorio, ademas de los codigos
respectivos y el resultado final de cada paciente son mostrados en las columnas.

Con los resultados obtenidos en los dos Laboratorios se construy6 la siguiente Tabla

de contingencia:

Tabla 3. Tabla de 2x2 que resume los resultados de RT-qPCR aplicando el
protocolo Berlin-Charité por los dos laboratorios en las mismas muestras clinicas.

SSDH
Positivo | Negativo | Total
Positivo 16 2 18
&I Lab
Negativo 0 12 12
Total 16 14 30

Usando los datos mostrados en la Tabla 3, se pueden obtener las siguientes
conclusiones sobre el desempeno del protocolo Berlin-Charité cuando fue aplicada
en el &l Lab (Ochoa C, Orejas G. an Esp Pediatr. 1999):

- Validez de la prueba: 93%
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" Sensibilidad de la prueba: 100%
- Especificidad: 85%
- Valor predictivo positivo (VPP): 0.89%
- Valor predictivo negativo (VPN): 100%
- Concordancia: 93.3%
- Indice de concordancia ajustada Kappa: 0.86 error estandar 0.09 (IC 0.95
[0.68-1]) (http://vassarstats.net/).

Para la realizacion de la verificacion y el calculo de los resultados presentados se
usaron las recomendaciones emitidas para tal fin por el INS (INS. Protocolo de
verificacion — validacion secundaria — para pruebas moleculares de PCR en tiempo
real para la deteccion de SARS-CoV-2. 2020). Todo el procedimiento realizado y los
resultados obtenidos fueron registrado en un informe de verificacion que fue enviado
a la SSDH y de alli, al INS. El informe completo de verificacion es mostrado como

anexo 7, que contiene también un analisis estadistico mas detallado.

3.6.2. Validacion secundaria del estuche comercial VIASURE®
CERTEST para deteccion de SARS-CoV-2 por RT-qPCR.

Como también planeado en la propuesta original, se evaludé el desempeno del
estuche comercial VIASURE real time PCR detection kit (cat. No: VS-NCO212H),
de la empresa Certest Biotec, para la deteccion de SARS-CoV-2, comparando su
desempeno con el protocolo Berlin-Charité ya validado y considerado actualmente
el estandar de oro para deteccion del genoma de SARS-CoV-2 en muestras clinicas
(Corman VM et al. Euro Surveill. 2019). De notar, el estuche comercial VIASURE es
el tercer método mas usado en Colombia después del Berlin-Charité y el estuche
comercial Allplex 2019-nCoV Assay para el diagndstico de infeccion por SARS-CoV-
2 durante esta emergencia (INS. Pruebas para la deteccién molecular de SARS-
CoV-2 por RT-PCR usadas en Colombia. 2020).
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.‘F:’éra ‘r:é;a'lizar este primer ensayo de validacion del estuche comercial, la SSDH
proveyo al Laboratorio de Infeccion e Inmunidad de 35 muestras de hisopado
nasofaringeo previamente caracterizadas por el LSPH usando el protocolo Berlin-
Charité. Posteriormente, el RNA fue extraido automatizadamente para finalmente
hacer la retrotranscripcion y amplificacion en tiempo real. Para la amplificacion se
uso el estuche comercial VIASURE® como mencionado. Como mostrado en la
Figura 2, los controles del ensayo de verificacion funcionaron de manera adecuada.
Estos controles incluyeron a los controles negativo y positivo proveidos por el
estuche comercial (Figura 2A y 2B, respectivamente). Adicionalmente, se incluyeron
dos controles mas, un MOCK que correspondié a aplicar agua calidad biologia
molecular (Figura 2C), desde el momento de la extraccion automatizada y un control
positivo que correspondid a aislar RNA desde una muestra clinica de hisopado

nasofaringeo previamente caracterizada como positiva (2D).

Amplification Plot Amplification Plot

Amplification Plot _ Amplification Plot

Figura 2. Controles del ensayo de validacion de RT-qPCR para deteccion de SARS-CoV-2
usando el estuche comercial VIASURE®. (A) Control negativo del estuche comercial. (B) Control
positivo del estuche comercial. (C). MOCK que correspondié a usar agua de calidad biologia
molecular en vez de muestra clinica desde el momento del aislamiento automatizado de RNA. (D)
Muestra clinica conocida, previamente diagnosticada como positiva. Tres curvas de amplificacion
son mostradas en cada plot. El control interno de amplificacién del estuche es mostrado en verde.
La curva azul representa la amplificacion del gen viral N (Nucleocapside). La curva de amplificacion
roja representa la amplificacion del gen viral ORF1ab. La linea punteada representa el “threshold”
de expresion usado para el control interno y los dos genes virales. Este “threshold” fue aceptado en
comun acuerdo después de discusién con la SSDH.
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Posteriormente, los datos obtenidos con las muestras fueron enviadas a la SSDH
en un informe que describi6 el procedimiento. La SSDH envié los resultados de las
muestras previamente caracterizadas para que se pudiera realizar su analisis. Los
resultados enviados desde la SSDH al Laboratorio de Infeccion e Inmunidad son

mostrados como Figura 3.
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Figura 3. Resultado enviado por la SSDH que muestra los resultados de deteccidon de SARS-CoV-2
por RT-qPCR en muestras clinicas previamente caracterizadas por la SSDH usando el protocolo :
Berlin-Charité y los resultados obtenidos por el 1&l Lab de la Universidad Surcolombiana usando el
estuche comercial VIASURE® proveido por la SSDH en los mismos especimenes clinicos.
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Con los resultados anteriores se construyo la siguiente Tabla de contingencia de

2X2:

Tabla 4. Tabla de 2x2 de los resultados obtenidos en la SSDH vy el 1&l Lab.

1&l Lab
VIASURE®

SSDH
Protocolo Berlin-Charité
Positivo Negativo | Total
Positivo 14 4 18
Negativo 2 15 17
Total 16 19 35

El analisis de los resultados anteriores resulto en el calculo de los siguientes valores

para la prueba VIASURE® en nuestras manos, (Ochoa C, Orejas G. an Esp Pediatr.

1999):

Validez de la prueba: 83%
Sensibilidad de la prueba: 87.5%

Especificidad: 79.5%

Valor predictivo positivo (VPP): 78%
Valor predictivo negativo (VPN): 89%

Concordancia: 83%

indice de concordancia ajustada Kappa: 0.66 error estandar 0.12 (IC 0.95 [0.45-

0.87]) (http://vassarstats.net/).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se procedié a realizar un segundo

ensayo de validacion del estuche comercial VIASURE® usando como patrén de oro

resultados obtenidos con el protocolo Berlin-Charité sobre los mismos especimenes

clinicos con los dos ensayos. En esta segunda oportunidad el numero de muestras
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Elf.niCéé'brobadas fue de 40. Los resultados obtenidos en esta segunda validacion

pueden ser observados en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados segundo ensayo de validacion del estuche comercial

VIASURE®.
&I Lab

Protocolo Berlin-Charité

Positivo | Negativo | Total
Positivo 15 5 20

&l Lab VIASURE®

Negativo 0 20 20
Total 15 25 40

Con los valores encontrados en la Tabla 5, se realizé por segunda vez el analisis
del desempefio de la prueba VIASURE®:

Validez de la prueba: 87.5%

Sensibilidad de la prueba: 100%

Especificidad: 80%

Valor predictivo positivo (VPP): 75%

Valor predictivo negativo (VPN): 100%

Concordancia: 87.5%

indice de concordancia ajustada Kappa: 0.75, error estandar 0.1 (IC 0.95 [0.54-
0.95]) (http://vassarstats.net/).

Todos los procedimientos y resultados de verificacion realizados con el estuche

comercial VIASURE® con el respectivo informe son mostrados como Anexo 8.

Para propdsitos informativos se analizé en conjunto el resultado de los dos ensayos
de verificacion realizados con el estuche comercial VIASURE®, que son mostrados

en la Tabla 6 y que sumaban un total de 75 especimenes clinicos incluidos:
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Tabla 6. Resultados globales de la verificacion realizada con el estuche comercial

VIASURE®.

SSDH
Protocolo Berlin-Charité
Positivo | Negativo | Total
Positivo 29 9 38
&l Lab VIASURE
Negativo 2 35 37
Total 31 44 75

Por lo tanto, el resultado global de verificacion del estuche comercial VIASURE®

realizado en el |&l Lab usando el protocolo Berlin-Charité como estandar de oro fue

el siguiente:

- Validez de la prueba: 85%
- Sensibilidad de la prueba: 93%

- Especificidad: 80.3%

- Valor predictivo positivo (VPP): 76%
- Valor predictivo negativo (VPN): 94%

- Concordancia: 85.3%

- Indice de concordancia ajustada Kappa: 0.70, error estandar 0.08 (IC 0.95
[0.54-0.86]) (http://vassarstats.net/).

La interpretacion final de la prueba de VIASURE® es que tuvo un coeficiente

Kappa=0.70, lo que demuestra que el método tiene una fuerza de concordancia
CONSIDERABLE cuando comparado con el método estandar de oro (Landis, J.R &

Koch, G.G., Biometrics., 1977). Un analisis estadistico mucho mas detallado se

presenta en el informe de verificacion como Anexo 8.
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PAREO 363 Validacion secundaria del estuche comercial DAAN GENE Co LTD
para la deteccién de SARSCoV-2 por RT-qPCR

Un segundo estuche comercial para deteccién y diagnéstico de SARS-CoV-2 por
RT-gPCR fue evaluado en el I1&l Lab. El estuche analizado fue el Detection Kit for
2019 Novel Coronavirus (2019-nCoV) RNA (PCR-Fluorescence Probing, DAAN
GENE Co. LTD of Sun Yat-Sen University, ref: DA-930. China). Este estuche
comercial fue proveido por la SSDH dentro del marco de colaboracién del proyecto.
La verificacidon interna del respectivo ensayo fue realizada con un panel de 34
especimenes clinicos de hisopado nasofaringeo previamente caracterizados por el
protocolo Berlin-Charité (17 positivos y 17 negativos), siguiendo las
recomendaciones para verificacion de pruebas moleculares para SARS-CoV-2
emitidas por el INS (INS. Protocolo de verificacién para pruebas moleculares de RT-
gPCR para la deteccion de SARS-CoV-2. 2020). Los resultados comparando los
resultados obtenidos con el Berlin-Charité y el estuche comercial DAAN GENE,

mostraron los siguientes resultados:

- Concordancia: 100%

- Sensibilidad: 100%

- Especificidad: 100%

- Valor predictivo positivo: 100%
- Valor predictivo negativo: 100%

- Indice Kappa: 1 (Concordancia perfecta).

Un detallado informe de la validacién secundaria realizada con el estuche comercial
DAA GENE Co LTD es presentado como Anexo 9 dentro del presente informe. De
notar, los resultados obtenidos por el I&l Lab usando el respectivo estuche comercial
son completamente consistentes con los resultados de verificacion realizado por el

INS (Ver informe de verificacion emitido por el INS dentro del Anexo 9).
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 3.64. Suscripcién de otrosi y obtencion de aval para la realizacién de

pruebas moleculares de deteccién de SARS-CoV-2.

Los informes de validacion anteriores fueron remitidos a la SSDH para su analisis.
Para ganar tiempo, se procedi6 a apoyar todas las labores de la Universidad
Surcolombiana que le permitieran suscribir el convenio de colaboracién
interinstitucional con el INS. Este esfuerzo finalmente se vio reflejado en la firma de
un documento que oficializa la colaboracion entre las dos instituciones
extendiéndola hasta diciembre de 2021, permitiendo por lo tanto a la Universidad
Surcolombiana, a través del 1&l Lab, apoyar los esfuerzos regionales para la
deteccidn de casos de infeccion por SARS-CoV-2 por RT-gPCR. El documento

firmado es mostrado como Anexo 10.

Finalmente, después de algun tiempo de espera desde que los informes de
verificacion fueron enviados, el 28 de diciembre del 2020 se obtuvo el aval por parte
del INS para actuar como un Laboratorio colaborador del LSPH en el diagnéstico de
infeccidon por SARS-CoV-2 y por lo tanto pertenecer a la Red Nacional de
Diagndstico de COVID-19 (Anexo 11). Al dia siguiente de recibir el aval, el 1&l Lab
reporto oficialmente sus primeros resultados diagndsticos de personal infectadas en

el Departamento del Huila a la SSDH.

3.7. Aplicacién regional de pruebas diagnésticas moleculares para
COVID-19 en apoyo a la SSDH.

Para no interrumpir las actividades que venia desarrollando el personal vinculado al
proyecto durante los dias de fin de afo, sumado a que las proyecciones
epidemioldgicas indicaban la llegada de un segundo rebrote de casos de COVID-19
en el Departamento del Huila durante el mes de enero y parte de febrero del 2021
(Figura 4) (BES. Semana epidemioldgica 4. 31 enero 2021), se realizaron todos los

esfuerzos para apoyar como entidad aliada la temprana vinculacion contractual de
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“d'icr:h'o" bé'rsonal en los primeros dias de enero (ver Anexo 12.), todo esto como

estrategia de preparacion para apoyar a la SSDH durante el segundo pico
epidemiolégico de SARS-CoV-2 en el Huila.

Casos confirmados diarios
Y re

501

-

1)

T T ¥ ¥ T T ¥ | oy Ao | ) L\l ¥ T T T T | ) | VTR (20— | U T T L
09 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 02 04
Semana Epidemioldgica

Figura 4. Casos diarios confirmados de COVID-19 en el Departamento del Huila (en linea roja),
segun la semana epidemiolégica de presentacion. La semana 02 a la 04 corresponden a las 4
primeras semanas epidemiologicas del 2021. La fecha negra muestra la semana epidemiolégica en
el que el 1&l Lab empezd a apoyar la deteccion de SARS-CoV-2 por RT-gPCR. Fuente: Boletin
epidemiolégico SSDH.

Las actividades de diagnostico de SARS-CoV-2 por parte del 1&l Lab oficialmente
empezaron el 29 de diciembre del 2020. Mientras el INS otorgaba la contrasena
para registrar los resultados en la plataforma SISMUESTRAS, los resultados de las
pruebas realizadas diariamente fueron enviados a la SSDH para que dicha entidad
amablemente se encargara temporalmente de cargar la informacién en la
mencionada plataforma. El acceso y clave a SISMUESTRAS fue enviado desde el
INS el dia 13 de enero del 2021 (Anexo 13). A partir del 14 de enero, todos los
resultados de las pruebas diagndsticas para COVID-19 realizadas en el 1&l Lab son
reportadas directamente en la mencionada plataforma por miembros del equipo (ver

un ejemplo como Anexo 14).
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Como mostrado en la Tabla 7, del total de las muestras recibidas por la SSDH
durante las tres primeras semanas del 2021 provenientes en su mayoria de la red
de salud publica del Departamento, y que coincidieron con el pico maximo del
rebrote de COVID-19 en el Huila, el 45% fue procesado por el I&L Lab de la

Universidad Surcolombiana (ver Anexo 15).

Tabla 7. Relacién de muestras procesadas por RT-qgPCR en el |1&l Lab.

Acumulado Ultimas 24 Horas
Muestras procesadas en el LSPH 1192 164
Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e
Inmunidad U. Surcolombiana - Colaborador 988 74
Total de muestras procesadas RT-PCR 2180 238

Fuente: Boletin Epidemiolégico Covid-19. LSPH. Enero 19 de 2021.

Desde el inicio del apoyo diagndstico (29 de diciembre de 2020) hasta una fecha de
cohorte de 29 de enero de 2021, el 1&l Lab habia realizado 1,617 pruebas de RT-
gPCR para SARS-CoV-2 en poblacion Huilense (SSDH., Boletin Epidemiolégico.
Enero 29 2020), ver Anexo 15. Asi, para el final del mes de enero de 2021, es decir,
s6lo un mes después de entrar en funcionamiento, el I&l Lab habia realizado el 38%
del total de pruebas de RT-gPCR a muestras departamentales recibidas por la
SSDH (Tabla 8).

Tabla 8. Total de muestras analizadas por la SSDH y el 1&l Lab a nivel

departamental durante el primer mes del afio 2021.

TABLA 3. Relacion de muestras procesadas RT-PCR

Acumulado Ultimas 24 Horas
Muestras procesadas en el LSPH 2687 154
Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e
Inmunidad U. Surcolombiana - Colaborador 1617 0
Total de muestras procesadas RT-PCR 4304 154

Fuente: Boletin Epidemiolégico LSPH. Enero 29 de 2021.
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Durante el rebrote de casos COVID-19 en el Huila el 1&I Lab realizo hasta 150
pruebas de RT-gPCR al dia, aunque se informo6 a la SSDH que la capacidad
operativa maxima es de 250 tests/dia. Sin embargo, el numero de pruebas diarias
analizadas depende en gran medida del numero de especimenes clinicos enviados

por la SSDH, como apoyo.

En conclusion, durante un mes de actividades desde la obtencién del aval otorgado
por el INS para la realizacion de pruebas moleculares para diagnostico de COVID-
19, hasta el cierre del presente informe, el |I&l Lab realizé cerca de 1,700 pruebas
de RT-gPCR para SARS-CoV-2 que corresponde al 68% del total de las 2,500
pruebas que se planearon realizar originalmente en la propuesta y este apoyo
diagnéstico se dio justo cuando el Departamento del Huila estaba sufriendo el
segundo pico epidémico de casos de infecciones por SARS-CoV-2 que fue mas
significativo en cuanto a numero de infecciones diarias y casos fatales que el

primero que ocurrié en las semanas epidemiolégicas 40 a 45 de 2020 (Figura 4).

3.8 Validacion de pruebas moleculares para la deteccién de DENV1-4 y
ZIKV.

Como se menciond en la seccion 3.2 “Adquirir insumos de laboratorio”, ain no se
han recibido los reactivos que seran usados en la validacion de métodos
moleculares para la deteccion de DENV y ZIKV. Esto es un aspecto preocupante
para la Universidad Surcolombiana que tiene en su mayoria la responsabilidad del
cumplimiento de estos objetivos. Este punto se llevé a discusidn en la mesa técnica
realizada el 8 de febrero de 2021, con la conclusién de que se van a agilizar todos
los tramites y las vias juridicas apropiadas para la adquisicion de los insumos y

reactivos con mayor celeridad, y asi ser enviados a la Universidad.

Sin embargo, demostrando el alto nivel de compromiso y contribucion del 1&l Lab
de la Universidad Surcolombiana con el desarrollo de la propuesta colaborativa, se

iniciaron pruebas moleculares por RT-PCR convencional y RT-qPCR para detectar
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DENVy ZIKV, respectivamente, usando sobrenadantes de cultivo celular y en una
fraccion de casos especimenes clinicos de plasma de pacientes con infeccion
confirmada. Lo anterior se ha realizado con insumos propios producto de proyectos
de investigacion ya finalizados o producto de colaboraciones con instituciones

internacionales.
3.8.1 Produccion de los stocks virales.

Para iniciar la validacién de los ensayos moleculares para la deteccién de DENV1-
4 y ZIKV, es necesario contar con importantes cantidades de virus en
sobrenadantes de cultivo celular. Por lo tanto, inicialmente se procedié a aumentar
la cantidad de DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 y ZIKV (producidos en
diferentes momentos para evitar contaminacion cruzada) disponibles para los
ensayos a través de su cultivo en lineas celulares susceptibles. Para esto, células
Vero-76 (ATCC, ref: CRL-1587), fueron cultivadas hasta su confluencia en frascos
T-75 (Thermo-Fisher, ref: 156499) usando medio de cultivo DMEM suplementado
con suero fetal bovino 5%, Estreptomicina 100u/mL, Penicilina 100 u/mL y L-
glutamina 2mM (todos obtenidos desde GIBCO, NY, USA). Cuando la monocapa
tuvo un 80% de confluencia, las células fueron lavadas en tres oportunidades con
PBS-1X estéril (Thermo, ref: 10010023) y se infectaron a una multiplicidad de
infeccién estimada de 0.1 de cada uno de los 5 virus, separadamente y en
momentos distintos, para evitar contaminacion cruzada. La infeccion fue realizada
durante 45min en incubacion a 37°C y CO2 de 5%. Posteriormente, se mantuvo el
inéculo y se aplicaron 12mL de medio de cultivo (DMEM, suplementado con SFB
2%, antibidticos y L-glutamina). El cultivo fue mantenido en incubacion a 37°C y CO>
5% hasta la pérdida de la confluencia en las células infectadas (10%), que
usualmente ocurrié al 4 dia de cultivo. Finalmente, los frascos fueron congelados y
descongelados en una oportunidad para aumentar la liberacién de particulas virales
desde las células infectadas. El sobrenadante fue colectado y centrifugado a 2,000

x g durante 10 minuto y posteriormente alicuotado y mantenido a -70°C hasta su
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‘ljs.o.‘Sé;b'renadante de células no tratadas con virus a las que se les realizé el mismo

procedimiento, fueron colectadas como control negativo (MOCK).

3.8.2 Verificacion de DENV1-4 en los sobrenadantes y de la
funcionalidad de la RT-PCR de punto final.

La RT-PCR de punto final disefiada por Lanciotti et al. (Lanciotti RS et al. J Clin
Microbiol. 1992) es uno de los métodos de identificacidn serotipo-especifica de
DENV mas usado a nivel mundial por mas de 20 afios. Debido a esto, esta RT-PCR
fue escogida como el estandar de oro para la validacion de métodos moleculares
para la deteccion de infeccion por DENV1-4. Aunque es un método de uso regular
en nuestro Laboratorio, para confirmar inicialmente que el ensayo de RT-PCR
convencional funciona en nuestras manos en la propuesta, la presencia de los 4
serotipos de DENV en sobrenadante de cultivo celular fue evaluada por esta técnica.
Como muestra la Figura 5, resultados preliminares demuestran la capacidad del
protocolo de RT-PCR convencional de detectar DENV1-4 en sobrenadantes de
cultivo celular. Ademas, como mostrado en la Figura 5 para DENV-1 y DENV-4
tomados como ejemplo, la deteccion mostré ser serotipo-especifica, puesto que
“‘primers” de DENV-1 y DENV-4 s6lo amplificaron el sobrenadante de DENV-1 y

DENV-4, respectivamente y no los otros serotipos.

DENV-1 DENV-4

-500bp

- 400bp

- 250bp - 300bp

-100bp - 1008p

Figura 5. Gel de corrida de productos de amplificacién de RT-PCR de punto final para la deteccion
de DENV-1 (izquierda) y DENV-4 (derecha) en sobrenadante de cultivo de células Vero-76. El RNA
viral fue extraido con columnas y el RNA fue retrotranscrito. Posteriormente, se realiza la PCR
usando el sobrenadante de DENV-1 (482bp) y DENV-4 (392bp) por triplicado con los primers de
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(c'aaa‘tlmbi de los 4 serotipos. Banda de amplificacién es sélo notada cuando el sobrenadante del
DENYV probado se pone en contracto con los primers respectivos, descartando reaccién cruzada de
amplificacion. Como controles positivos se usaron una mezcla de sobrenadante los 4 serotipos (C+),
ademas de cDNA de DENV-1 (PCR). Como control negativo (C-) se us6 agua de calidad biologia

molecular desde el momento de extraccion del RNA. Resultados similares fueron obtenidos para los
4 serotipos.

3.8.3 Conformacion de paneles de especimenes clinicos para pruebas

moleculares.

Un elemento critico de la validacion de ensayos de laboratorio, es contar con pool
de especimenes clinicos previamente caracterizados que padezca y otro que no
padezca la condicion que detecta el ensayo respectivo. Siguiendo esto, se
conformaron los paneles de muestras que seran usadas en la validacion de métodos

moleculares para DENV y ZIKV.

El tamano de la muestra para el calculo de la sensibilidad (casos positivos) y la
especificidad (casos negativos) fue estimado independientemente como
previamente usado (Jacobson RH., 1998. Rev Sci Tech; INS, 2020):

n={Se (1-Se) C2} / E2

Donde

Se= Sensibilidad esperada (en nuestro caso se espera de al menos 85%)

C= Intervalo de confianza estimado (en nuestro caso 95%, que da una constante de
1.96)

E= % de error permitido en la estimacion de sensibilidad expresado en decimal (en

nuestro caso el error aceptado sera de 0.05)

Por lo tanto, el numero calculado de muestras necesario para estimar la sensibilidad

de los métodos de deteccion para DENV:

n= (0.85) (1-0.85) (1.962) / 0.052 = 196
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También se calculd el numero de muestras necesarios para estimar la especificidad

de nuestros ensayos, usando la siguiente formula:
n={Sp (1-Sp) C?} / E?

Donde

Sp= Especificidad esperada (en nuestro caso se espera de al menos 90%)

C= Intervalo de confianza estimado (en nuestro caso 95%, que da una constante de
1.96)

E= % de error permitido en la estimacion de sensibilidad expresado en decimal (en

nuestro caso el error aceptado sera de 0.05)

Por lo tanto, el numero calculado de muestras necesario para estimar la

especificidad de los métodos de deteccion para DENV y ZIKV es:
n=(0.9) (1-0.9) (1.962) / 0.05% = 138

Una vez calculado el tamaio de la muestra necesario para estimar apropiadamente
la sensibilidad y especificidad de los métodos moleculares de deteccion de DENV
se buscaron los respectivos especimenes en el repositorio del Grupo de
Parasitologia y Medicina Tropical y de la Division de Inmunologia de la Facultad de
Salud (proveniente de colaboraciones previas con la SSDH). Los especimenes
clinicos de plasma/suero que conforman los paneles de DENV tienen las siguientes

caracteristicas:

Caso confirmado positivo para la infeccion con DENV:
- Paciente febril

- Muestra RT-PCR convencional positiva para uno de los 4 serotipos de DENV.
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De ndté}; una fraccion de los especimenes cuentan ademas con la evaluacion de la
IgM e 1gG DENV-especifica circulante, analizada por ELISA disponibles
comercialmente (Dengue IgM Capture ELISA, ref: 01PE20; Dengue IgG Capture
ELISA, ref: 01PE10, Panbio Standard Diagnostics INC. Korea). El uso combinado
de estos estuches comerciales es aceptado como un estandar de oro para identificar

infecciones primarias o secundarias por DENV (Ennis BL et al, 1987; Toro JF et al.
2016).

Caso confirmado negativo de infeccion por DENV:
- Voluntario sano o paciente con enfermedad no relacionada a DENV.
- IgM o NS1 para DENV negativas evaluadas por ELISA.
- RT-PCR convencional negativa para DENV.

Con estos criterios se conformaron los paneles de muestras positivas y negativas

para la infeccion por DENV dirigida a ensayos moleculares.

Con respecto al panel de casos positivos para infeccion por ZIKV, debido a la poca
disponibilidad de especimenes clinicos previamente caracterizados con la infeccion
por este virus, se solicité la ayuda al LSPH para empezar a conformar el panel de
muestras confirmadas positivas. Teniendo en cuenta esta limitante, para los
ensayos de deteccion de ZIKV por métodos moleculares se optd por disefar un
tamafno muestral minimo que permitiera estadisticamente estimar el
comportamiento del evento sobre una poblacion. Asi, se solicitaron 20 muestras
confirmadas positivas para la infeccién con ZIKV por RT-qPCR al LSPH. El panel
de muestras confirmadas negativas para ZIKV fue construido usando especimenes

de voluntarios sanos pre-epidémicos. (2010-2014)
3.9 Validacion de pruebas serolégicas para DENV, ZIKV y SARS-CoV-2
3.9.1 Construccion de paneles de especimenes clinicos para pruebas

serolégicas.
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Como mencionado anteriormente para las pruebas moleculares, la validacion de
pruebas seroldgicas para DENV, ZIKV y SARS-CoV-2 requiere contar también con
paneles de muestras de casos confirmados positivos y negativos para las
infecciones respectivas. Basado en la sensibilidad y especificidad minima para ser
evaluadas (85% y 90%, respectivamente), el tamarfio de cada uno de los paneles es
similar a los previamente calculado para las pruebas moleculares de cada uno de
los 3 virus:
DENV, n= 196 positivos y 138 negativos
ZIKV, n= 20 positivos y 50 negativos (teniendo en cuenta el muy limitado numero
de muestras con infeccidén confirmada de infeccion por ZIKV en etapa aguda).
SARS-CoV-2, n= 196 positivos y 138 negativos.

Como definicion de caso confirmado de infeccion por DENV para deteccion de

Inmunoglobulinas virus-especificas circulantes se tomo:

- Muestra de caso confirmado positivo de infeccion por DENV tomada entre el

dia 14 — 28 después del inicio de los sintomas.

Como caso confirmado negativo de infeccién por DENV:
- Voluntario sano o paciente con sindrome febril no dengue.
- IgM e IgG para DENV negativas evaluadas por ELISA comercial
- NS1 Negativo y/o RT-PCR negativa para DENV

Por otro lado, como caso confirmado de infeccion por ZIKV se tomd una de las

siguientes condiciones:

- Muestra de paciente confirmado positivo para ZIKV, tomada entre 14 y 28
dias después de la prueba de RT-gPCR

- Madre de nifio con sindrome congénito por ZIKV.
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a Paciente con antecedentes de sintomas (fiebre, rash, conjuntivitis) ocurridos

durante la epidemia de ZIKV en el departamento del Huila.
Los casos confirmados negativos para la infeccidén con ZIKV correspondieron a:
- Voluntarios sanos incluidos en la etapa pre-pandemia por ZIKV (2012-2014)

El panel de muestras confirmadas positivas para infeccion por SARS-CoV-2
destinadas a la validacion de pruebas de ELISA para deteccion de anticuerpos virus-

especificos tiene las siguientes caracteristicas:
Caso confirmado positivo de infeccion por SARS-CoV-2:

- Persona sintomatica o asintomatica respiratoria con estudio de RT-qPCR o
antigeno positiva cuya muestra de plasma/suero se tomo6 11 — 28 dias
después del la RT-gPCR.

- Paciente sintomatico a asintomatico respiratoria con estudio de ELFA
(enzyme linked fluorescent Assay) positivo para IgM e IgG SARS-CoV-2

circulante.
Caso confirmado negativo de infeccion por SARS-CoV-2:

- Persona asintomatica cuya muestra fue tomada en etapa pre-pandémica.

- Paciente sintomatico a asintomatico con estudio de ELFA (enzyme linked
fluorescent Assay - DIVAS® SARS-CoV-2 IgM y DIVAS® SARS-CoV-2 IgG
[bioMérieux, Lyon, Francia]) negativo para IgM e IgG SARS-CoV-2 circulante.

Con los criterios anteriores, se han conformado los siguientes paneles hasta el

momento de entrega del presente informe:
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B. Panel para validacion de pruebas serolégicas

B SARSCov

Confirmados positivos
n=106

Confirmado negativos
n=138

Figura 6: Esquema que muestra el nimero de especimenes bioldgicos de cada uno de los paneles
conformados para la validacion de métodos moleculares (A) y seroldgicos (B) para el estudio de
DENV, ZIKV y SARS-CoV-2. Los especimenes mostrados en la parte A, fueron tomados durante la
fase aguda de la infeccion definida como < 6 dias desde el inicio de sintomas para la infeccion por
DENV y ZIKV y para el paciente sintomético por SARS-CoV-2 < 10 dias desde inicio de sintomas
(ACIN., Infectio. 2020). Para el panel de SARS-CoV-2 fueron incluidos ademas una pequeiia fraccion
de voluntarios asintomaticos. Para las pruebas serologicas de los casos confirmados de infeccion
por DENV y ZIKV se usaron especimenes clinicos con confirmacion microbiolégica de la infeccion y
una muestra tomada entre el dia 14 y 28 después de inicio de los sintomas. Para las pruebas
serolégicas de SARS-CoV-2, se incluyeron muestras de plasma/suero tomadas desde el dia 11 hasta
el 28 después de iniciados los sintomas, como recomendado (ACIN. Infectio. 2020).
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3.9.2 Pruebas serologicas preliminares para la deteccion de
inmunoglobulinas DENV y ZIKV-especificas.

Dentro de la respuesta inmune humana humoral contra el DENV la mayoria de
anticuerpos especificos van dirigidos contra las proteinas virales de envoltura (E),
de preMembrana (PreM) y la proteina no estructural (NS)-1 (Lozano-Olan, Vector-
Borne and Zoonotic Diseases. 2008). Debido a que es especial blanco de
anticuerpos y en particular de anticuerpos neutralizantes, la proteina E ha sido
usada clasicamente en muchos ensayos para deteccidn de anticuerpos DENV-

especificos circulantes.

Sin embargo, desde la epidemia de ZIKV (otro Flavivirus, estrechamente
relacionado con DENV) en las américas en 2015 (Zanluca C et al. Mem Inst Oswaldo
Cruz. 2015), la identificacion de anticuerpos especificos circulantes contra DENV se
ha convertido en un reto debido a la alta reactividad cruzada entre los dos Flavivirus.
Gran parte de esta reactividad es mediada por la homologia estructural y en la
secuencia de aminoacidos que conforman la proteina E (Priyamvada L et al. PNAS.
2016). Recientes reportes han mostrado una menor reactividad cruzada de la
respuesta de anticuerpos contra NS1 de DENV y ZIKV cuando la deteccién se hace
a través de ensayos de ELISA usualmente indirectos o tipo sandwich, basados en
esta proteina viral (Tsai WY et al. Clin Infect Dis. 2017; Tsai WY et al. Clin Infect Dis.
2017; Steinhagen K et al. Euro Surveill. 2016). Por lo tanto, como planeado en el
proyecto, para la deteccion de anticuerpos DENV y ZIKV especificos circulantes por

ELISA, se eligié esta proteina como antigeno de deteccion.

Usando reactivos propios, se empezaron a reunir datos para establecer la
concentracion ideal de la proteina viral NS1 necesaria para realizar el cubrimiento
(coating) de la fase sdlida del ensayo de ELISA. Para esto, microplacas de ELISA
(Maxisorp 96 well, Nunc, Merck), fueron cubiertas con diferentes concentraciones

de una mezcla de NS1 recombinante (rNS1) de cada una de los 4 serotipos de
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.‘E:)EN\‘/:-C;:I'onadas en células eucariotas (DENVX4-NS1-500, The Native Antigens
Company, UK) o rNS1 de ZIKV (ZIKV-NS1, ref: ZIKV SUNS1, The Native Antigens
Company, UK), diluidas en PBS-1X estéril (Phosphate-Buffer Saline, Gibco, ref:
14190-144. NY 14972. USA), aplicadas en un volumen total de 70uL por pozo e
incubadas a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, el antigeno fue retirado y la placa
fue bloqueada por 1 hora a 37°C con 150uL/pozo de Blotto 5% (leche descremada
10% en PBS, Tween 20 al 0.1%). Transcurrido el tiempo, el bloqueo fue retirado y
se adicion6 70uL de la muestra de plasma diluida 1/200 en Blotto 2.5% proveniente
de pacientes con infeccion confirmada por DENV o ZIKV tomada en fase de
convalecencia y se incub6 por 2h a 37°C. Tras las dos horas de incubacion a 37°C,
las muestras fueron descartadas y la placa fue lavada en 4 oportunidades con PBS-
1X Tween 20 al 0.1% (buffer de lavado). Posteriormente, 70uL/ pozo de un anti-IgG
humano hecho en cabra marcado con biotina (KPL, ref: SC KPL5260-0031) diluido
1/1,000 en Blotto 2.5% fue adicionado e incubado por 1h a 37°C. Las placas fueron
después lavadas en 4 oportunidades con buffer de lavado. Setenta uL de
estreptavidina-peroxidasa diluida 1/1,000 en Blotto 2.5% fueron aplicados a cada
pozo y la placa fue incubada de nuevo por 1h a 37°C. Finalmente, la placa fue
revelada con 70uL de Tetrametilbencidina (TMB 2-Component microwell peroxidase
substrate kit, ref: SC KPL5120-0050. SeraCare, MA 01757, USA) y la reaccion fue
detenida con 50uL de H2SO4 2N y leida en un espectrofotémetro a una longitud de

onda de 450nm. Todas las diluciones fueron evaluadas por triplicado.

25
¥ Sede Administratva / Cra, SNo, 23-40 Q PBX: 875 3666
® www.usco edu.co / Neiva - Huila Q Lines Gratuta Nacional: 018000 D687 23

Je Central / Av, Pastrana Borrero - Cra. 1 © PBX: 875 4753 33 gggo



NIVERSIOAD ACREDITADA DE
S ] SURCOLOMBIANA ALTA CALIDAD

NIT

3 -o- 1000ng/mL
] f
a e & 500ng/mL
£ ¥ X A -+ 250ng/mL
c /) P
g, ’/1 L v~ 125ng/mL

- / v
S ,"'.j“ P i v B2ng/mL
o ,‘ Wy . e 31ing/mL
; 1- ' /rf’-"‘ A & . A ZQﬂglml.
s SR AN —+- 7ng/mL
& Y 2 - ¢ 3ng/mL
& '"{7 '_'?_:"i TTTTTTRE3 T 9

05 S S S &

§ 3 § £ F

= 1/dilution

Figura 7. Determinacion de la concentracion 6ptima de DENV1-4 rNS1 usada para cubrir la fase
sélida del ELISA. Mezcla de rNS1 de los 4 serotipos fue usada a diferentes concentraciones para
cubrir los pozos. Diez diluciones al medio seriadas de plasma de pacientes con infeccién confirmada
por DENYV por triplicado fueron realizadas. La respectiva concentracion usada para cubrir los pozos
y su respectivo simbolo es mostrada al lado derecho de la Figura. La linea punteada representa 2
veces el promedio del valor de las OD obtenidas en con la muestra de plasma de un paciente
negativo para infecciéon con DENV. Un experimento de 3 realizado es mostrado.

Como mostrado en la Figura 7, un efecto dosis entre los cambios de concentraciéon
de la DENV1-4 rNS1 usada para cubrir y las densidades 6pticas fue observada para
cada dilucién, incluyendo a concentraciones tan bajas como 3ng/mL de la solucién
(Figura 7). Después de analizar la relacién ruido de fondo/sefal de los experimentos
realizados, se eligié a la concentracién de 62ng/mL de rNS1 DENV1-4 para cubrir
la fase solida del ELISA-basado en NS1 para detecciéon de Inmunoglobulinas
especificas. EI mismo disefo fue usado para determinar la concentracion éptima de
rNS1 ZIKV necesaria para la deteccion de las respectivas inmunoglobulinas
especificas de ZIKV, encontrandose que la concentracion elegida fue similar a la
descrita para la rINS1 DENV1-4.

Para probar preliminarmente la especificidad del ELISA indirecto para deteccion de
IgG especifica de NS1 DENV1-4 y ZIKV, se usé un panel de anticuerpos
monoclonales (Mab) murinos especificos contra la proteina NS1 de cada uno de

estos dos Flavivirus y previamente caracterizados por nosotros (Bosch | et al. Sci
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."Iirénslltvl;\/'led. 2017) y amablemente proveidos por la |. Bosch (Massachusetts
Institute of Technology). Para esto, placas de ELISA cubiertas con INS1 de DENV1-
4 0 rNS1 de ZIKV fueron tratadas con concentraciones ascendentes de anticuerpos
Mab murinos especificos contra NS1 DENV1-4 y NS1 ZIKV y también de forma
cruzada, como control de especificidad. Para esto se usaron los Mab130 y Mab45
(ambos especificos contra NS1 de ZIKV) y Mab323 (especifico contra NS1 DENV1-
4, panDENV). Posterior al pretratamiento del pozo con las diferentes
concentraciones de los Mab murinos, se adicion6 plasma de pacientes con infeccion
confirmada por DENV o ZIKV en etapa de convalecencia diluido 1/200 en Blotto al
2.5%. Posteriormente, el protocolo continu6 como previamente descrito. Como
mostrado en la Figura 8, concentraciones en aumento de los Mab130 y Mab45
inhibieron (por competencia) hasta en un 30% la sefial evaluada en densidades
Opticas proveniente de la concentracion relativa de IgG humana anti-NS1 de ZIKV,
contrario a la aplicacion de Mab323, anticuerpo especifico de NS1 DENV1-4, que
no inhibio la sefal. Esto demuestra la especificidad del ensayo de ELISA basado en
NS1 para detectar IgG humana de ZIKV y DENV.
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Figura 8. La fase sdlida del ELISA fue cubierta con concentracion apropiada de rNS1 de ZIKV.
Posteriormente, concentraciones en aumento de Mab123 y Mab45 (ambos especificos contra NS1
ZIKV) o Mab323 (especifico contra NS1 DENV1-4) fueron aplicadas e incubadas por 1h a 37°C.
Posteriormente, los Mab fueron retirados, la placa fue lavada y plasma de pacientes con infeccion
confirmada por ZIKV diluido a 1/200 fue aplicado a los pozos para posteriormente ser lavada y
incubada con un anti-IgG humana biotinilado seguido por estreptavidina-peroxidasa. Finalmente, la
placa fue revelada con Tetrametil-Benzidina y detenida con H2SOas. El % de disminucién de la sefal
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a.efdér{svi-daides Opticas con respecto a pozos tratados no tratados, es mostrado. ** P<0.01 por prueba
de Kruskal-Wallis seguido por una prueba pos-test. ns= No significativo.

Con las condiciones anteriores, el ensayo de ELISA basado en NS1 para DENV1-4
y ZIKV se aplico preliminarmente en especimenes clinicos. Las muestras estaban
constituidas por 30 plasmas de voluntarios adultos tomadas de una zona
hiperendémica con alta circulacion de los cuatro serotipos de DENV, en el ano 2007,
es decir en un periodo de tiempo pre-epidémico para ZIKV. Como mostrado en la
Figura 9, altos niveles de NS1-IgG DENV circulantes fueron detectados en la
mayoria de especimenes evaluados. Por el contrario, una baja sefal fue detectada
por el ensayo de ELISA basado en NS1 cuando la placa fue cubierta con rNS1 de
ZIKV, demostrando el manejable nivel de reactividad cruzada de la respuesta sérica
de anticuerpos obtenida con este ensayo de ELISA basado en NS1 contra
Flavivirus. En conclusién, preliminarmente el ensayo de ELISA basado en NS1

permitié identificar a personas con previa exposicion a DENV (pero no a ZIKV).
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Figura 9. Niveles de NS1-IgG contra DENV1-4 (A) y ZIKV (B) detectadas en especimenes de
voluntarios pre-epidémicos para ZIKV tomados en el 2007 en un area de alta circulacion de DENV.
Cada punto representa el promedio del duplicado de la OD obtenida del plasma de un voluntario
evaluado a una dilucion de 1/200. La linea roja representa dos veces el valor promedio obtenido en
voluntarios sanos seronegativos para IgG-DENYV circulante.
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3.9.3 Ensayos para deteccion de inmunoglobulinas contra SARS-CoV-2

circulantes

Durante el desarrollo de este segundo trimestre del proyecto se procedido a
consolidar los paneles necesarios para la validacion de ensayos seroldgicos para
SARS-CoV-2. Como se menciono en el primer informe trimestral, se escribié una
propuesta derivada del actual proyecto, que formaliza la colaboracion entre varias
entidades de salud regional como el Hospital Universitario de Neiva, el Hospital de
Garzén Huila y otros. Como producto, se reunieron paneles de especimenes

clinicos con las siguientes caracteristicas hasta la fecha de corte del actual informe:

- Pacientes RT-gPCR positivos para SARS-CoV-2, <10 dias de sintomas,

n=40.

- Pacientes RT-gPCR positivos para SARS-CoV-2, 11-28 dias de sintomas,
n=26

- Pacientes RT-qPCR negativos para SARS-CoV-2, <10 dias de sintomas,
n=51

Adicionalmente y también producto de colaboraciones con Instituciones de salud,
se logré conformar un importante panel de muestras positivas para IgM e IgG-
SARS-CoV-2 evaluado por el ensayo VIDAS® SARS-CoV-2 IgM y VIDAS® SARS-
CoV-2 IgG (bioMérieux SA, ref: 423833-01 y 423834-01, respectivamente, Lyon,
France). El VIDAS® SARS-CoV-2 IgM y el VIDAS® SARS-CoV-2 IgG son métodos
automatizados basados en un ensayo enzimatico ligado a fluorescencia o ELFA por
sus siglas en inglés (Enzyme Linked Fluorescent Assay), que esta disenado para
deteccién cualitativa de IgM e IgG humana especificas contra SARS-CoV-2. El
principio fundamental del ensayo es de hecho un inmunoenzayo ligado a enzima
tipo sandwich de dos pasos combinado con un sistema de deteccion basado en
fluorescencia. De notar, este ensayo esta aprobado por la FDA (del inglés Food and

Drugs Administration) para su uso bajo licencia en la situacion de emergencia.
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También es un ensayo con autorizacion para apoyo diagnaostico in vitro (IVD). Ha
mostrado alta sensibilidad, especificidad, reproducibilidad y baja reaccion cruzada
inducida por la infeccidén con otros betacoronavirus (Renard N et al. J Clin Microbiol.
2021). Una ventaja adicional es que este ensayo detecta anticuerpos anti-RBD
(Receptor Binding Domain), debido a que el RBD en la subunidad S1 de la proteina
de espicula (S) es el antigeno usado en el respectivo ensayo. Debido a que una
importante fraccion de los anticuerpos neutralizantes van dirigidos contra el RBD,
una significativa correlacion entre los valores de 1gG-SARS-CoV-2 detectados por
VIDAS® SARS-CoV-2 IgG vy los titulos de anticuerpos neutralizantes ha sido
reportada (Younes S et al. Microorganisms. 2021), aunque esto es aun controversial
(Bal A et al. Clin Chem. 2021)

Usando el ensayo VIDAS® SARS-CoV-2 IgM y VIDAS® SARS-CoV-2 IgG como un
segundo método estandar de oro para la deteccidén de las Inmunoglobulinas virus-
especificas (ademas de las muestras RT-qPCR positivas tomadas entre 11 a 28
dias después de realizada la RT-gPCR), se logro crear un nuevo panel conformado
por 80 especimenes positivos para IgM e IgG SARS-CoV-2 especificas en
circulacion. Adicional a éste, se cuenta con 87 muestras que mostraron ser

negativas para IgM e IgG SARS-CoV-2 usando el mismo método.

En conclusion, durante este segundo trimestre se logré conformar los paneles de
muestras previamente caracterizadas que seran usadas en la validacion de los
ensayos de ELISA para deteccion de anticuerpos especificos contra SARS-CoV-2
circulantes y se esta a la espera de que la SSDH haga entrega de las proteinas
recombinantes que seran usadas como antigeno en los ensayos de ELISA indirecto

planeados en la propuesta.
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4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Los resultados aqui mostrados, muestran significativos avances en la propuesta, la
mayoria de ellos dentro de las actividades y tiempos originalmente propuestos en el
proyecto. Las pruebas moleculares para deteccion de SARS-CoV-2 fueron
verificadas y adoptadas por el &l Lab quien después de recibir el aval por parte del
INS en diciembre del afo pasado comenzé a prestar el apoyo diagndéstico regional
a la SSDH para COVID-19, actividad que es uno de los grandes compromisos de la
propuesta. El inicio de la participacion del 1&l Lab en el diagnéstico de casos de
infeccion por SARS-CoV-2 fue justo cuando el departamento del Huila padecia un
segundo pico epidémico de casos que fue mas intenso que el primero, asi que su
apoyo a la situacion de salud regional fue mas que oportuno. Al final del mes de
enero de 2021 (un mes de participacion desde iniciadas las actividades
diagnésticas), el &l Lab habia realizado cerca de 1,700 pruebas moleculares para
COVID-19, lo que correspondié al 38% del total de tests moleculares realizados por

la red de salud publica departamental dirigida por la SSDH.

Con respecto a las pruebas moleculares para DENV se confirmé preliminarmente la
especificidad de la RT-PCR de punto final, ensayo considerado como estandar de
oro en la deteccion serotipo-especifica de DENV. Se esta a la espera de la
adquisicion y entrega de los reactivos respectivos, igual que para el caso de

deteccion molecular de ZIKV.

Uno de los pasos mas criticos para la validacién de ensayos es contar con paneles
de especimenes biologicos o clinicos altamente caracterizados. Durante este
segundo trimestre del proyecto se ha avanzado en la conformacion de dichos
paneles de muestras, esto a través de colaboraciones establecidas con instituciones
de salud regionales, aumentando de esta manera el impacto y conformacion de
redes departamentales de ciencia y tecnologia, de caracter publico en particular.

Con lo anterior ya se dispone de los paneles de muestras caracterizadas para el
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E:'u-mplli'r‘hi'ento de la validacion de los métodos moleculares para deteccion de
DENV1-4 y parcialmente de ZIKV (con ayuda de la SSDH).

Analizando el avance en las pruebas serolégicas, como ocurre con las pruebas
moleculares ya se cuenta con los paneles necesarios para la validacion de los
respectivos métodos. De hecho, para el caso de la deteccidn de anticuerpos SARS-
CoV-2 especificos se logré conformar grupos caracterizados de muestras con dos
diferentes métodos estandar de oro: Convalecencia de pacientes positivos por RT-
gPCR para SARS-COV-2 sintomaticos y asintomaticos. Ademas de un panel con
un significativo numero de muestras confirmadas positivas para IgM e IgG SARS-

CoV-2 especificas plasmatica identificados por ensayos de ELFA.

El 1&l Lab empezd ensayos para identificacion de Inmunoglobulinas DENV y ZIKV-
especificas circulantes. Hasta la fecha de corte del actual informe se ha logrado
establecer aspectos técnicamente importantes dentro de la realizacion de ensayos
para deteccion de Inmunoglobulinas DENV y ZIKV especificas por ELISA basado
en rNS1 de los Flavivirus como son la concentracion 6ptima de antigeno para el
cubrimiento de la fase solida del ensayo, la dilucion de plasma que ofrece la mejor
relacion ruido de fondo sefal y en general el funcionamiento del ELISA indirecto
para la deteccidn de las respectivas inmunoglobulinas. Ademas, preliminarmente se
analizé la aceptable reactividad cruzada ofrecido por este sistema encontrado en

voluntarios pre-epidémicos para ZIKV, previamente expuestos a DENV.

5. CONCLUSIONES REMARCADAS

- La mayoria de actividades programadas originalmente se vienen cumpliendo

dentro del cronograma propuesto.

- El'l&l Lab obtuvo el aval por parte del INS para la realizacion de las pruebas
moleculares diagnosticas de SARS-CoV-2 constituyéndose en el tercer

laboratorio de caracter publico en el Huila a parte del LSPD y el Laboratorio
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Clinico del Hospital Universitario de Neiva, con estandares de calidad

necesarios para la realizacion de esto ensayos.

- Con 1,700 pruebas realizados en 1 mes, el 1&l Lab realizé el 38% de los
ensayos de RT-gPCR de la red departamental durante el segundo pico
epidémico del departamento del Huila presentado entre finales de diciembre
de 2020 e inicios de febrero de 2021.

- Se iniciaron pruebas con la RT-PCR para identificacion serotipo-especifica
de DENV.

- Se conformaron paneles de especimenes clinicos altamente caracterizados
necesarios para la validacion de métodos moleculares (infeccién en etapa
aguda) y serologicos para DENV y ZIKV (infeccion en etapa de

convalecencia).

- Se inici6 la estandarizacion del ensayo de ELISA indirecto basado en rNS1
para deteccion de Inmunoglobulinas circulantes DENV1-4 y ZIKV-

especificas.

- Dentro de la ejecucion de la propuesta hay 2 aspectos en los que se debe
hacer énfasis para agilizar su consecucion: A. Las adecuaciones de los
espacios de investigacion. B. La adquisicion y entrega a la Universidad de
los insumos y reactivos necesarios para los ensayos de DENV1-4 y ZIKV, en
especial, las proteinas recombinantes (también para SARS-CoV-2) que

seran usadas como antigenos dentro de los inmunoensayos.
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7. ANEXOS

Set de pipetas electrénicas Lector de microplaca automatizado multiuso

—
—
Termociclador en tiempo real

= U
Extractor automatizado de RNA

=
3

Incubadoras con CO,

Equipos de ultracongelacion

Anexo 1. Ejemplo grafico que muestra un grupo de dispositivos adquiridos

SIN

con el proyecto y que estan ubicados en el I&l Lab prestando actualmente

servicios en la deteccion de casos regionales de infeccion por SARS-CoV- ’

2, en calidad de Laboratorio colaborador de la SSDH. s
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Anexo 2. Soporte del entrenamiento en el manejo de los dispositivos tecnolégicos

e

recibidos por el personal de Bacteridlogas adscrito a la propuesta.
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Anexo 3. Soportes de la realizacion por parte del personal de Bacteriologia

vinculado al proyecto del entrenamiento especializado en diagndstico de

enfermedades virales por biologia molecular e inmunoensayos.
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¥ s ACREDITADA DE
S SURCOLOMBIANA AI_.TA CALIDAD
S RESOLUCION NUMERO P3201 DE 2020

(17 DE DICIEMBRE)
“Por la cual se aplazan unas vacaciones”

EL VICERRECTOR ADMINISTRATIVO DE LA UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
En uso de sus atribuciones legales y estatutarias, especialmente las conferidas por la
Resolucion 080 del 2018, y

CONSIDERANDO:

Que el Decreto 1279 del 19 de junio de 2002, en su Articulo 33, contempla como derecho
del personal docente disfrutar de treinta (30) dias de vacaciones al afio, de los cuales quince
(15) son habiles continuos y quince (15) dias calendario.

Que en el Articulo 36, del citado Decreto, establece que: “Cuando por necesidades del
servicio es necesario aplazar las vacaciones de un docente, el Rector o en quien se delegue
dicha facultad, expide una resolucién motivada y deja constancia en la hoja de vida del
docente (...)”

Que mediante Resoluciéon Numero P3138 del 01 de diciembre de 2020, se le concedi6 el
disfrute de las vacaciones colectivas al empleado publico docente de la Universidad
Surcolombiana CARLOS FERNANDO NARVAEZ ROJAS, identificado con cédula de
ciudadania No. 7.705.326, por un periodo de quince (15) dias habiles, contados a partir del
21 de diciembre de 2020 y hasta el 13 de enero de 2021.

Que por medio del memorando 013, el profesor CARLOS FERNANDO NARVAEZ ROJAS
solicita ante el Vicerrector Administrativo, el aplazamiento de las vacaciones colectivas por
necesidad del servicio, con el fin de atender actividades de investigacion en la Facultad de
Salud.

En mérito de lo expuesto.

RESUELVE:

ARTICULO 1°. Aplazar quince (15) dias habiles de vacaciones al profesor CARLOS
FERNANDO NARVAEZ ROJAS, identificado con cédula de ciudadania No. 7.705.326, por
el periodo comprendido entre el 21 de diciembre de 2020 y el 13 de enero de 2021, de
conformidad a lo expuesto en la parte motiva de la presente Resolucion.

ARTICULO 2°. Comunicar la presente Resolucién al profesor CARLOS FERNANDO
NARVAEZ ROJAS.

ARTICULO 3°. La presente Resolucién rige a partir de la fecha de su expedicion.

COMUNIQUESE Y CUMPLASE

T ——— B88g
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(2 WL, ACREDITADA DE
S ] sURcOLOMBIANA ALTA CALIDAD
. RESOLUCION NUMERO P3201 DE 2020
(17 DE DICIEMBRE)
“Por la cual se aplazan unas vacaciones”

Dada en Neiva, a los diecisiete (17) dias del mes de diciembre de 2020.

( S /f" V7 ¢ -
e A A [ S——
JUAN CAMILO RAMiéEZ GARCIA ALBERTO POLANIA PUENTES
Vicerrector Administrativo Secretario General

ﬁ_i: —aF
| .
Revisado por: SHIRLEY|MILENA BOHORQUEZ C.
Jefe de Oficina de Talento Humano
L .ﬂl
V°B°: Asesora Juridica Secretaria General -
V°B°: Asesora Juridica Oficina de Talento Humanoa(l(a

Proyecto: Yenny Andrade
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CONTRATO DE PRESTACION DE SERVICIOS PROFESIONALES No.VIPS-447 B2020 SUSCRITO ENTRE LA
UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA Y ADRIANETH CASTAREDA QUEVEDO

Entre los suscritos HERNANDO GIL TOVAR, mayor de edad, domiciliado en Neiva (H), identificado con la cédula de
ciudadania numero 12.113.234 de Neiva (H), en su calidad de Vicerrector de Investigacion y Proyeccién Social de la
Universidad Surcolombiana, ente Universitario Auténomo creado por la Ley 13 de 1976, con Nit. No. 891.180.084-2,
nombrado mediante Resolucion No. P1210 del 01 de junio de 2020 y la Resolucidén No. 147 01 de junio de 2020 emanada
por el Consejo Superior y quien en adelante se denominard LA UNIVERSIDAD, de una parte; y de la otra ADRIANETH
CASTAAEDA QUEVEDO, mayor de edad, domiciliado(a) en Neiva (H), identificado(a) con la Cedula De Ciudadania No
1.022.344.029 de Bogota D.c. (Bogota), quien para efectos del presente contrato se denominara EL CONTRATISTA, y en
consideracién a la solicitud efectuada mediante estudio previo expedido por la respectiva dependencia, hemos decidido
celebrar el presente Contrato de Prestacién de Servicios PROFESIONALES, que se regira por las clausulas que se
determinan a continuacién: PRIMERA. OBJETO. EL CONTRATISTA, se compromete con LA UNIVERSIDAD Prestar
servicios profesionales y de apoyo como Bacteriologia para el proyecto colaborativo entre la Universidad Surcolombiana y la
Secretaria de Salud Departamental del Huila SEGUNDA. OBLIGACIONES DEL CONTRATISTA. 1) EI CONTRATISTA
realizara las gestiones encomendadas respetando las normas y reglamentos de la UNIVERSIDAD, incluyendo el Sistema
de Gestion de Calidad. 2) Responder y velar por el buen uso y mantenimiento de los bienes y elementos entregados por LA
UNIVERSIDAD para el gjercicio de las actividades convenidas y se compromete a no utilizarlos para fines distintos a los
contratados. Una vez finalizado el presente Contrato, mediante un acta detallada, debera hacer entrega formal de dichos
bienes en buen estado con el deterioro normal de su uso. 3) El contratista se compromete a conocer y cumplir con todos los
deberes de los contratistas por prestacién de servicios consagrados en el Manual de Seguridad y Salud en el Trabajo para
Contratistas identificado bajo el codigo AP-SST-MA-01, version 1, vigencia 2017. 4) La prestacion de los servicios
contratados se cumplirad en las instalaciones de LA UNIVERSIDAD o en el sitio que ésta sefiale, en cooperacion y
coordinacion de actividades con los funcionarios y los directivos de la Institucién. 5) El contratista acepta que en materia de
produccion intelectual, derechos de autor o propiedad industrial que se configure en el desarrollo de las actividades vy
durante la ejecucién del contrato, se aplicara lo dispuesto en la ley 23 de 1982, la ley 1450 de 2011 y demas normas
concordantes. 6) El contratista debera asistir a todas las reuniones o capacitaciones que sean citadas por la Rectoria, las
vicerrectorias y las oficinas del nivel directivo y las oficinas asesoras. 7) El contratista adoptara de manera obligatoria los
conceptos, recomendaciones o directrices de orden administrativo o juridico que sean expedidas por la Rectoria, las
vicerrectorias y las oficinas del nivel directivo y las oficinas asesoras de la Universidad 8) La persona vinculada a la
Universidad Surcolombiana, autoriza expresamente a la entidad para tratar los datos personales que se suministren durante
su relacion con la institucién, dentro de las finalidades prescritas en la ley y en desarrollo de las funciones propias de la
Universidad en el ambito académico, administrativo, disciplinario y judicial. La autorizacién de tratamiento de datos
personales se otorga por parte de la persona vinculada dentro de lo descrito en la Politica de Proteccién de datos
personales, los Manuales correspondientes y la Politica de seguridad de la informacion, conforme a lo estipulado en la ley
1581 de 2012 y las normas que la complementen, modifiquen o sustituyen. De igual forma, la persona vinculada a la
Universidad se obliga a cumplir estrictamente con la reglamentacion legal y administrativa que adopte la Universidad sobre
Proteccién de datos personales y seguridad de la informacion, so pena de la sanciones disciplinarias y penales a las que
haya lugar 9) Brindar apoyo en el manejo y registro de muestras de isopados naso y orofaringeos. 10) Brindar apoyo en la
toma de muestras de sangre venosa total. 11) Brindar apoyo en extraccion de RNA viral 12) Realizacién de gPCR para
SARS-CoV-2 13) Control de calidad de prueba para COVID-19 14) Apoyar el sistema de gestion de calidad del Laboratorio
de Infeccién e Inmunidad 15) Informe de resultados semanal, con presentacion formal 16) Capacitacién en manejo de
equipos de alta tecnologia 17) Registro de resultados de Laboratorio en SISMUESTRA y SIVIGILA. 18) Las demas
actividades asignadas por el supervisor relacionadas con el objeto contractual. 19) Mantener la reserva profesional sobre la
informacion que sea suministrada para el desarrollo del objeto del contrato. En los documentos adjunto cargar el Certificado
de Coomeva afiiada como independiente. PARAGRAFO. EL CONTRATISTA manifiesta que conoce y acepta las 2
condiciones que para la prestacion del servicio tiene establecidas LA UNIVERSIDAD y se compromete a ingresar y =
actualizar su Formato Unico de Hoja de Vida en el Sistema de Informacién y Gestion del Empleo Piblico SIGEP.
TERCERA. OBLIGACIONES DE LA UNIVERSIDAD. a) Cancelar el valor del presente Contrato en la forma estipulada en
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las clausulas cuarta y quinta. b). Facilitar la informacidn que requiera el contratista c). Hacer los descuentos tributarios a que
haya lugar. d) Exigir la ejecucion iddnea del objeto contractual. CUARTA. VALOR DEL CONTRATO. Para todos los efectos
legales y fiscales el valor total del presente contrato se fija en la suma de NUEVE MILLONES CIENTO VEINTE MIL PESOS
($9.120.000) MCTE. QUINTA. FORMA DE PAGO. El valor del contrato se cancelara en mensualidades vencidas de TRES
MILLONES SEISCIENTOS MIL PESOS ($ 3.600.000) MCTE, o fraccién de mes con corte al dia 30 de cada mes; previa
certificacion escrita expedida por el supervisor, en donde se acredite que EL CONTRATISTA ha cumplido en forma cabal
las actividades de qué trata el objeto del presente contrato y el pago de seguridad social. Los pagos a que se obliga LA
UNIVERSIDAD por el presente contrato, quedan subordinados a las respectivas apropiaciones, y al flujo del plan anual
mensualizado de caja-PAC. PARAGRAFO. DESPLAZAMIENTOS. Cuando el contratista requiera desplazarse con el fin de
ejercer actividades derivadas o relacionadas con el objeto pactado, LA UNIVERSIDAD le reconocera y pagara los gastos de
viaje y estadia, tal como lo dispone la Resolucion No. 0174 del 8 de julio de 2016. Los riesgos propios del transporte, seran
asumidos en su totalidad por EL CONTRATISTA, para lo cual deberd encontrarse afiliado y al dia en los pagos de los
aportes a la ARL. SEXTA. IMPUTACION PRESUPUESTAL. El valor del presente contrato se imputa al Rubro No
410705122990 correspondiente al Certificado de Disponibilidad Presupuestal (C.D.P.) 103-20000882 de la presente
vigencia fiscal. SEPTIMA. SUPERVISION. La supervision y control del presente contrato sera ejercida por docente (dpto o
programa de medicina ciencias basicas) o quien haga sus veces. OCTAVA. PLAZO. El término de duracion del presente
contrato sera de 2 mes y 16 dias,contados a partir de la expedicién del correspondiente Registro Presupuestal.
PARAGRAFO. CONTROL DE DOCUMENTOS. El contratista que maneje documentacion de archivo debera para el
momento de iniciar y terminar su vinculacién contractual, recibir y entregar, los documentos y archivos (soporte fisico y
virtual) debidamente inventariado para garantizar la continuidad de la gestién publica. Para tal efecto, diligenciara el
Formato Unico de Inventario Documental establecido por el Sistema de Gestion de Calidad. NOVENA. SUSPENSION
TEMPORAL DEL CONTRATO. Cuando las necesidades del servicio asi lo demanden y previo concepto del respectivo
supervisor, se podra suspender temporalmente la vigencia del presente contrato, mediante la suscripcidn de un acta donde
conste tal evento, sin que para los efectos del plazo extintivo se compute el tiempo de la suspension. DECIMA.
TERMINACION UNILATERAL Y ANTICIPADA DEL CONTRATO. Son causales de terminacion del presente Contrato las
siguientes: 1) De manera unilateral por parte de la Universidad, por incumplimiento de una o varias de las obligaciones
derivadas, genéricas o especificamente consignadas en el presente contrato, por cualquiera de las partes. 2) Por mutuo
acuerdo entre las partes.3) por aplicacion de la condicién resolutoria expresa. DECIMA PRIMERA. CONDICION
RESOLUTORIA EXPRESA se dara por terminado el contrato por causa del incumplimiento de las obligaciones
contractuales del Contratista, confiriéndole a la Universidad esta potestad de pleno derecho, sin intermediacion o decisién
judicial, en los términos del derecho civil y comercial. DECIMA SEGUNDA. EXCLUSION DE LA RELACION LABORAL. El
presente contrato no genera relacion laboral alguna entre las partes, ni reconocimiento de prestaciones sociales. DECIMA
TERCERA. OBLIGACIONES DEL CONTRATISTA RESPECTO AL SISTEMA GENERAL DE SEGURIDAD SOCIAL. EL
CONTRATISTA, de conformidad con el paragrafo 2° del articulo 1 de la Ley 828 de 2003, y los articulos 15, 16, 17,18 y 19
de la Ley 100 de 1993 modificados por la Ley 797 de 2003, Articulo 135 de la Ley 1753 de 2015 y demas normas que rigen
la materia, el contratista debera mantenerse al dia en el pago de sus obligaciones con el sistema general de seguridad
social (salud, pension, ARL), de conformidad al Decreto 1670 de 2007, y demas disposiciones legales que rijan la materia.
El incumplimiento de esta obligacion acarreara para EL CONTRATISTA las sanciones previstas en las citadas disposiciones
para proceder a la terminacion unilateral del presente contrato. DECIMA CUARTA. INHABILIDADES E
INCOMPATIBILIDADES. EL CONTRATISTA manifiesta bajo la gravedad de juramento, que se entiende prestado con la
firma de este documento, que no se encuentra inmerso en causal alguna de inhabilidad e incompatibilidad prevista en la Ley
(en especial en las Leyes 821 de 2003, 734 de 2002, 190 de 1995, 80 de 1993 y 1474 de 2011) que le impida suscribir el
presente contrato, y que en caso de sobrevenir alguna de ellas durante el desarrollo del mismo, procedera conforme lo
dispuesto en el articulo 9 de la Ley 80 de 1993. DECIMA QUINTA. REQUISITOS DE CONTRATACION. De conformidad
con lo sefialado en el paragrafo 1° del articulo 1° de la Ley 190 de 1995, a la firma del presente contrato, EL CONTRATISTA
debera presentar fotocopia de la cédula, fotocopia de la libreta militar (varén menor de 51 afios), examen pre-ocupacional :
en los términos del Decreto No. 753 de 2013, acreditar la Afiliacion al Sistema General de Seguridad Social conforme a las 3
disposiciones legales, hoja de vida con soportes académicos y laborales, formato Unico de hoja de vida, formato de :
declaracion de bienes y rentas (debidamente registrado en el sigep), RUT, certificado de antecedentes disciplinarios
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expedidos por la Procuraduria General de la Nacion, antecedentes fiscales expedidos por la Contraloria General de la
Republica, antecedentes penales del sistema de la Policia Nacional y certificado de multas del Sistema Registro Nacional
de Medidas Correctivas (RNMC) consultados a la fecha de suscribir el contrato, ademas de los certificados necesarios para
el ejercicio de una profesion. DECIMA SEXTA. MODIFICACIONES. Sin perjuicio de la facultad de interpretacion y
modificacion unilateral que tiene LA UNIVERSIDAD, el presente contrato podra modificarse, adicionarse y prorrogarse, en
forma motivada y de comin acuerdo entre las partes, siempre y cuando esté vigente. DECIMA SEPTIMA. CESION. El
presente contrato no podra ser cedido por EL CONTRATISTA, a menos que exista autorizacion previa, expresa y escrito en
tal sentido por parte de LA UNIVERSIDAD. DECIMA OCTAVA. REGIMEN JURIDICO. El presente contrato se rige por las
disposiciones del Acuerdo 040 de 2018 (Estatuto de Contratacién de la Universidad Surcolombiana) por la Resolucion 239
de 2018 proferida por el Sefior Rector de la Universidad Surcolombiana y las normas civiles y/o comerciales aplicables.
DECIMA NOVENA. CLAUSULA DE INDEMNIDAD. Ser4 obligacion del contratista mantener indemne a LA UNIVERSIDAD
de cualquier reclamacién proveniente de terceros que tenga como causa sus actuaciones u omisiones y en todo caso,
mantendra indemne a la Universidad de los reclamos demandas, acciones legales o costos que se generen por dafios o
lesiones causadas a personas o bienes de terceros. VIGESIMA. CONFIDENCIALIDAD. EL CONTRATISTA debera
conservar la reserva y confidencialidad sobre cualquier informacion obtenida con ocasion de la ejecucion del contrato.
VIGESIMA PRIMERA. DOMICILIO CONTRACTUAL. Para todos los efectos legales de este contrato, se fija como domicilio
la ciudad de Neiva. VIGESIMA SEGUNDA PERFECCIONAMIENTO. El presente Contrato se perfecciona con la firma de las
partes y para su ejecucidn se requiere de la expedicion del registro presupuestal respectivo y aprobacion de las garantias si
requiere.

Para constancia se firma en Neiva, el quince (15) de Octubre de dos mil veinte (2020).

LA UNIVERSIDAD EL CONTRATISTA
— )& b C{;@weé‘a
. :"Hg_.-ll--"-l--l--l‘\l‘-"':r"ﬂ 1.-r= Qﬁﬁr
HERNANDO GIL TOVAR ADRIANETH CASTAREDA QUEVEDO
Vicerrector de Investigacién y Proyeccion Social C.C. 1.022.344.029, de Bogota D.c. (Bogota).
‘.I e - e a1 |
YOHANA GRIJALBA NARVAEZ

Asesora Juridica Vicerrectoria de Investigacion y Proyeccién Social

Elabord: Plataforma Sistema de Contratacion
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UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
LABORATORIO INFECCION E INMUNIDAD

80
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NOMBRE HJI8 L ABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD (I&I LAB) — FACULTAD DE
LABORATORIO: SALUD — UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA

FECHA: 15 DE DICIEMBRE DE 2020

SEGUNDO INFORME DE VALIDACII(')N DE AMPLIFICACION DE MUESTRAS
[ o]u 1S B el 0| HI CLINICAS DE HISOPADO NASOFARINGEO DE PACIENTES SARS-CoV-2 DE LA
SSDH: PROTOCOLO BERLIN-CHARITE.

. EQUIPO DE TRABAJO DE SARS-CoV-2, UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA —
PRESENTADO POR: FACULTAD DE SALUD — LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD.
CARGO: BACTERIOLOGOS Y COORDINADOR DEL LABORATORIO

FAMILIALIZARCE CON LA ME'J'ODOLOGfA DE BIOLOGfA MOLECULAR DEL
PROTOCOLO BERLIN-CHARITE PARA LA IDENTIFICACION DE SARS-CoV-2
REPRODUCIENDO LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR LA SECRETARIA
DEPARTAMENTAL DEL HUILA

OBJETIVO DEL INFORME:

1. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS
VERIFICACION TECNICA RT-qPCR SARS-CoV-2 BERLIN-CHARITE

Recepcion de muestras:

Las 30 muestras fueron proveidas por la Secretaria de Salud Departamental del Huila (SSDH), siendo
relacionadas en el documento adjunto que muestra el cddigo de cada una de ellas. Ademas, se recibieron los
reactivos del kit de Amplificacién de la Super Script/Platinum III, primers y sondas de doble marcaje para el
Gen E y el Gen RNP, ambas marcadas con FAM y en las cantidades y concentraciones mostradas en la imagen
1.

Imagen 1. Carta de remision de especimenes y reactivos proveidos por la SSDH.
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Una vez en la zona de contencién y desembalaje adecuada provisionalmente por la Universidad Surcolombiana
en su Facultad de Salud, se revisaron y codificaron de nuevo con un cddigo interno una a una las muestras
bajo las condiciones de bioseguridad recomendadas por el Ministerio de Salud y el Instituto Nacional de Salud.
(Imagen 2)

Imagen 2. Registro de las muestras ingresadas al I&I Lab en sus formatos internos del SGC.

o S

B e I T - - sl

o] =

Para mayor claridad se muestra magnificada la asignacion de los cddigos internos a los especimenes:

22158=150036

22244=150046

22384=150056

22159=I50037

22245=150047

22385=150057

22160=IS0038

22248=150048

22386=150058

22161=IS0039

22251=150049

22389=1S0059

22162=150040

22256=1S0050

22390=IS0060

22172=150041

22257=150051

22391=150061

22232=150042

22259=150052

22392=150062

22233=150043

22262=150053

22393=1S0063

22235=150044

22263=150054

22394=150064

22238=150045

22264=1S0055

22399=IS0065

Extraccion de RN desde las muestras clinicas: Técnica de perlas magnéticas automatizadas:

Se realiza alicuota de cada muestra en el vial de conservacion (contramuestra) y en la gradilla de extraccion,
esta Ultima se inactiva con proteinasa K, mientras que la contramuestra se congela a -80°C para su
conservacion. Se aplicaron 200 pL de cada una de las muestras en la placa de aislamiento asignada para
muestras del KingFisher Flex. La mezcla “binding” y la dilucién del Etanol se realizd de la siguiente manera
teniendo en cuenta el protocolo entregado por el asesor cientifico de Equipos y Laboratorios de Colombia,
calculandose el volumen necesario de reactivos para un analisis total de 32 muestras, teniendo en cuenta el
MOCK (Control de calidad interno del proceso de extraccion, que consiste en agua calidad biologia molecular
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que se aplicd desde el momento de la extraccién como si fuera una muestra clinica), ademas de una muestra
de mas para medir por seguridad un poco mas del volumen necesario.

Tabla 1. Calculos de los volumenes de reactivos usados para el aislamiento del RNA.

32 muestras
Etanol al 80%: 12,800 mL de Etanol Absoluto + 3,2 mL de H;O libre

de RNAsa
Mezcla binding buffer: Para una muestra: 265 pL | Binding 8,480mL+ Beads:320 L

+ 10 yL

Mapa de trabajo del proceso de extraccion de RNA.
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Luego de Preparar el binding buffer, se adiciond a la placa con las muestras, 275 jL/pozo de mezcla Binding.
En un segundo plato se adicionaron a cada pozo teniendo en cuenta la cantidad de muestras analizadas mas
el MOCK, 500 pL de solucién de lavado (Wash buffer) en un segundo plato, 500 pL de etanol al 80% en un
tercer plato y se adicion6 50 pL de buffer de elucién en un cuarto plato.
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Los cuatro platos fueron procesados automatizadamente en el KingFisher Flex, obteniéndose un volumen final
de elucion de 50uL de cada muestra.

Amplificacion por RT-qPCR de un solo paso

Se realiza amplificaciéon por la técnica Berlin Charité, usando el estuche comercial One-Step
Superscript/platinum III invitrogen, Lote: 2223827, con fecha de vencimiento del 22 de abril de 2022, que
viene provisto de MgS0s, 2x PCR master mix, RT/Taq y ROX. Los primers y sondas para el Gen E y el Gen
RNP a las concentraciones optimas fueron también preparados por el personal del I&I Lab.

Para preparar la mezcla final para la RT-qPCR, se usaron 35 pozos de la placa de RT-qPCR, correspondiente
a 30 muestras, 1 MOCK, 1 control negativo de reaccion y 2 Controles RNA Positivos, ademas de otro control
positivo constituido por el espécimen previamente caracterizado como positivo. Se realiza el calculo del Mix
para 36 muestras como se observa en la siguiente tabla:

Enzima: One-Step invitrogen 36 Enzima: One-Step Invitrogen 36

SARS-CoV-2 Gen E Gen humano RNP

Component Vol pi/total Component Vol pi/total
52 vol pl/1Rx ostede = Vol l/1Rx medtale

2% PCR 2x PCR

master mia 12,5 430 master mix 12,5 0

RT-Mix 0.5 18 AT-Mix 0,5 16

Agua DEPC 4,1 147,56 Agua DEPC 4,1 147.6

MBSOA 0,4 14,4 MgSO04 0,4 14,4

inkciador F Iniciador F

(10 uM) 1 a9 (10 M) 1 %

Iniclador R 16 Inicader R 36

{10 M| 1 (10 uM) 1

Sonda {10 18 Sonda (10 N

uM) 0,5 M) 05 .

RNA 5 RNA 5

Volumen Volumen

final 25 720 final 28 720

En cada uno de los pozos se agrega 20 pL del Mix. Luego de esto, se tomé directamente la muestra de la
placa de elucién en donde se encuentra el RNA aislado y se aplicaron en cada pozo que contenia los 20uL del
mix de RT-qPCR, 5 pL de RNA purificado de cada uno de los pacientes, del MOCK, del control negativo y de
los controles positivos llegando a un volumen final de 25 pL/pozo. Se sellaron y se colocaron en el equipo

QuantStudio5 para realizar RT-PCR en tiempo real. El termociclador fue programado segun las indicaciones
del inserto del Kit Comercial.
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Programacion en termociclador: Sondas marcadas con FAM

1 ciclo 50° 15:00

1 ciclo 95° 2:00

45 ciclos e (1S
58° 0:30 Lectura

Lectura e Interpretacion de Resultados

Los resultados fueron exportados directamente a nuestra nube de datos de Thermo-Fisher y desde alli todo
el grupo de trabajo realizd la interpretacion de cada una de las muestras.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para determinar el resultado POSITIVO o NEGATIVO fueron las
indicadas por el consejo del personal de la SSDH, con alta experiencia en este ensayo, como sigue:

Todas las muestras deben presentar curvas crecientes en sefial de fluorescencia para el gen RNP con un Ct
de hasta 38 ciclos. Esto indica que la muestra contiene RNA suficiente y de calidad aceptable para el andlisis.

La muestra es considerada “positiva para betacoronavirus” si la curva de amplificacién del gen E es logaritmica
con un Ct de hasta 38 ciclos.

Cuando todos los controles cumplen con los requerimientos, una muestra es considerada negativa para
COVID-19 si NO se observa curvas de amplificacion gen E o si esta es superior a un Ct de 38.

Segun indicaciones del personal con experiencia de la SSDH, el valor del threshold de deltaRn que se tomaron
para el analisis de los dos genes fue de 10°, para el fluorocromo FAM.

Con estos criterios se procede al analisis de los controles positivos y negativos del ensayo, ademas de cada
una de las muestras. A continuacion, se mostraran los resultados de expresién de los dos genes evaluados en
los controles POSITIVOS (3), CONTROL NEGATIVO (NTC) y MOCK (segundo control negativo):

Control Positivo 1y 2 de RNA purificado de Pacientes Positivos Previamente caracterizados tanto
por el I&L-Lab como por la SSDH:

Se observa que los targets GEN E, RNP tienen un valor de CT menor de 38 y se encuentran por encima del
threshold lo que valida el resultado como POSITIVO:
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Control RNA 1 positivo (IS0007 - 22991):

CONTROL POS (RNA 1) CONTROL POS (RNA 1)
Gen RNP Gen E
At e Mt = wpircaten #ot

Control RNA 2 positivo (IS0011 - 22996):

CONTROL POS (RNA 2) CONTROL POS (RNA 2)
Gen RNP GenE
ARGATR AT P — Y

Control 3: Muestra clinica positiva previamente caracterizada por la SSDH (cod: 22389):

Se observa que los targets GEN E, RNP tienen un valor de Ct menor de 38 y se encuentran por encima del
threshold, considerado por lo tanto como POSITIVO, como era esperado.
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CONTROL POS (PACIENTE) CONTROL POS
Gen RNP (PACIENTE) Gen E

Ao M abow Phe 3 g ad e et

Control Negativo (NTC):

Este control consiste en adicionar toda la mezcla de RT-gPCR al pozo, excepto algin RNA. En este resultado
se puede observar que ambos targets GEN E y el Gen RNP no supera el threshold y amplificd como se esperaba
lo cual lo valida como resultado NEGATIVO.

NTC Gen RNP NTC Gen E

B hate Mt oy v P

MOCK:

Este control negativo consiste en tratar agua de calidad biologia molecular como un espécimen clinico desde
la extraccion automatizada del RNA. En el MOCK también podemos observar al igual que el control anterior,
que el GEN E y el Gen RNP no superan el threshold, como se esperaba, lo que lo valida como control NEGATIVO
de la extraccién y control de contaminacion cruzada de todo el experimento.
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Teniendo los controles del experimento dentro de lo esperado, se reporta el experimento como interpretable.

Se inicia el analisis de los resultados de los pacientes cuyos resultados fueron los siguientes:

UNIWERSIDAD SURCOLOMBIANA ¢ 3 A~
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HOJA DE TRABAJO RT-PCR SARS Cov.2
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RT-PCR SASR CoV-2
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Con esta segunda validacién se espera incorporar la técnica a nuestros protocolos para iniciar analisis de
muestras de la regién como apoyo al Laboratorio de Salud Publica Departamental, tan pronto como posible.

COMPARACION CON RESULTADOS DE LA SECRETARIA DE SALUD DEPARTAMENTAL

Después de radicar los resultados, la Secretaria de Salud Departamental envié la siguiente tabla al I&I
Lab que compara los resultados de los mismos especimenes clinicos realizados en el Laboratorio de
Infeccion e Inmunidad de la Universidad Surcolombiana y el Laboratorio de Salud Publica
Departamental. El resultado se muestra a continuacion:

Tabla 1. Comparacion de resultados I&I Lab - LSP

LABORATORIO INFECCION
E INMUNIDAD LSP Hulla ANALISIS
10 MUESTRA | RESULTADD | 1D MUESTRA | RESULTADO
1500356 POSITIVO 22158 POSTIVO CONCORDANTE
150037 NEGATIVO 2159 NEGATIVO | CONCORDANTE
150033 POSITIVO 22160 POSITIVO CONCORDANTE
150029 NEGATIVO 2161 NEGATIVO | CONCORDANTE
150040 NEGCATIVO 22162 NECATIVO CONCORDANTE
1S0041 NEGATIVO 22472 NEGATIVO CONCORDANTE
150042 POSITIVO 22232 POSITIVO CONCORDANTE
150043 POSITIVO 22233 2OSITVO CONCORDANTE
150044 NEGATIVO 22235 NECATIVO CONCORDANTE
150045 POSITIVO 22238 POSITIVO CONCORDANTE
150046 POSITIVO 22244 POSITIVO CORCORDANTE
150047 POSIMVO 22245 POSITIVO CONCORDANTE
NO
150048 2OsImvoe 22248 NEGATIVO CONCORDANTE
150049 NEGATIVO 22251 NEGATIVO CONCORDANTE
150050 NEGATIVO 22954 NEGATIVO | CONCORDANTE
150051 NEGATIVO 22257 NEGATIVO CONCORDANTE
190052 POSITIVO 22259 POSITVDG | CONCORDANTE
150053 POSIMIVO 22262 POSITVO CONCORDANTE
1500654 NEGATIVO 7264 NEGATIVO | CONCORDANTE
1S0055 POSITIVO 22264 NEGATIVO NO
CONCOHADANTE
1S0056 NEGATIVD 22334 NEGATIVO CONCOADANTE
150057 POSITIVO 22385 FOSITIVO CONCORDANTE
1S0058 POSITIVO 272386 POSITIVO CONCOADANTE
150059 POSITIVO 32389 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0060 POSIMIVO 22390 POSITIVO CONCORADANTE
1S0061 FOSITIVO 2230 POSITIVO CONCORDANTE
1S0062 POSITIVO 22392 POSITIVO CONCCADANTE
1S0063 NEGATIVD 22395 NEGATIVO CONCORDANTE
1S0064 POSITIVO 22384 POSITIVO CONCORDANTE
150065 NEGATIVO 22399 NEGATIVO CONCORADANTE
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Los resultados mostrados en la Tabla 1, permiten por lo tanto construir la siguiente tabla de contingencia
de 2x2:

Laboratorio de Salud Publica del Huila
Positivo Negativo Total
I&I Lab - USCO | Positivo 16 2 18
Negativo 0 12 12
Total 16 14 30

A partir de la Tabla 1 y de la tabla de contingencia se calcularon los siguientes valores:

Concordancia: 93.3% (28/30)

Sensibilidad: 100%

Especificidad 86%

Valor predictivo positivo: 88%

Valor predictivo negativo: 100%

Validez: 93%

Indice Kappa de Cohen: 0.86. (Ver calculo):

pi-pe  0.933-0.507
K = = ={.865

1-Pg 1-0.507

Nombre: Carlos F. Narvaez Nombre: Sandra L. Delgado Martinez

Director Laboratorio Infeccion e Inmunidad (I&I Lab) Bacteridloga Lider de Calidad Lab. I&I
cfnarvaez@usco.edu.co sandra.delgado@usco.edu.co

Facultad de Salud — Universidad Surcolombiana Facultad de Salud — Universidad Surcolombiana

Nota: Como adjunto se envia el correo completo enviado desde la Secretaria de Salud Departamental al INS
para su respectivo analisis.
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3/2/2021 VassarStats: Statistical Computation Web Site

VassarStats Printable Report:

From an Observed Sample: Estimates of Population Prevalence, Sensitivity, Specificity,
Predictive Values, and likelihood Ratios

Wed Feb 03 2021 11:41:22 GMT-0500 (hora estandar de Colombia))

Values entered:

Condition
Absent |Present|Totals
Test Positive 2 16 18
Test Negative 12 0 12
Totals 14 16 30
Estimated 95% Confidence Interval

Value Lower Limit | Upper Limit
Prevalence| 0.533333 | 0.346399 0.712034
Sensitivity 1 0.759265 1

Specificity | 0.857143 | 0.561507 0.974861
For any particular test result, the probability that it will be:

Positive 0.6 0.407503 0.767766
Negative 0.4 0.232234 0.592497

For any particular positive test result, the probability that it is:
True Positive | 0.888889 | 0.639269 0.980517
False Positive| 0.111111 | 0.019483 0.360731

For any particular negative test result, the probability that it is:
True Negative 1 0.698747 1
False Negative 0 0 0.301253

likelihood Ratios:
[C] = conventional
[W] = weighted by prevalence

Positive [C] 7 1.940247 25.25452
Negative [C] 0 0 NaN
Positive [W] 8 2.143914 29.851948

Negative [W] 0 0 NaN

vassarstats.net
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NOMBRE H1I8 LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD (I&I Lab)

LABORATORIO:

FECHA: 05 DE NOVIEMBRE DE 2020 ] ]
INFORME DE VALIDACION DE AMPLIFICACION DE MUESTRAS CLINICAS DE

e HISOPADO NASOFARINGEO DE PACIENTES SARS-CoV-2 DE LA SSDH.

. EQUIPO DE TRABAJO DE SARS CoV-2, UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA —

PRESENTADO POR: FACULTAD DE SALUD

CARGO: BACTERIOLOGOS Y COORDINADOR DE LABORATORIO

FAMILIALIZARCE CON LA METODOLOGIA DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA

o xlapaedn SRy ey |l LA IDENTIFICACION DE SARS-CoV-2 REPRODUCIENDO LOS RESULTADOS

OBTENIDOS POR LA SECRETARIA DEPARTAMENTAL DEL HUILA

‘ 1. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS

RECEPCION DE MUESTRAS:

Las muestras inactivadas fueron proveidas por la Secretaria de Salud Departamental, siendo relacionadas en
el documento adjunto en donde se mostraba el cddigo de cada una de ellas. Ademas, se recibieron los
reactivos del kit de aislamiento de RNA del dispositivo KingFisher Flex (Thermo) con los volimenes calculados
necesarios para realizar el aislamiento de 40 muestras clinicas. En el documento adjunto también se registrd
el lote, fecha de vencimiento, referencia y volumen de cada uno de los reactivos.

Imagen 1. Foto de la carta de remisidn de muestras y reactivos.
Newa, 5 de noviembre el 2020

Doctor

CARLOS NARVAEZ

Coardinador de Laboratorio de inmundad e infeciologia
Unwersidad Surcolombiana

Ciudad

Cordial saludo,

Hago entroga de las siguienies 40 muestras respratorias pam SARS-Cov-2, el cual
werin utlizadss para la verficaciin ylo validacion del procesd.
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Ademas de loa siguientes reactivos para extraccion y PCR

MVPII Binding Beads Lota: 00932752
F V. 2021-06-30
Ref: A48381
Val.: 410 ul
Mag Max
Elution Solution Lote: 2004015
F.V.: 2021-10-31
Ref.: A4Z362
Vol : 2250 ul
1 -
i
‘-.':.':." Ecifiso Gebemacian, Cade 8 Cro. 4 waguns, Neres - Holla - Colombsia, PEX: (37+8) 8271300
RS ohs dow warw it oo <Tadt Metslalioh . Parsmbonk Mabusrambes dul bioa
d GOBERNACION DEL HUILA \ R!%
, fuil
T’ “(\’Eig
Mag Max Viralpathogen
Binding Solution Laote: 2007071
F.V.: 2021-01-12
Ref.; A42350
Val: 11275 ul
Proweinasa K Lote: 2007031
F.V.:2022.01-28
Val.: 206 ul

Agua esiéril fbre de nucleasss

Véater, sterie, nucleasa-fres

Bictechnoiogy Grade Lote. 18K3056940
Marea: VWR Lffle sciance
Un frasco

Ethanol absolute

Molecutar biclogy grade Late SUO14347
F.V. 102024
Marca: PANKEAC APPLICHEM
Vol.: 25 mi
VIASURE SARS-Cav-2
REAL TIME PCR DETECTION Rel. CT-VSNCO212H
F.V.: 31-08-2022
Una caja
Atontamenie;
Tl Coaaay
ISABEL CUELLAR MEDIN
Profesional Universitanic
BEncargads LSP Hulla
3
L‘;g Edfoio Ootermuciie, Cate B Cin. & esguing, News - Hita - Colmbis. PIX: (57+8) 8671300
T e e o hasdn e o0 Tt @i - Fasel. v v el

Vigilada Mineducacién
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestion de Calidad. La copia o impresién diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.



UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
LABORATORIO INFECCION E INMUNIDAD

BEEo

MI-INV-LAB-FO-29 R8I 1 BN 2020 BENETINGE

INFORME GENERAL

cODIGO

Una vez en la zona de contencién y desembalaje adecuada provisionalmente por la Universidad Surcolombiana
en su Facultad de Salud, se revisaron y codificaron de nuevo con un cddigo interno una a una las muestras
bajo las condiciones de bioseguridad recomendadas por el Ministerio de Salud y el Instituto Nacional de Salud
(INS). Después de la revisién, se encontraron las siguientes particularidades que se realzan en amarillo:

22937 cuatro viales 22995 dos Viales 23017 dos Viales 23036 un Vial
22985 dos Viales 22996 dos Viales 23026 dos Viales 23037 no se encontrd
22987 dos Viales 22997 dos Viales 23027 un Vial 23038 dos Viales
22988 dos Viales 23002 dos Viales 23028 dos Viales 23039 dos Viales
22989 dos Viales 23003 dos Viales 23029 dos Viales 23040 dos Viales
22990 dos Viales 23004 un vial 23030 dos Viales 23041 dos Viales
22991 dos Viales 23005 dos Viales 23031 dos Viales 23042 dos Viales
22992 un Vial 23010 dos Viales 23032 dos Viales 23043 dos Viales
22993 dos Viales 23016 dos Viales 23033 dos Viales 23044 dos Viales
22994 dos Viales 23035 dos Viales 23056 dos Viales
22922 no relacionado | 23057 No relacionado

Imagen 2. Foto de las muestras recibidas
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A pesar de recibir 2 viales de la mayoria de las muestras, los especimenes que se seleccionaron para evaluar
fueron los que tenian el volumen suficiente ya que en cada vial usualmente se encontraron menos de 200 pL
(cantidad minima requerida para hacer la extraccion de RNA, segun recomendacion del fabricante), por lo que
cerca de la totalidad de los especimenes seleccionados fueron las que tenian dos viales. Después de seleccionar
las muestras, se les asign6é un codigo interno del Laboratorio de Infeccidn e Inmunidad, quedando de la

siguiente manera:

Asignacion de cddigos por muestra:

22937 = 1S00001

22995 = 1S00010

23026 = IS00019

23039 = 1S00028

22985 = 1S00002

22996 = 1S00011

23028 = 1S00020

23040 = IS00029

22987 = 1S00003

22997 = 1500012

23029 = 1S00021

23041 = IS00030

22988 = 1S00004

23002 = IS00013

23030 = IS00022

23042 = 1S00031

22989 = IS00005

23003 = 1S00014

23031 = IS00023

23043 = IS00032

22990 = IS00006

23005 = IS00015

23032 = 1S00024

23044 = IS00033

22991 = 1S00007

23010 = IS00016

23033 = IS00025

23056 = 1S00034

22993 = 1S00008

23016 = IS00017

23035 = 1S00026

23057 = IS00035

22994 = 1S00009

23017 = 1S00018

23038 = 1S00027

MOCK

Extraccion de RNA viral desde las muestras clinicas: Técnica de perlas magnéticas
automatizadas:

Las muestras proveidas por el Laboratorio de Salud Publica Departamental ya se encontraban inactivadas por
la adicidn de proteinasa K. Para el aislamiento automatizado de RNA usando el dispositivo KingFisher Flex, se
contd ademas con el acompanamiento de los ingenieros de la empresa Equipos y Laboratorios, quienes fueron
los proveedores de los equipos. Para esto se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
aplicaron 200 pL de cada una de las muestras en la placa asighada para muestras del KingFisher Flex. La
mezcla “binding” y la dilucion del Etanol se realizd de la siguiente manera teniendo en cuenta el protocolo
entregado por el asesor cientifico de Equipos y Laboratorios de Colombia, calculandose el volumen necesario
de reactivos para un analisis total de 37 muestras, teniendo en cuenta el MOCK (Control de calidad interno
del proceso de extraccion, que consiste en agua libre de RNAsa que se aplica desde el momento de la
extraccidn y asi asegurar la calidad de esta) ademas de una muestra de mas para medir por seguridad un
poco mas del volumen necesario.

Tabla 1. Calculos de los volumenes de reactivos usados para el aislamiento del RNA.
37 muestras
Etanol al 80%:

14,800 mL de Etanol Absoluto + 3,7 mL de H;O libre
de RNAsa
Mezcla binding buffer: Para una muestra: 265 L | Para 37 muestras: Binding 9,805mL+ Beads:370 L

+ 10 yL

Mapa de trabajo
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Luego de Preparar el binding buffer, se adiciond a la placa con las muestras 275 pL/pozo de mezcla Binding.
En un segundo plato se adicionaron a cada pozo teniendo en cuenta la cantidad de muestras analizadas mas
el MOCK, 500 pL de solucion de lavado (Wash buffer), en un tercer plato 500 pL de etanol al 80% y en un
cuarto plato se adicion6 50 pL de buffer de elucion.

Los cuatro platos fueron procesados en el KingFisher Flex, obteniéndose un volumen de elucién de 50uL de
cada muestra.

Amplificacion

Se tomaron 38 pozos de la placa de RT-gPCR del estuche comercial VIASURE REF: CT-VSNCO212H, con fecha
de vencimiento del 31 de agosto de 2022, correspondiente a 35 muestras, 1 MOCK, 1 Control Positivo y 1 un
Control Negativo del estuche comercial. Cada pozo de las tiras del estuche comercial fue rehidratado con 15
UL de solucién tampodn de rehidratacion suministrado en el estuche. Luego de esto, se tomé directamente la
muestra de la placa del eluciéon en donde se encuentra el ARN aislado y se aplican en cada pozo 5 L de
muestra de cada uno de los pacientes, del MOCK, del control negativo y del control positivo llegando a un
volumen final de 20 pL. Se sellaron y se colocaron en el equipo QuantStudio5 para realizar RT-PCR en tiempo
real. El termociclador fue programado segun las indicaciones del inserto del estuche comercial.

Lectura e Interpretacion de Resultados

Los resultados fueron exportados directamente a nuestra nube de datos de Thermo Fisher y desde alli, todo
el grupo de trabajo junto con el asesor cientifico de la empresa antes mencionada realizaron la interpretacion
de cada una de las muestras.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para determinar el resultado POSITIVO o NEGATIVO fueron las
indicadas por el inserto del estuche comercial (imagen 4); Adicionalmente, también se consideraron las ultimas
recomendaciones realizada por la OMS y la PAHO (Directrices de Laboratorio para la Deteccidn y el Diagnostico
de la Infeccién con el Virus COVID-19 Marzo 30 de 2020 y Pruebas diagndsticas para el SARS-CoV-2 del 11
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de septiembre de 2020), que recomiendan que en aquellos lugares donde exista una transmision generalizada
del SARS-CoV-2, puede adoptarse un algoritmo diagndstico simple con la amplificacién de una sola diana viral.

Imagen 4. Tabla de interpretacion de los resultados, tomado del inserto del estuche comercial usado.

Gan N Covol | Coveet Comvol
M) (00X} | Whemo (NEX} | Megetive Poutes '

. -~ Ll L

A e
Segun recomendaciones para la interpretacion de los resultados obtenidos con este estuche comercial, una
muestra se considera POSITIVA, si el valor Ct obtenido es menor de 38 y el control Interno muestra o no una
grafica de amplificacion (ya que en ocasiones la deteccion del control interno no es necesaria porque la
presencia de un alto ndimero inicial de copias del acido nucleico diana puede causar una amplificacion
preferencial de esta Ultima), ademas de la amplificacién de los dos genes virales detectados por el estuche.

Una muestra se considera NEGATIVA, si no se detecta curva de amplificacién por encima del threshold y el
control interno si la presenta. La inhibicion de la reaccion de PCR puede ser excluida por la amplificacion del
control interno. Debido a que el estuche proporcional una opcion multiplex para la deteccion de 3 marcadores
simultdneamente (gen ORF1 [FAM], gen N [ROX] y control interno [HEX]), cada uno detectado con
fluorocromos diferentes, los valores de threshold de deltaRn que se tomaron para el andlisis fueron:

FAM: 500,000

ROX: 500,000

HEX: 150,000

Con estos criterios se procede al analisis de cada uno de los resultados, aca mostraremos los controles CPOS,
CNEG y MOCK, los cuales son los que le dan valides a la corrida actual:

Control Positivo:
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Se observa que los targets GEN N, ORFlab y el control interno (CI) tienen un valor de CT menor de 38 y se
encuentran por encima del threshold y del control interno lo cual lo validan como resultado POSITIVO.

Control Negativo:

Anphfoaton Plea [atupher Tar gett Mo ol Rephaaes O Mecn

e ® . ® LefE

En este resultado se puede observar que ambos targets GEN N Y ORFl1ab no supera el threshold automatico
y el CT del CI es menor de 38 y amplificd como se esperaba lo cual lo valida como resultado NEGATIVO.

MOCK:
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En el MOCK también podemos observar al igual que el control negativo que el GEN N y el ORF1ab no superan
el threshold y el CI tiene un CT menor de 38 amplificando como se esperaba, lo que lo valida como control
NEGATIVO de la extraccion y control de contaminacion de todo el experimento.

Teniendo los controles del experimento dentro de lo esperado, se reporta el experimento como interpretable.

Se inicia el analisis de los resultados de los pacientes cuyos resultados fueron los siguientes:

HOJA DE TRABAJO rt-PCR SARS CoV-2

Nombre del analista: Equipo de Trabajo I1&I Inicio de procesamiento:

KIT: Viasure Lote No. : REF. CT-VSNCO212H Hora: 3:30 pm Temperatura: 22° C Humedad: 40%

Fechade imi 31-08-2022 Terminacién de procesamiento:

Fechade realizacion del ensayo: 05 de Noviembre de 2020 Hora: 3:30 pm Temperatura: 22° C Humedad: 40%

RT-PCR SASR CoV-2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A CPOS POS 22990=1S0006 NEG 230003=1S0014 NEG 23044=1S0033 NEG 23033=1S0025 POS 23016=1S0017 NEG
B CNEG NEG 22991=1S0007 POS 230005=1S0015 NEG 23056=1S0034 POS 23035=1S0026 POS 23017=1S0018 NEG
C MOCK NEG 22993=1S0008 NEG 230010=1S0016 POS 23057=1S0035 POS 23038=1S0027 NEG 23026=1S0019 NEG
D 22937=1S0001 POS 22994=1S0009 POS 23039=1S0028 POS 23028=1S0020 POS
E NEG 10 POS 23040=1S0029 POS 23029=180021 POS
F 22987=1S0003 POS 22996=1S0011 POS 23041=1S0030 POS 23030=1S0022 POS
G 22988=1S0004 NEG 22997=1S0012 POS 23042=1S0031 NEG 23031=1S0023 NEG
H NEG 2 13 NEG 23043=1S0032 NEG 23032=1S0024 NEG

Con esta validacion se espera incorporar la técnica a nuestros protocolos para iniciar analisis de muestras de
la regién como apoyo al Laboratorio de Salud Publica Departamental. También se realizara la validacion de la
técnica de Berlin como parte de nuestros protocolos y se espera iniciar en dos semanas luego de la visita de
Verificacion de Estandares de la Secretaria de Salud para el aval por parte de ellos segun el convenio
establecido con el Instituto Nacional de Salud.

Nota: Esta es la segunda versién del presente informe. En esta versién se atendi6 la recomendacion de la
SSDH de usar threshold mas altos para los marcadores analizados, porque en la version 1 se realizd el analisis
teniendo en cuenta el valor de umbral automaticamente generado por el equipo y no el establecido
manualmente basado en la recomendacion recibida por parte de la SSDH sustentada en la experiencia que
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tienen con el uso de este kit y algunas notas dentro del inserto del estuche comercial. Fecha de la segunda
version: noviembre 25 del 2020.

Nombre: Carlos F. Narvaez

Director Laboratorio Infeccion e Inmunidad (I&I Lab)
cfnarvaez@usco.edu.co

Facultad de Salud — Universida Surcolombiana
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INFORME COMPARATIVO ENVIADO POR LA SSDH AL I&I LAB
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Con los datos mostrados arriba, se construyd la siguiente Tabla de contingencia de 2x2:

RT-gPCR SSDH
Protocolo Berlin-Charité

Positivo Negativo | Total
RT-qPCR Positivo 14 4 18
I&1 Lab VIASURE | Negativo 2 15 17
Total 16 19 35

El analisis estaditico realizado en linea muestra el siguiente resultado:

VassarStats Printable Report

From an Observedd Sampde: Estimates of Population Prevalenca, Sensitivity, Speciticity
Predictive Values, and likedihood Rathos

Tha Feb 04 2021 09:45:50 GMT-0500 (hora estandar ge Colombiea))

Values entared:

Condition i

Ahsent [Present Totals
Test Positive 4 i4 13
Test Negatlve 15 2 L7
Tolals i9 16 35

| ~
5% Co .
| Estimated L2320 Confidence Interval

Value Lowes Limit | Upper Limdt

Prevalence| 0457143 | 0.202194 | 0,631265

semewty| 0875 | 0.604127 | 0978047
speoficty| 0. 78474 | 0539021 | 0930293

FOE Sy e Tioufar Dekl raseall, tha dn oty That o wil be

Fostve| 0,514266 | 0.342758 | 0682757
Megetive | 0.48%714 | 0.317243 | 0.65%7247
For any pesticular positive test resu®, the probabdny thest it is:

Tiuw Pustive | 0,777778 | 0.519187 | 0920277
False Pasive | 0.222222 | 0.073723 04ROB13

FOU any posthofar negar ve test reeadt, the probotelty that & =

True Megotve | 0,862353 | 0622506 | 0979356
False Megobve | 0117647 | 0.020644 | 0377494
eed Bood Retion:
(€] = convermonal
LW = weigteed bry prevweonce

Pomittes [C]] 415625 | 1.706425 | 10.123158
wegative [C]1 0158333 | 0.042132 | 0,595024
Pustive [W]| 3.5 1.424038 | 8.508075
Negatve (W1 0,133333 | 0035718 |

0.497727

Se realizd una segunda validacion del estuche comercial VIASURE, usando esta vez 40 especimenes
previamente caracterizados con el protocolo Berlin-Charité. Los resultados obtenidos son mostrados en el
Tabla de 2x2 a continuacion:
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RT-qPCR SSDH
Protocolo Berlin-Charité
Positivo | Negativo | Total
RT-gPCR Positivo 29 9 38
|&I Lab VIASURE | Negativo 2 35 37
Total 31 44 75

LTI

MI-INV-LAB-FO-29 R8I 1 BN 2020 BENETINGE

- Validez de la prueba: 85%

- Sensibilidad de la prueba: 93%

- Especificidad: 80.3%

- Valor predictivo positivo (VPP): 76%

- Valor predictivo negativo (VPN): 94%

- Concordancia: 85.3%

- indice de concordancia ajustada Kappa: 0.70, error estandar 0.08 (IC 0.95 [0.54-0.86])
(http://vassarstats.net/).

Cuando resultados del primer y segundo experimento de validacién fueron analizados en conjunto, se
obtuvieron los siguientes resultados:

RT-qPCR SSDH
Protocolo Berlin-Charité
Positivo | Negativo | Total
RT-gPCR Positivo 29 9 38
|&I Lab VIASURE | Negativo 2 35 37
Total 31 44 75

Con los datos anteriores se realizo el siguiente analisis estadistico:
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VassarStats Printable Report:

From an Observed Sample: Estimates of Population Prevalence, Sensitivity, Specificity,
Predictive Values, and likelihood Ratlos

Wead Feb 03 2021 11:20:47 GMT-0500 {hora estandar de Colombia))

Values entered:

Condition
Absent |Present|Totals
Test Positive 9 29 38
Test Negative 35 2 37
Totals 44 31 75

Estimated 05% Confidence Interval

Value Lower Limit | Upper Limit
Prevalence| 0.413333 | 0.302692 0.532913
Sensitivity | 0.935484 | 0.77157 0.988746
Specificity | ().795455 | 0.642479 0.896733

For any particular test result, the probability that it will be:

Positive | 0.506667 | 0.389633 0.623014
Negative| 0.493333 | 0.376986 0.610367

For any particular positive test result, the probability that it is:
True Positive | 0.763158 | 0,593852 0.879735

False Positive| 0.236842 | 0.120265 0.406148
For any particular negative test result, the probability that it (s:
True Negative | 0.945946 | 0.804695 0.990582
False Negative| 0.054054 | 0.009418 0.195305

likelihood Ratios:
(C] = conventional
[W] = welghted by prevalence
Positive [C]| 4.573477 | 2.535273 | 8,250272
Negative [C]| 0.081106 | 0.020986 0.313456
Postive [W] | 3.222222 | 1.772667 5.857117

Negative (W] | 0.057143 0.0148 0.220634
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Data Entry
B
1 2 3 4 5 6 7 8 Totals
1 29 9 -—-- -—=- -—-- -——- -—== -—=- 38
2 2 35 s === e e e e 37
3 _——— _——— _——— _——— _——— _———— ———— _——— _————
4 SN ALY, e s EEE PO R, FERCT FEEL
A
5 _——— _———— _———— _——— _——— _———— ———— _——— _————
6 e SIS s sgmoz sz R S gy e
7 —— ——— —_— —_——— — —_— ——— —_— —
8 P s 2w Lgmoz sz s e cpzy: e
Totals 31 e S e = e ey = 75
Unweighted Kappa
Observed
Kappa .95 Confidence Interval
Standard Lower Upper
Q7073 Error Limit Limit
Method 1 0.0815 0.5475 0.8671
Method 2 0.0801 0.5503 0.8643
0.8138 maximum possible unweighted kappa, given

the observed marginal frequencies

0.8691 observed as proportion of maximum possible

En conclusion, el estuche comercial VIASURE tiene un indice Kappa=0.70 con el estandar de oro (Berlin-
Charité), soportando que el método tiene una concordancia CONSIDERABLE.
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HJI8 L ABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD (I&I LAB) — FACULTAD DE
SALUD — UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA

17 DE FEBRERO DE 2021

TERCER INFORME DE VALIDACI('),N DE AMPLIFICACION DE MUESTRAS
CLINICAS DE HISOPADO NASOFARINGEO DE PACIENTES SARS-CoV-2: KIT
COMERCIAL DA AN GENE Co. LTD.

EQUIPO DE TRABAJO DE SARS-CoV-2, UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA —
FACULTAD DE SALUD — LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD.
BACTERIOLOGOS Y COORDINADOR DEL LABORATORIO.

FAMILIALIZARCE CON LA METODOLOGIA DE BIOLOGIA MOLECULAR DEL
ESTUCHE COMERCIAL DA AN GENE Co. LTD PARA LA IDENTIFICACION DE
0 -0 pATo R0 SBR[l 1| HY SARS-CoV-2 COMPARANDOLO CON LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR LA
TECNICA BERLIN-CHARITE YA GENERADOS ANTERIORMENTE POR
NUESTRO LABORATORIO.

1. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES REALIZADAS

VERIFICACION TECNICA RT-qPCR SARS-CoV-2 DAAN GENE

NOMBRE
LABORATORIO:
FECHA:

NOMBRE DEL INFORME:

PRESENTADO POR:
CARGO:

Seleccion de muestras:

Se seleccionaron 17 muestras POSITIVAS (con Ct<25) y 17 muestras NEGATIVAS, que fueron procesadas
anteriormente en el laboratorio por la técnica Berlin-Charité.

Estas muestras se encontraban almacenadas desde el momento posterior a su procesamiento a -70°C hasta
la fecha. Una vez seleccionada, se llevaron a la zona de contencidn y desembalaje adecuada provisionalmente
por la Universidad Surcolombiana en la Facultad de Salud, se revisaron una a una las muestras para verificar
que tuvieran el volumen necesario para su analisis bajo las condiciones de bioseguridad recomendadas por el
Ministerio de Salud y el Instituto Nacional de Salud. Para mayor claridad se muestran los cddigos internos de
los especimenes seleccionados en la siguiente tabla:

Tablal. Especimenes seleccionados previamente analizados por la técnica Berlin Charité.

IS0861 POSITIVO

IS0975 POSITIVO

IS1195 POSITIVO

1S0864 POSITIVO

1S0976 POSITIVO

1S1200 POSITIVO

1S0868 POSITIVO

1S0980 POSITIVO

1S1269 NEGATIVO

1S0872 NEGATIVO

1S1102 NEGATIVO

1S1276 NEGATIVO

1S0873 POSITIVO

IS1165 NEGATIVO

1S1278 NEGATIVO

1S0878 POSITIVO

IS1170 POSITIVO

1S1284 NEGATIVO

1S0882 POSITIVO

IS1174 NEGATIVO

1S1287 NEGATIVO

1S0887 POSITIVO

1S1181 POSITIVO

1S1294 NEGATIVO

1S0893 POSITIVO

1S1184 POSITIVO

1S1298 NEGATIVO

1S0898 POSITIVO

1S1189 NEGATIVO

IS1300 NEGATIVO

IS0899 NEGATIVO

1S1192 NEGATIVO

IS1310 NEGATIVO

1S1497 NEGATIVO
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Extraccion de RNA desde las muestras clinicas: Técnica de perlas magnéticas automatizadas:

La extraccion se realizd de forma automatizada. Para esto, se adiciond a la gradilla de extraccidn del KingFisher
Flex 200 pL de las muestras, posteriormente se inactivan con proteinasa K. La mezcla “binding” y la dilucién
del etanol se realizo siguiendo las instrucciones del protocolo recomendado por el fabricante y como se observa
en la Tabla 2, calculandose el volumen necesario de reactivos para un andlisis total de 36 muestras, teniendo
en cuenta el MOCK (Control de calidad interno del proceso de extraccidn, que consiste en agua calidad biologia
molecular que se aplicd desde el momento de la extraccion como si fuera una muestra clinica), ademas de
una muestra de mas para medir por seguridad un poco mas del volumen necesario como se observa en la
Imagen 1.

Imagen 1. Mapa de trabajo del proceso de extraccion de RNA.

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
l s I LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD g g g O
HOJA DE TRABAJO DE EXTRACCION RNA
(= TN MI-INV-LAB-FO-36 VERSION 1 VIGENCIA PAGINA 1 DE 1
TECNICA: PERLAS MAGMNETICAS AUTOMATIZADAS BEADS LOTE: 00353671 F.\: 2021-08-31
NOMBRE DE LA PRUEBA: MAGMAX ELUTION LOTE: 2003034 F.\: 2021-03-07
RESPONSABLE: ADRIANETHCASTANEDA - SARA ANGEL FECHA DE REALIZACION: 16-02-2021
L 2 3 4 5 6 i 8 9 10 LL 12
A MOCK 150893 151195 151269 151310
B 150864 150893 151200 150872 151276 151497
150864 151170 150899 151278
C
150862 150975 IS1165 151284
D
150873 151131 151174 151287
E
150872 151134 151139 151294
F
150882 150976 151192 151298
G
150887 150980 151202 151200
H
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Luego de preparar el binding buffer, se adiciond a la placa con las muestras, 275 uL/pozo de mezcla binding.
En un segundo plato se adicion6 a cada pozo teniendo en cuenta la cantidad de muestras analizadas mas el
MOCK, 500 uL/pozo de solucién de lavado (Wash buffer), en un tercer plato 500 pL/pozo de etanol al 80% y
en un cuarto plato se adicion6 50 uL/pozo de buffer de elucion. Los calculos para la preparacion de buffer
binding y el Etanol al 80% se presentan en la tabla 2.
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Tabla 2. Calculos de los volumenes de reactivos usados para el aislamiento del RNA.

36 muestras

Etanol al 80%: 14,400 mL de Etanol Absoluto + 3,6 mL de H;O libre
de RNAsa

Mezcla binding buffer: Para una muestra: 265 L | Binding 9,540 + Beads:360 pL

+ 10 yL

Los cuatro platos fueron procesados automatizadamente en el KingFisher Flex, obteniéndose un volumen final
de elucion de 50uL de cada muestra.

Amplificacion por RT-qPCR

Se realiza amplificacion por la técnica comercial DA AN GENE, Lote: 2020058, con fecha de vencimiento del
23 de febrero de 2021, siguiendo todas las recomendaciones del fabricante. El estuche viene provisto de una
solucion A: que contiene primers especificos, sondas, buffer tris (acido aminometano hidroclérico) y una
solucién B: que contiene Taq DNA Polimerasa y Transcriptasa reversa. Los dos grupos de reactivos (A y B)
fueron mezclados por el equipo de trabajo del lab I&I siguiendo los pasos recomendados en el inserto del
estuche comercial. A continuacion, se muestra la mezcla de las dos soluciones por cada muestra:

NC(ORF1ab/N) PCR reaction | NC(ORF1ab/N) PCR reaction Mezcla de Amplificacion
Solucion A Soluciéon B
17 yL 3L 20 pL

Se usaron 37 pozos de la placa de RT-qPCR, correspondiente a: 1 MOCK, 1 control negativo y 1 Control Positivo
que vienen en el Kit. Se realiza el calculo del Mix para 36 muestras como se observa en la Imagen 2:

Imagen 2. Hoja de Trabajo Amplificacién RT-qPCR

LS [

CoM0 PNV LA D5 VERSON
K1-PCR SASR Cov 2

Moratee oe s Anabetx Eopapo 2 Taaxe Lad k) nica ge Pracaasméenic:

e TN GENE Lote Moo 2222627 s Tormperahmy.  Rafwaaa
locha de venchrsenie: 20 de wtmo e 2021 TRIRANROER Ol T10Casarant i

i O MK O B V700280 (Lo Tevepe ey e a T
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En cada uno de los pozos se agrego 20 pL de la mezcla. Luego de esto, se tomd directamente la muestra de
la placa de elucion en donde se encuentra el RNA aislado y se aplicaron en cada pozo que contenia los 20uL
del mix de RT-gPCR, 5 pL de RNA purificado de cada uno de los pacientes, del MOCK, del control negativo y
del control positivo (estos dos Ultimos suministrados por el Kit Da An Gene Co LTD) llegando a un volumen
final de 25 pL/pozo. Se sellaron y se colocaron en el equipo QuantStudio5 para realizar RT-qPCR. El
termociclador fue programado segun las indicaciones del inserto del Kit Comercial como se observa en la
Imagen 3.

Imagen 3. Condiciones del Ciclo

Stage Reps Target (°C) Running Time Data Collection
i 1 50 00:15:00 :
2 | 95 00:15:00 -
3 45 ER] 00:00:15 =
55 00:00:45 v

Lectura e Interpretacion de Resultados

Los resultados fueron exportados directamente a nuestra nube de datos de Thermo Fisher y desde alli, todo
el grupo de trabajo realizd la interpretacion de cada una de las muestras.

Los criterios que se tuvieron en cuenta para determinar el resultado POSITIVO o NEGATIVO fueron las
indicadas por el inserto del estuche comercial Da An Gene; Adicionalmente, también se consideraron las
ultimas recomendaciones realizada por la OMS y la PAHO (Directrices de Laboratorio para la Deteccion y el
Diagndstico de la Infeccidon con el Virus COVID-19 Marzo 30 de 2020 y Pruebas diagndsticas para el SARS-
CoV-2 del 11 de septiembre de 2020), que recomiendan que en aquellos lugares donde exista una transmision
generalizada del SARS-CoV-2, puede adoptarse un algoritmo diagnostico simple con la amplificacion de una
sola diana viral.

Segun recomendaciones para la interpretacion de los resultados obtenidos con este estuche comercial, una
muestra se considera POSITIVA, si el valor Ct obtenido es menor de 40 y el control Interno muestra o no una
grafica de amplificacion (ya que en ocasiones la deteccion del control interno no es necesaria porque la
presencia de un alto ndimero inicial de copias del acido nucleico diana puede causar una amplificacion
preferencial de esta Ultima), ademas de la amplificacién de los dos genes virales detectados por el estuche.
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Una muestra se considera NEGATIVA, si no se detecta curva de amplificacion de los genes virales por encima
del threshold y el control interno si la presenta. La inhibicion de la reaccion de PCR puede ser excluida por la
amplificacion del control interno. Debido a que el estuche proporciona una opcidon multiplex para la deteccion
de 3 marcadores simultdneamente (gen ORF1 [VIC], gen N [FAM] y control interno [Cy5]), los valores de
threshold de deltaRn que se tomaron para el analisis fueron:

VIC: 100,000

FAM: 100,000

Cy5: 50,000

Con estos criterios se procede al analisis de cada uno de los resultados, acd mostraremos los controles C-POS,
C-NEG y MOCK, los que analizados en conjunto muestran que el ensayo fue completamente interpretable:

Control Positivo:

Ampiification Plot

Se observa que los targets GEN N, GEN ORF Y CI tienen un valor de CT menor de 40 y se encuentran por
encima del threshold, lo que valida el resultado como POSITIVO

Control Negativo:
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En este resultado se puede observar que ambos targets GEN N y el Gen ORFlab no supera el threshold y
amplificd6 como se esperaba y que sélo el control interno amplificé ya que la mezcla esta disefada para
reaccionar con cualquier RNA humano validandolo como resultado NEGATIVO.

MOCK:
N
Ampisficatian Plot
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Este control negativo consiste en tratar agua de calidad biologia molecular como un espécimen clinico desde
la extraccion automatizada del RNA. En el MOCK también podemos observar al igual que el control anterior,
que el GEN N, el Gen ORF1ab y el CI no superan el threshold, como se esperaba, lo que lo valida como control
NEGATIVO de la extraccion y control de contaminacion cruzada de todo el experimento.
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Teniendo los controles del experimento dentro de lo esperado, se reporta el experimento como interpretable.
Se inicia el analisis de los resultados de los pacientes cuyos resultados fueron los siguientes:
Tabla 3. Comparacion de resultados con los generados con la técnica Berlin-Charité
RESULTADOS Berlin Charité RESULTADOS DAAN ANALISIS
GENE
1S0861 POSITIVO | 1S0861 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0864 POSITIVO | IS0864 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0868 POSITIVO | IS0868 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0872 NEGATIVO | IS0872 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S0873 POSITIVO | IS0873 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0878 POSITIVO | IS0878 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0882 POSITIVO | IS0882 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0887 POSITIVO | IS0887 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0893 POSITIVO | IS0893 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0898 POSITIVO | IS0898 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0899 NEGATIVO | IS0899 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S0975 POSITIVO | IS0975 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0976 POSITIVO | IS0976 POSITIVO | CONCORDANTE
1S0980 POSITIVO | IS0980 POSITIVO | CONCORDANTE
1S1102 NEGATIVO | IS1102 | NEGATIVO | CONCORDANTE
IS1165 NEGATIVO | IS1165 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1170 POSITIVO | IS1170 POSITIVO | CONCORDANTE
1S1174 NEGATIVO | IS1174 | NEGATIVO | CONCORDANTE
IS1181 POSITIVO | IS1181 POSITIVO | CONCORDANTE
1S1184 POSITIVO | IS1184 POSITIVO | CONCORDANTE
1S1189 NEGATIVO | IS1189 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1192 NEGATIVO | IS1192 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1195 POSITIVO | IS1195 POSITIVO | CONCORDANTE
1S1200 POSITIVO | IS1200 POSITIVO | CONCORDANTE
1S1269 NEGATIVO | IS1269 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1276 NEGATIVO | IS1276 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1278 NEGATIVO | IS1278 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1284 NEGATIVO | IS1284 | NEGATIVO | CONCORDANTE
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1S1287 NEGATIVO | IS1287 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1294 NEGATIVO | IS1294 | NEGATIVO | CONCORDANTE
151298 NEGATIVO | IS1298 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1300 NEGATIVO | IS1300 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1310 NEGATIVO | IS1310 | NEGATIVO | CONCORDANTE
1S1497 NEGATIVO | IS1497 | NEGATIVO | CONCORDANTE

Los resultados mostrados en la Tabla 3, permiten por lo tanto construir la siguiente tabla de contingencia de
2Xx2:

BERLIN-CHARITE

Positivo | Negativo | Total
DAAN GENE | Positivo 17 0 17
Negativo 0 17 17
Total 17 17 34

A partir de la Tabla 1 y de la tabla de contingencia se calcularon los siguientes valores:

Concordancia: 100% (34/34)
Sensibilidad: 100%
Especificidad 100%

Valor predictivo positivo: 100%
Valor predictivo negativo: 100%
Validez: 100%

Indice Kappa de Cohen: 1.

Con esta tercera validacién se espera incorporar la técnica a nuestros protocolos para iniciar analisis de
muestras de la regidon como apoyo al Laboratorio de Salud Publica Departamental.

Nombre: Carlos F. Narvaez Nombre: Sandra L. Delgado Martinez

Director Laboratorio Infeccion e Inmunidad (I&I Lab) Bacteridloga Lider de Calidad Lab. I&I
cfnarvaez@usco.edu.co sandra.delgado@usco.edu.co

Facultad de Salud — Universidad Surcolombiana Facultad de Salud — Universidad Surcolombiana
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1. OBIJETIVO

Verificar el desempefio de la prueba Detection Kit for 2019 Novel coronavirus (2019-nCoV) RNA
(PCR-Fluorescence Probing) Cat. # DA-930.

2. RESPONSABILIDAD

Es responsabilidad del lider técnico del Laboratorio de virologia realizar el procesamiento de las
muestras por las dos metodologias establecidas segun las condiciones descritas en los insertos
técnicos de los estuches comerciales a verificar.

3. SELECCION DE MUESTRAS A TRABAJAR

Las muestras fueron seleccionadas de la coleccién de muestras respiratorias productos de la
vigilancia por laboratorio de Coronavirus. Las muestras reposan en el laboratorio de respiratorios
y han sido previamente caracterizadas mediante prueba molecular qRT-PCR segun protocolo de
Charité (Berlin-Alemania) transferido al Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) desde la
Organizacidon Panamericana de la Salud. Los resultados obtenidos en el LNR cuentan con la
trazabilidad y garantia de resultados en el marco del Sistema de Gestién de la Calidad.

CATEGORIA No. DE MUESTRAS
Muestras caracterizadas previamente como POSITIVOS por
. 35
RT-PCR para coronavirus
Muestras caracterizadas previamente como NEGATIVOS por 10

RT-PCR para coronavirus

Las muestras empleadas para el desarrollo de esta verificacién tuvieron un ciclo de umbral (Ct)
en deteccién baja, media y alta para garantizar la sensibilidad de los kits a verificar. Se empled
RNA extraido con estuche MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit (Roche).

4. METODOLOGIA
Reactivos

e Detection Kit for 2019 Novel coronavirus (2019-nCoV) RNA (PCR-Fluorescence Probing)
Cat.#DA-930

I - I [ T
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Equipos

e Mystaire cabina de flujo laminar PCR

e Termociclador 7500 FAST DX instrument Applied Biosystem
e Micropipeta: calibrada a conformidad

e Termohigrémetro: calibrado en temperatura

Profesionales
e Lider técnico del laboratorio virologia

Acorde a las instrucciones establecidas en cada uno de los insertos técnicos (condiciones de
master mix, condiciones de ciclado, adicion de RNA, etc), se realizé el procesamiento de las
muestras por duplicado. La caracterizacion inicial de las muestras fue la siguiente:

Tabla 1. Caracterizacion inicial de las muestras por protocolo Berlin

CODIGO Protocolo Berlin INS CODIGO Protocolo Berlin INS
GVI-R-106425 Positivo 2020070401198 Positivo
GVI-R-106488 Positivo 2020070401201 Positivo
GVI-R-106435 Positivo 2020070401202 Positivo
GVI-R-106444 Positivo 2020070401203 Positivo
GVI-R-106469 Positivo 2020070401205 Positivo
GVI-R-106471 Positivo 2020070401206 Positivo
GVI-R-106470 Positivo 2020070401207 Positivo
GVI-R-106476 Positivo 2020091500016 Positivo
GVI-R-106442 Positivo 2020091500017 Positivo
GVI-R-106428 Positivo 2020091500018 Positivo
GVI-R-106453 Positivo 2020091500019 Positivo
GVI-R-106461 Positivo 2020091500020 Positivo
GVI-R-106433 Positivo 2020091500021 Positivo
GVI-R-106451 Positivo 2020091500022 Positivo
GVI-R-106454 Positivo 2020091500023 Positivo
GVI-R-106474 Positivo 2020091500024 Positivo
GVI-R-106493 Negativo 2020091500025 Negativo
GVI-R-106494 Negativo 2020091500026 Negativo
GVI-R-106495 Negativo 2020091500027 Negativo
GVI-R-106472 Negativo 2020091500028 Negativo
2020070401195 Positivo 2020091500029 Negativo
2020070401196 Positivo 2020091500030 Negativo
2020070401197 Positivo

W I [
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5. RESULTADOS

Detection Kit for 2019 Novel

Detection Kit for 2019 Novel

CODIGO Protocolo Berlin INS coronavirus (2019-nCoV) RNA CODIGO Protocolo Berlin INS coronavirus (2019-nCoV) RNA
(PCR-Fluorescence Probing) (PCR-Fluorescence Probing)
GVI-R-106425 Positivo Positivo 2020070401198 Positivo Positivo
GVI-R-106488 Positivo Positivo 2020070401201 Positivo Positivo
GVI-R-106435 Positivo Positivo 2020070401202 Positivo Positivo
GVI-R-106444 Positivo Positivo 2020070401203 Positivo Positivo
GVI-R-106469 Positivo Positivo 2020070401205 Positivo Positivo
GVI-R-106471 Positivo Positivo 2020070401206 Positivo Positivo
GVI-R-106470 Positivo Positivo 2020070401207 Positivo Positivo
GVI-R-106476 Positivo Positivo 2020091500016 Positivo Positivo
GVI-R-106442 Positivo Positivo 2020091500017 Positivo Positivo
GVI-R-106428 Positivo Positivo 2020091500018 Positivo Positivo
GVI-R-106453 Positivo Positivo 2020091500019 Positivo Positivo
GVI-R-106461 Positivo Positivo 2020091500020 Positivo Positivo
GVI-R-106433 Positivo Positivo 2020091500021 Positivo Positivo
GVI-R-106451 Positivo Positivo 2020091500022 Positivo Positivo
GVI-R-106454 Positivo Positivo 2020091500023 Positivo Positivo
GVI-R-106474 Positivo Positivo 2020091500024 Positivo Positivo
GVI-R-106493 Negativo Negativo 2020091500025 Negativo Negativo
GVI-R-106494 Negativo Negativo 2020091500026 Negativo Negativo
GVI-R-106495 Negativo Negativo 2020091500027 Negativo Negativo
GVI-R-106472 Negativo Negativo 2020091500028 Negativo Negativo
2020070401195 Positivo Positivo 2020091500029 Negativo Negativo
2020070401196 Positivo Positivo 2020091500030 Negativo Negativo
2020070401197 Positivo Positivo

6. ACUERDO DE CONCORDANCIA

Se aplicé la formula para la obtencidn del indice kappa y establecer un acuerdo de concordancia

de los resultados entre la prueba standard (Protocolo Berlin) y el estuche Novel coronavirus

(2019-nCoV). Se obtuvo una concordancia completa (100% de acuerdo).

7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el ejercicio de verificacion del método comercial Novel coronavirus

(2019-nCoV) son acordes a los obtenidos en la caracterizacidn inicial de las muestras analizadas

permitiendo obtener un resultado satisfactorio para los estuches comerciales verificados vy

mencionados en este informe.

FIN DEL DOCUMENTO
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MARTHA LUGIA O3PIHA MARTINET, mayor de eded y vecina de Bégold D.C.. wlenldcada ¢on 13 cédule da
civdadania Mo, B6.825.627, quisn actia an nombre v rapresentandn dal INSTITUTO NACIONAL DE SALUD -
INE, an su tarddde e Diraciara CGeneral debidamenie nombrada e 27 de sol da 2016 msdianle & Dacrnedo
704, y puseslonada e 2 de mayo de 26 del Instituto Ciertifico y Téonico, con persireeia juridica, autanamlg
sfminisiraiiva v palrimonic propio, ressiructurado medsints Oeoetoe 4100 de 2041, con NIT Ko, $38.959.402 -
4, adscrilc o Mmisteria de Salked v Prgeccidn Soeial, por una pare, ¥ por 13 atra. LA UNIVERSIDALH
SURCOLOMBLANA raprasentada legalments por HERNANDD GIL TOVAR, domesliado (8] en NEIYA, mayor
de adad, identificada eon i cadula de cludadanaa Mg 12.113 234 de NMEIVA, en su cakidad de Fepresenlants
gal de LA UNIVERSIDAD SURCCLOMBIANA, ¥ ambos denominados "Las Partes™ han acordsdo gusenbir ¢
presante OTROEI de Modificacidn al tomvdnio de cooperagion blo. 41 de 2020, prewias |as siguiantes
LenSiderACInas

Due =l Insliule Nadonal de Saled y LA UMIVERSIDAD SDRCOLOMBIARNA Suscriblercn el comanio espacial
de cooperacin Ho, 41 de 2020, cuyo objeto fua “Auner esfuerzos tEenkas enire o Insliluie Nacional de Salud.
INS y EL LABORATORID DE IMFECCION E INMUNIDAD DE La UNIVERSIDAD SURCCGLOMEIANA pera 1a
rakracian de la precta de PR en tempa real (AT-gFLR) pera disgnéslico da SARS-So-2 {COYID0-15)

Que medianie la Resclussin 1462 det 25 ge agesto de 2020, " 86 promoga |3 emergencie sanitana por al
NUSy coraneEvins que cawea la COVID-18, se modifican las esalucicrms 385 ¢ 244 de 2020 °

Que arie [a contingencia diferentes sectores, universidedes y centroe de invesligacion sn o marce de 1a
respansabulidad accial v an pro g6 |a ealud publica han ofrecido su colabomcitn al INS con &l fin de apovar lag
ectividedes dispusstas para la alencidn do |3 smiergencia sanitaia, a raves da convenias de cooparasidin cuya
Pacha de Nnahzaclen fJuedn eatablecida hestes 2| 31 de diciembre de 20240,

Qa8 una vaz analizsds i8cnicaments sa ha identifisade gue &5 negadand dar continuidad a 1os coamanios con al
in de conflayar ¢an |a mikgacsn det virua y conjuwar los efactos da la pandomia genovdda por o SARS.CoV-2
(COWID-19); razdn por 2 cual el Institukd Nasanal de Salud requiere realizar convenios con entiddes técnscas
cimndifesas 0 edecatnas Ja diferenle naduralers que apoyen [a realizacion da 13 prusba de PCR an iempe: real
(ET-qPCR! u oirae prmbas de detmccion de Acidas nuclessas parg disgnastico de SARS-Cov-2 (COVID-195,
gue bErsanda ea cuenka la geatngencia requiefen de un wrabejo mercomunadoe anire Ios diferentes seclards
Eociakes = institucionalas.

La dinamica ¥ B evoduclén de la pandemla & neel rmuadial v 185 diferentas fases de avanca da la misma an las
reiciiea dal pals, rafuarzan la necasidad de continuar con [a raspussta desde @ Fed 2 pludda 4 disghedcs
d# SARS-GaW-2 {190, son el fin de eontar con capacidad EBonica inetelada pare 13 ceptacitn oporens
ta confirmacidn dizgnéalica por labomaterio de e caens probables, idantificacion da portadoms dal virus  raslie
de contacios, dentificacion da conglomerados, deteccion de broles y rebrobes, asliinaciden desl Coongae|zanee i
dhel Swonlo £f poblacsanss vulnerabes & deofdicarian Jde areas priottarias para intersand y tomar e medidas
apropiadas,

A%l mimo, & yobiehd naclowal, eao del confinamienie generalizedo v ante |a necasidad de la reepertura
gradusl econémica diaand 8 Esrategia PRASS (Pruabas, Raslren y Aislamignto Selective Sostenbles - Degrtid
1574 dal 19 de gefubre de 220, qua conssle on aumetiar |3 capecidad de oferla de prusbas diegnaeticas
pera la deteccion oportuna de caacs. 8l rastran de contaclcs v al aiskEmianit selmctivo sostanible, oo el objeine
de disminuir la yalocidad de transmision el COVIDAZ, inlerrdmpir (a5 cadenas de frangmigidn y manleneso en
niveles que peomitan retamar e ectividad en lodo el temiterc Mecional, por todo kb entsricr &6 eceEsA™D
wlgndar & plaze de duracion dé kas reienddos canvenios.

Qe 13 Facullad de Galud da la Universidad cuenta con varios labor@alorios con axperi=ncia en 3 aplicacion de
meslgxdes de bickagia snpecylar para la dentiflcacldn de agentea Infeqcicdon endémicos coma B Flaviimng
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Crentre de mlos o518 el Labomilorio de Infedcicn & Inrunidéd de & Facullad de Saled, dingide por #l Profescs
Amqciada Carlos Fernando Marvger, Leboralorin que cuwenla con gran  experlencia  insestigativa en
enfarmadedes Wrelet como & dengua. Esta Laboreilonio ectuande como aliedo de la Secretada da Salud
Chapaeiamantal exla spacylaande Aciyalmeante un proyecto finamciada por el S e qeneral de regallas gque Hens
oy chyellvn fordalecer 13 infraesineciure para effontar agentea bilogeos de slio fiesgo pera la aalud humana
an &l depatamantos dal Huila, o que incluye por supuesic al S34R5-Col-2_ Esla propussia (= ha permitido
dotarse dé equipns moderras pars 12 idenldoasdn de agentes infesnagas. Adickonalmente, o Labecalarln de
wifecmion e Inmunidad ha establecids colaboraciores acadadmicas previae A la pandemia con la Secretarla de
Ealvd Ceperdamantal parmitionde mejoRr g condidicnns esiganieng o d sl ide Cie ATl i arales
ragaarAlkenenie,

En considaracidn e o antondar soajustacan @ sligulenlss clausulas:

CLALSULAS:

FRIMERA- L 13 cuaAl qledard A%

SEGUNDA: DELIGACZIGHES DEL LABORATORIG. En virtud del pragante conwvenio =& obliga a:

Curnplir con ko requisics sxdgidos por al NS A fire dé Ser dulorizado comd [sboraistio da didgnesticn para la
prukba e PCR e i real (RT-0P0R)Y 0 atras metodalegles pare dedeccitn de Boidos nuclefcos para
diaqnistico de SARS-Col-2 (CORID-1%). Estos raquisiice 58 encusntran enm &l Anexe 1. Herrameenla de
varificacion de eslandares de calidad v procedimiento de aulorgacidn da 18rgecs,

Festpetar v eatar |08 prncipas, pollicas y nomnee del INS

fecibir, cuando aplique, fa fransfarencia del mEtode por parte dal LNR o dal LSP Bajt [sezamisnics del NG
Contar con un drea de conbencicn adecyaga dedada de ana cabina da bicaequrldad clase I A2 rdealmedte o
cigge 1| AT oon duck) pare el desembalaje de las muestrea. asd coma las areae tBcnicas diferenciadas para la
realzacian del ansayo de RT-qPCR u otros ansayod para la deteccion de acickhs nucleicos,

Cantar eon oy equeans requedldaz para la realizacién del enaeyo que lenpan laa inlersencionsa metrokigicaa
vroendes: aEntenirmentos, calbracdn y calfessian. seqon el ipo da equipo

Crocumendar todes 'os procadiminntas que confeve el anall$ls Je muestras hasta La enmislon de resultades (ver
docurnenlacikn schcdada en harramenta de verificacion da eetdndaras de calidad anexso 1}

Mantener adecuadamente archivadoa bos desumenios w ragisings asoclados al ensapd v A b malrdhadia gpor un
1rmine minime de cinco (5) afcs para efkcies de redsiin posledon, segin aea el can.

Curnphr 2an &% condeignes dal fluja de infoemacion para & vigiancia en zahed piblica, de acusrdo con |es
linaamientos eataklecidos por o ING, que se dardn a concesr &n el actd de micic, una vez se o ugar a ellg.
Hilizar los to3ctivos, @n I catod que asl suceda, uncamenle para lo indeado por 2l INS an ssta Convenio
Bzpecsl de Cooperscon .

. Presantar un informa técnico cuando sea solicitadky poe el NS
, Ermitir 103 regulladng ded diagnodatico por pade de perscnal profesional con tituk legalmente reconmcdo cn

Calombie como becterifleges. laboreisristas clinsas, micrabidioges v bnanakstas o bedlogos «an maestrla an
hipkagia raalecular, 83 coana contar con Iz taneis profezional emitida por la autorded comespondisnte.
Establecar os figmpos de cpofunidad de acesdn a8 ay capacdad de proceeameenio, £EtoE wempes de
Tespyweales na deben exceder an oromedes las eatenta v dos (72 horas ¥ gamntzar [2s condicicnds gk
eelablecidas por & LMNA del INS

Contar cor un sbquiena de yedlhcacito de los infarmea de resullados.

Garanllzar slempre la confidencialded de |e infommacitn, qua e5ta 523 antragada 3 sclicilants

Suschkdr los acumrdos de confdencialicdac enlregados por <l kS, &l 8 ello hubiese gar.

Garenllzer que la informacion obtenide durente el desamelle del convenic no s diviigada o lofal, ™
percialmante par pare del LABDRATORID o sug colaboradones.

Reportar apartunaments cualguer wregularided técnice en = manajo da reactivos. asi como [#llas en O3
efquipos que 5= aslan utilizando para el desarrali de las aciyladon,
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MODIFICACION ¥ PRORROGA No. 1 AL CONYENIO 41 DE 2020

Cantar con ks reaclives & insumos pary @ raalizacidn de lagz pruebas para lentfcacion de SARS-Dow-2
{CONID-1R). cuando al INS no loa proparcione

Raaliras & consarvaadn de mussiras de acuendo can s Insamisntos (Eaenkns estahiecidoa par el NS
Impdementar ks linesmientoa. comunicadoe y demas direddnees iRcnicaes emitidas par al IMS

Garantizar la dewoluciin mn perdfeclas condicionms de los reactivos po olilizadas, caarddo & NS los hays
proparsicnads, & la finalgaciin del convanino,

L umplir com bos lineamisntos MEoncos ¥ astretagias da control de calided dwaccicnadas por @l IMS ¢ 8l LSP dala
entidad ferifgnal a |a cual ¢ encuenire adsomte

En casn de utilizer una metadologle comersal diferente = la transferida por &l NS, gata debers contar con wn
procesc dm venficacidn o validackin smcundaria, gue podra malizar cualguier |sboratonio autorizade para =
dlagniatico de SARI-Cobd-2 ooal s NS

PARAGRAFD; EL LABORATORKY sem resporsable y dobard garantizar o cumplimiente de ke
eatandares minimos de bicsegurded estaecidos par Orgeneaciin tdundal de e Satud

SEGUNDS_ MODIFICACION CLAUSULA TERCERA |2 cual quadard est:
"TERCERA; DELHGACIONES DE LA ENTIDAD. En vilud dul presants conqnio L& ENTIDED se obliga a:

Frastar pepoyo lEcnico al laboratorioe como asascria v asrstancia tonica.

Capaciar al LARQRATORIO, cuandn 2ed necezana, en las atapas del proceso pre snalltico, anallfice ¢ posk
anallico. incluyardo el repora da reavttados.

Shirrmigiar 1& Reerfumeen A paca el reporie de dnformacion &l ING

Hacer entrega de ke meclivos, an loa casos que 38l procada, Unicamende para lo indicedo par €1 INS en eate
Tanveniy ESpecial de Canpersiin,

Tranzlerir el ensays de PCR en ernpea real (RT-qPCR] pard dizgndstico de SARSCoV S (COVID-1D), segun Ly
metodekogie 2 implementarss por EL LABORATORIC

Sl 2 mlarmes Hcnices sticicnzakes, cuando considar dcesario.

Feecibir 108 reactivos no ubilizados por EL LABORATORIC ¥ enlregsdcs par el INS & 13 inalizacin del anyenig.
tuando sa8 del caano.

Elaigrar g dbutedos dé conlidéncialidad & suscribke,

Aulorizer €l iAo de hos dates abtenidoa con fines investsyativos dentro de 13s consideragonas Sticas, resansa de
la infarrnacicn y protaccion 98 datcs que comezponda, pravio avise al IMG acesca da |3 imwestigacion a realizar
pX EL LABLDRATORID

TERCERA: MODIFKCACION CLAUSULA OUINTA: |a clausule Quinta quaders asl:

QUINTA: PRODUCTOS
Diligenciar el aplicalvo GishMuasirae COVIC-18, disenado por el IME para el reqistrc de los caacs positivos,
negativas y meslrag rechazAdas, didrisemanie Gn 0S mmomenlog que pars elld e definan,

CUARTA: MODMFICACION CLAUSULA SEPTIMA: La chiusuka Septima quedars aai:

SEPTIMA: DURACKIN; El presante Conyenio tendrd upa duracion a partir del cumplimienta da los requisites da
perfeccicnamienta v hasta &l 31 decemiwe ded 121,

QUINTE MODIFICACION GLALSULA QCTAVA: I3 Clausula octavd quedand asi

OCTAVA: CESION Tenendd peegentd que ¢ comgnio g8 hace con mspecto 3 la calidad ce las PARTES,
ninguna d& kas partes podra ceser 8 ningun tHoo, el o percaimente 1Be obligecicnes coniraldes an eals
CAanwenio.
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BEATA; Las demas clausulas del panvenlo se mantlersn YIgenles y sin modificacion akgura, #n cuanl no sean
cvvirariga &l presante documenta,

Die egnigermidad oan o antenar, v conve prueba eypresa de aceptacisn da au contenida LAS PARTES suzcnben
& presemle documesnia, en 8 ciudad de Bogaotd DC. 3 ke
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2--2020-005606

Bogotd D.C., 26 de Diciembre de 2020
Doctor

Hernando Gil Tovar
Rector (E)

Universidad Surcolombiana

rectoria@usco.edu.co
NEIVA

Asunto: Acta de inicio como laboratorio colaborador autorizado por el Instituto Nacional de Salud
para operar como laboratorio de diagndstico molecular del nuevo SARS-CoV-2 (COVID-
19)

Respetado Doctor Gil,

En cumplimiento de las competencias del Instituto Nacional de Salud establecidas en el Decreto
780 de 2016, la Resolucion 1619 de 2015 y la Resolucion 922 de 2018 para la autorizacion a
terceros y teniendo en cuenta la generacion del convenio No. 41 de 2020, cuyo objeto es: “Aunar
esfuerzos técnicos entre el Instituto Nacional de Salud-INS y el Laboratorio de Infeccidon e
Inmunidad de la Universidad Surcolombiana para la realizacion dela prueba de PCR en tiempo
real (RT-qPCR) para diagndéstico de SARSGS- CoV2 (COVID-
19)” mediante protocolo de Charité, Berlin Alemania, contando con la verificacion realizada por el
Laboratorio de Salud Publica de Huila frente al cumplimiento de estandares de calidad y la
verificacion del método en la mencionada institucidon, a continuacién, relacionamos las condiciones
que deberan cumplir en el marco del convenio:

1. Oportunidad en la entrega de resultados: el Laboratorio debera funcionar bajo las mismas
condiciones del Laboratorio Nacional de Referencia del INS, ofreciendo una oportunidad en el
diagndstico de acuerdo con su capacidad instalada.

2. El Laboratorio debera adoptar los mismos algoritmos o flujogramas de diagndstico definidos.

3. El Instituto Nacional de Salud-INS a través del Laboratorio de Salud Publica- LSP establecera
las estrategias de control de calidad para la metodologia realizada.

4. El Laboratorio queda oficialmente notificado como laboratorio colaborador para diagndstico de
COVID-19 a partir del 24 de diciembre de 2020, fecha en la cual se encargara de apoyar el
diagndstico para este evento en el departamento.

5. El Laboratorio debera coordinar con el LSP el flujo de informacién de acuerdo con la siguiente
ruta:

a. Diligenciar o cargar el nUmero de casos positivos, negativos y totales, diariamente en el
aplicativo SisMuestras. Para obtener la clave y contrasefia enviar un correo electrénico al
correo sismuestras@ins.gov.co con la siguiente informacion: Nombre de la instituciéon, municipio y
departamento, correo electronico y nombre de la persona responsable.

b. Se recuerda que el Unico vocero oficial autorizado es el Ministerio de Salud y Proteccion Social

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia =

Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704 i‘f % P1/3
correo electrénico: contactenos@ins.gov.co

Pagina web: www.ins.gov.co z

Linea gratuita nacional: 018000 113 400 SGS
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6. Se deberan evaluar las estrategias de entrega de resultados para garantizar la oportunidad
en la respuesta diagnéstica.

7. Se anexa circular 019 de 2020 del Instituto Nacional de Salud “Actualizacidon de Lineamientos
técnicos sobre el manejo de muestras, insumos e informacidn técnica sobre SARS-COV-2" para
conocimiento, cumplimiento y fines pertinentes.

8. Se anexa comunicado de control de calidad del diagndstico del SARS-CoV-2
9. Se anexa Comunicado eliminacién de muestras SARS-CoV-2

10. La autorizacién otorgada es exclusiva para las instalaciones del laboratorio donde se realizé
la visita de estandares de calidad, por lo tanto, cualquier cambio que impacte directamente el
diagndstico molecular del nuevo SARS-CoV-2 (COVID-19) como instalaciones, sedes, equipos o
metodologias debe ser informado de manera inmediata al LSP para su correspondiente revision.

11. Es importante aclarar que la técnica de diagndstico molecular que utilizara el laboratorio,
posee verificacion o validacidon secundaria realizada por el laboratorio, sin embargo, el INS ni el
LSP la utiliza, por lo tanto, es importante que, desde el LSP, en el marco de sus competencias
relacionadas con los procesos de control de calidad o evaluacién del desempefio del diagnéstico,
se mantenga en permanente contacto para desarrollar las actividades pertinentes que se
deriven de este proceso y a través del tiempo se garanticen los resultados de la prueba.

Atentamente,

@Lw/u%fg

ASTRID CAROLINA FLOREZ SANCHEZ
Director Técnico

Indicar en letras el nimero de anexos y entre paréntesis su contenido y el nimero de folios

No. Anexos: 4 No. Folios: 16
Nombre circular, lineamientos y anexo
anexos:

Copia Ext: Claudia Helena Ruiz Jaramillo, Secretaria de Salud

Copia Ext: Maria Clemencia Charris; Coordinadora LSP

Elaboro: ESTHER CRISTINA BARROS LINAN

Av. Calle 26 No. 51- 20, Bogota, D.C., Colombia

Conmutador: (1) 220 7700 Ext. 1703-1704 ff‘r
correo alectronice: contactenos@ins.goveo °
Pagina wab: www.ins.gov.co 2

Linea gratuita nacional: 018000 113 400 B,

P2/3
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Estmada Dr. Polania, i

Can la presants comunicackin solictamos se de contnurss WSTOIaNG GRS & et S8 Sraes e
2021 a la conlrataciin de las funcionanas relacionaras 8 Cortsscn, Mssres fares rEATEr
SUS BEMICIOS CoOmo bacterdiogas 3 & Secretaria de Sl Lital, agproysreds & Sl reis i
del SARS-CaV-2, ademds de la detecodn da Dengue ¢ Zia viurs en & Latnrsdors da nfersdn o
Inmunidad de la Universidad Surcolombians, en & maro del propecisn TFORTALEDWRENTS TE
CAPACIDADES INSTALADAS DE CIENCIA ¥ TECNOLOGIA GE LA CEEFNELM DL MHar
¥ LA UNIVERSIDAD SURCOLOMEIANE PABA ATENDER PROBLEMATICAS ASICIALES TN
AGENTES BIOLOGICOS DE ALTO RIESGD PARA LA SALLD HUMANS EN B
DEPARTAMENTO DEL HUILA",

5“mmmf“mMmeﬁEﬂT[EMJ“W&?HM&ZM&
Wﬂﬁﬂﬁmmmmﬁmmmm:mﬁwu.amm Lam
profesionales son;

- SARALUCIAANGEL 0850 (C.C. 1.076.96% 704}
- SANDRA LILIANA DELGADO MARTINEZ (C.C. 41,961 755)

De nolar, eslas pofesionsfes Tueron ya Trrmadss & dagrinien de erlferrarSaSe s
emergentes en la Gudad de Bogots, en &l mars del meamo propeci.

Agradecemos su amable atencidn y estaremos alenits & cusicser durds

Copta: Dra. Mavis Clmancea fingrs Garsis, Dirsctors daf Latortons S Salue Pasles Dot
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4/2/2021 Universidad Surcolombiana Mail - RE: SOLICITUD CLAVE Y CONTRASENA

.-E-rr y

| HJ SURCOLOMBIANA Carlos Fernando Narvaez Rojas <cfnarvaez@usco.edu.co>

RE: SOLICITUD CLAVE Y CONTRASENA

1 message

sis Muestras <sismuestras@ins.gov.co> Tue, Jan 12, 2021 at 5:11 PM
To: Carlos Fernando Narvaez <cfnarvaez@usco.edu.co>

Buenas tardes,

A continuacion, relacionamos usuario y contrasefia de acceso a SisMuestras PCR:

Usuario: cfnarvaez@usco.edu.co
contrasena:

https://apps.ins.gov.co/SisMuestras/

SisMuestras COVID-19 | Ingreso

Bienvenido Utilice sus credenciales de acceso para ingresar. ... Bienvenido Utilice sus credenciales de
acceso para ingresar.

apps.ins.gov.co

Cordialmente;

SISMUESTRAS
I- i :: [} . o [} 1 4
Instituto Nacional de Salud

PBX: (1) 2207700 Ext: 1254-1411

Av. Avenida calle 26 No. 51-20
Bogota D.C., Colombia. www.ins.gov.co

De: Carlos Fernando Narvéez <cfnarvaez@usco.edu.co>

Enviado: lunes, 28 de diciembre de 2020 10:10 a. m.

Para: sis Muestras <sismuestras@ins.gov.co>

Cc: vicerrectoria de investigaciones y proyeccion social - usco <viceinvestigaciones@usco.edu.co>
Asunto: SOLICITUD CLAVE Y CONTRASENA

Cordial saludo,

Con el presente correo solicito amablemente se asigne clave y contrasefa de la plataforma sismuestras al Laboratorio de
Infeccién e Inmunidad de la Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana, quien recientemente recibio el aval del

https://mail.google.com/mail/u/0?ik=8174a6fa4b&view=pt&search=all&permthid=thread-a%3 Ar-8248516080107038400%7Cmsg-f%3A1688720639056018665&si...  1/2
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http://www.ins.gov.co/
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mailto:sismuestras@ins.gov.co
mailto:viceinvestigaciones@usco.edu.co
Carlos F. Narvaez
Resaltado
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INS para apoyar a la Secretaria de Salud del Huila en el diagnéstico molecular de SARS-CoV-2 segun referencia niumero
2--2020-005606 del 26 de diciembre del 2020. La informacion requerida para esto es la siguiente:

Nombre de la Institucién: Universidad Surcolombiana - Laboratorio de Infeccion e Inmunidad.
Ciudad y Departamento: Neiva - Huila

Persona de Contacto: Carlos Fernando Narvaez (cfnarvaez@usco.edu.co).

Estaremos atentos a proporcionar cualquier informacion adicional.

Muchas gracias por su atencion,

Carlos F. Narvaez

Jefe Division de Inmunologia

Coordinador del Laboratorio de Infeccion e Inmunidad

Facultad de Salud

Universidad Surcolombiana

AVISO LEGAL: Este correo electrénico, incluidos sus anexos, contienen informacién confidencial, privilegiada, clasificada
o reservada del Instituto Nacional de Salud para conocimiento y uso exclusivo del destinatario, la cual adicionalmente
puede estar sujeta o protegida por derechos de autor, propiedad industrial o propiedad intelectual. Si usted es el
destinatario, le solicitamos darle un manejo estrictamente confidencial, absteniéndose de usarla, copiarla, descargarla,
divulgarla, difundirla, publicarla o reproducirla a terceros o para fines no autorizados, garantizando que se mantenga la
confidencialidad sobre el contenido, los datos o informacion de contacto del remitente y en general sobre la informacion
de este mensaje y/o archivos adjuntos. Si usted no es el destinatario de este mensaje o lo ha recibido por error, por favor
notifiquelo de inmediato al remitente, eliminelo a la mayor brevedad de sus archivos y absténgase de retenerlo,
imprimirlo, usarlo, copiarlo, distribuirlo, divulgarlo o hacer publico su contenido. El Instituto Nacional de Salud no asume
responsabilidad sobre las opiniones o criterios expresados en este mensaje, los cuales no necesariamente coinciden con
las posiciones institucionales de la Entidad y tampoco garantiza que su contenido y archivos adjuntos estén libres de
virus e interferencias." “LEGAL NOTICE: This email message and the attachments transmitted with it, may contain
confidential, privileged, classified, and reserved information owned by Instituto Nacional de Salud, and are intended solely
for knowledge and exclusive use of the addressee, and may be protected by copy rights, industrial and intellectual
property. If you are the intended recipient, you must use this message under strict confidentiality, abstaining yourself of
using it, copying it, downloading it, disseminating it, diffusing it or publishing it, to any third part or for unauthorized
purpose, warranting the confidentiality on its content, data or intended recipient contact, and, over all the information
included on this message and the attachments transmitted with it. If you are not the intended recipient of this message or
you have received it in error, please notify the sender immediately by replying to the message and please delete it
immediately from your computer, abstaining yourself of retaining it, printing it, using it, copying it, downloading it,
disseminating it, diffusing it or publishing it. Instituto Nacional de Salud does not assume any responsibility about the
opinions and criteria of this message, which are not necessarily according to the official or institutional directions. Instituto
Nacional de Salud does not warrant that the content and the attachments transmitted with it will be free of virus or
interference.”

https://mail.google.com/mail/u/0?ik=8174a6fadb&view=pt&search=all&permthid=thread-a%3 Ar-8248516080107038400%7Cmsg-f%3A1688720639056018665&si...  2/2
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&) S'SMUESTRAS

REPORTE INDIVIDUAL DE RESULTADOS SARS COV2 DE LABORATORIO

Generado a través de SisMuestras el:  jueves, 28 de enero de 2021 12:59 p.m.

PACIENTE
Nombre: () G @ oooc @
Fecha de Nacimiento:  4/10/1970 Edad: 50 Sexo: Femenino
Departamento de Residencia: HUILA
Regimen: Contributivo Aseguradora: SANITAS EPS SA
LABORATORIO
Laboratorio que Procesa: |Universidad Surcolombiana - Laboratorio Fecha de cargue: [miércoles, 27 de enero de 2021 6:11
de Infeccién e Inmunidad. p-m.
Resultado: NEGATIVO Tipo de Examen: qu’
MUESTRA
IPS que envia: SECRETARIA DE SALUD MUNICIPAL DE NEIVA
Fecha de toma de muestra: 27/01/2021 Fecha de Resultado: 27/01/2021
Departamento de toma HUILA Municipio de toma NEIVA
Muestra: Muestra:

Observaciones generales:

FIN DEL INFORME

=z L] " .
—_ Not larat

-y SISMUESTRAS ota aciaratorta :

(™ G DAL TR - T o sl Este informe corresponde a la consulta de los resultados reportados al sistema de

== informacién SisMuestras por los diferentes laboratorios colaboradores autorizados
Avenida Calle 26 N° 51-20, Bogoté D.C., Colombia de.acuerdo a la Resolucién 1619 d? 2015, quienes son losv responsables de emitir
Conmutador: (1) 2207700. Ext. 1703 - 1704 el informe del ensayo del laboratorio de las muestras analizadas de acuerdo a sus
Correo electronico: contactenos@ins.gov.co protocolos internos."

Pagina web: www.ins.gov.co
Linea gratuita nacional: 018000 113 400

Pagina 1
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Secretaria de Salud
Departamental

TABLA 1. Relacion de muestras

Enero 19 del 2021

BOLETIN EPIDEMIOLOGICO Covid-19

LABORATORIO DE SALUD PUBLICA DEL HUILA

TABLA 4. Muestras procesadas RT-PCR con sospecha Covid-19
Acumulado Ultimas 24 Horas NEGATIVO | INDETERMINADO | POSITIVO | RECHAZADAS
Muestras tomadas en el LSPH 647 54 Muestras procesadas en el LSPH 55 0 38 0
Muestras recibidas de la red de laboratorios 1533 184 Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e Inmunidad U.
Total de muestras 2180 238 Surcolombiana - Colaborador 46 1 27 0
Total de muestras procesadas RT-PCR 101 1 65 0
. : TABLA 5. Muestras procesadas prueba Antigeno
TABLA 2. Relacién de muestras procesadas Antigeno : NEGATIVO POSITIVO
Prucbas de Antigeno procesadas en el LSPH Acurlnsuzlado UItlmasl? Homes Muestras procesadas en el LSPH en las ultimas 24 Horas 9 7
Muestras procesadas en el LSPH acumulado 100 52
Total de muestras procesadas prueba Antigeno 109 59
TABLA 3. Relacion de muestras procesadas RT-PCR
N Ultimas 24 Horas 238 muestras fueron ingresadas en el Laboratorio de Salud
Muestras procesadas en el LSPH 1192 164 Publica del Huila en las ultimas 24 Horas, 164 muestras
Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e fueron procesadas en el LSPH y 74 se procesaron en el
Inmunidad U. Surcolombiana - Colaborador 988 74 Laboratorio colaborador. Se procesaron 16 pruebas de
Total de muestras procesadas RT-PCR 2180 238 Antigeno de pacientes sintomaticos .
Fueron identificados 65 nuevos casos en el LSPH en alianza
con el Laboratorio de Infeccion e Inmunidad de la
Universidad Surcolombiana como colaborador.
S —
GOBERNACION DEL HUILA HVUI""A'

Luis Enrique Dussdn Lépez
GOBERNADOR
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TABLA 1. Relacion de muestras

Enero 29 del 2021

TABLA 4. Muestras procesadas RT-PCR con sospecha Covid-19

BOLETIN EPIDEMIOLOGICO Covid-19

LABORATORIO DE SALUD PUBLICA DEL HUILA

Acumulado Ultimas 24 Horas NEGATIVO | INDETERMINADO | POSITIVO | EN PROCESO
Muestras tomadas en el LSPH 1056 33 Muestras procesadas en el LSPH 107 1 46 11
Muestras recibidas de la red de laboratorios 3248 123 Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e Inmunidad U.
Total de muestras 4304 156 Surcolombiana - Colaborador 0 0 0 0
Total de muestras procesadas RT-PCR 107 1 46 11
.. ; TABLA 5. Muestras procesadas prueba Antigeno
TABLA 2. Relacién de muestras procesadas Antigeno : NEGATIVO POSITIVO
- Expmilro il G Muestras procesadas en el LSPH en las ultimas 24 Horas 5 1
Pruebas de Antigeno procesadas en el LSPH 272 & Muestras procesadas en el LSPH acumulado 184 88
Total de muestras procesadas prueba Antigeno 189 89

TABLA 3. Relacion de muestras procesadas RT-PCR

156 muestras fueron ingresadas en el Laboratorio de Salud
Publica del Huila en las Ultimas 24 Horas, de las cuales 154

Acumulado Ultimas 24 Horas
Muestras procesadas en el LSPH 2687 154
Muestras procesadas por el Lab. Infeccion e
Inmunidad U. Surcolombiana - Colaborador 1617 0
Total de muestras procesadas RT-PCR 4304 154

muestras fueron procesadas en el LSPH.

Se procesaron 6 pruebas de Antigeno de pacientes
sintomaticos.

Fueron identificados 46 nuevos casos en el LSPH para
Covid-19.
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Las vacunas histéricamente han sido medidas de
intervencion sanitaria para la prevencidon de las
enfermedades infecciosas y eficaz desde el
componente costo efectivo; ahora es la esperanza
gue se tiene para lograr mitigar y controlar la
pandemia de COVID19.

En Colombia la vacunacién es considerara una
prioridad en salud publica, de accesibilidad
universal y gratuita; de igual forma con el paso de
los afos se ha consolidado como uno de los
mejores y mdas completos programas en América
Latina, con una disponibilidad actual de 21
biolégicos que previenen 26 enfermedades, su
enfoque de intervencién estd dirigido a la
poblaciéon de nifios y nifias menores de 6 afos,
nifas de 9 afios, mujeres gestantes y adultos
mayores de 65 afos; estableciendo los principios
de beneficencia, solidaridad, con enfoque a
poblacién vulnerable, disminuyendo las brechas
de inequidad vy propiciando transparencia,
progresividad, primacia del interés general y la
eficiencia.

Tablal. Estado actual COVID 19

Huila Colombia El Mundo
'i' 46.221 'i| 2.094.884 |i| 102.840.181
Casos Casos Casos
confirmados confirmados confirmados
e 43.124 ! 1.938.322 e 56.974.909
4= |Recuperados P Recuperados L Recuperados
1500 53.983 2.225.302
Fallecidos Fallecidos Fallecidos
3.2% 2,6% 2,2%
B Letalidad Letalidad Letalidad
— 1.483 ' 96.643 @ 43.639.970
l‘ Casos Activos - Casos Activos Casos Activos

Fuente: SSDH

En el estado actual de la pandemia en la semana
epidemioldgica 04 del afio 2021, el departamento del
Huila comienza una tendencia al descenso de los casos
activos en tres puntos porcentuales (3%), por debajo
de porcentaje nacional (5%) y por debajo del
comportamiento mundial (42%).

Boletin de COVID-19 hasta la
semana Epidemiolégica 4 de 2021

Con fecha de corte el 31 de enero.

Grafico 1. Distribucion de casos confirmados COVID 19.
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Fuente: SSDH
Para la cuarta semana epidemioldgica del afo 2021 se
observa una disminucién del 17% (n=2.422) en la
notificacién de los casos, comparado con la semana
anterior donde se notificaron 2.928 casos.

Grafico 2. Casos de COVID 19 por edad y estado
general.
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Fuente: SSDH

Del total de personas positivas para COVID 19 El 76%
son jovenes y adultos, mostrando que los casos graves
siguen afectando a la poblacidn en estado de vejez y
envejecimiento, con una letalidad en este curso de
vida del 15,6%.

La razén de infectados por COVID 19 por género es de
10 mujeres por cada 9,9 hombres; el 2% corresponden
a nifios y nifias menores de 10 afios, estableciendo una
edad promedio de las personas infectadas es de 40,6 ¢
+ 18 afios, con limites minimos de 11 dias de vida hasta
el maximo de 104 afios, donde el 50% de los casos
tienen 38 afios o menos (Q2); por lo que no se
observan cambios significativos de dichas variables
durante la semana.

Carrera 20 No 5b-36; Neiva — Huila - Colombia; PBX: 8701980
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Grafico 3 Positividad de las pruebas diagndsticas de
para SARS CoV-2 el Huila.
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Fuente: SSDH

La linea horizontal amarilla representa la meta de 500
pruebas por semana por 100 mil habitantes, meta que fue
alcanzada durante la semana 3. Para la semana 4 se
realizaron 492 pruebas de rRT PCR semanales por 100 mil
habitantes, 1.4% menos que la semana anterior; el
porcentaje de positividad fue de 31.8%, disminuyd en un
16.3% comparado con la semana anterior.

Tabla 2. Conglomerados del COVID 19. Huila.

Instituciones de Salud 80 582 1619 17 3 77 35,9
Empresas 89 877 2297 4 2 87 38,2
Policia 22 319 427 0 0 22 74,7
FFMM 9 69 78 1 0 9 88,5
Centros de proteccion 18 265 442 23 1 17 60,0
Poblacién Carcelaria 5 1045 2017 6 3 2 51,8

f 4 13 37 2 0 4 351
Comunitario 6 81 782 2 1 5 10,4
Plaza de mercado 1 10 188 0 0 1 53
Migrantes 1 2 15 1 0 1 13,3
| Total General 235 3263 7902 56 10 225 41,3

Fuente: SSDH

El 38% de los conglomerados lo generan las empresas,
aumentando el riesgo de exposicién a la infeccidon en este
entorno laboral con atencién al publico; sin embargo, la
tasa mas alta de positividad se presenta en las fuerzas
militares.

La relacién del total de casos confirmados por
conglomerados y sus contactos es de 2,5 casos, con una
letalidad del 2%. Esto nos indica que debemos continuar
fortalecimiento el monitoreo y seguimiento a la adherencia
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Con fecha de corte el 31 de enero.

de los protocolos de bioseguridad adaptados por las
instituciones en la reactivacion de la econdémica, teniendo
en cuenta la circular externa 618 del 15 de enero de 2021.

Tabla 3. Vigilancia COVID 19 por zonas del departamento
del Huila.

Municipios Regional Ca_s_os F_aII?cidos Fallecidos Recuperado Casos
Positivos COVID 19 activos
Agrado Centro 132 3 116 13
Altamira Centro 57 1 2 54 [0}
Garzén Centro 2217 5 78 1997 137
Gigante Centro 490 3 13 458 16
Guadalupe Centro 212 13 196 3
Pital Centro 101 1 2 95 3
Tarqui Centro 229 3 10 197 19
Suaza Centro 151 3 13 120 15
Centro 3589 16 134 3233 206
Neiva Norte 30649 56 857 29077 659
Aipe Norte 360 13 335 12
Algeciras Norte 508 4 17 459 28
Baraya Norte 119 3 107 9
Campoalegre Norte 859 4 35 789 31
Colombia Norte 86 1 80 5
Hobo Norte 125 2 6 111 6
Iquira Norte 59 0 53 6
Palermo Norte 609 2 15 563 29
Rivera Norte 637 17 605 15
Teruel Norte 149 2 6 136 5
Santa Maria Norte a7 1 3 40 3
Tello Norte 141 1 13 125 2
Villavieja Norte 131 6 109 16
Yaguara Norte 159 5 152 2
Norte 34638 72 997 32741 828
La Argentina Occidente 176 5 151 20
La Plata Occidente 708 44 630 34
Nataga Occidente 75 2 3 68 2
Paicol Occidente 104 o 4 85 15
Tesalia Occidente 182 1 4 164 13
Occidente 1245 3 60 1098 84
Acevedo Sur 152 2 19 128 3
Elias Sur 77 o 75 2
Isnos Sur 536 3 28 495 10
Oporapa sur 137 1 7 120 9
Palestina Sur 84 5 62 17
Pitalito Sur 4570 13 198 4132 227
Saladoblanco sur 158 3 140 15
San Agustin Sur 583 3 31 501 48
Timana Sur 452 1 18 399 34
Sur 6749 23 309 6052 365
HUILA 46221 114 1500 43124 1483

Fuente: SSDH

El 56% de los casos activos se encuentran concentrados en
la zona norte, disminuyendo en 16 puntos porcentuales,
comparado con la semana anterior; la capital del
departamento tiene la mayor frecuencia relativa con el
79,5% de los casos; seguido por la zona sur con el 15%, que
aumenta 9 puntos porcentuales en la ultima semana,
siendo el municipio de Pitalito quien aporta el 62% de estos
casos activos en la zona, aumentando dos puntos
porcentuales comparado con la semana anterior.
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http://www.huila.gov.co/
http://www.facebook.com/huilagob

& |&
1 L
PO (RECE SECRETARIA

Boletin Emdemicionico Semanal

Tabla 4. Comportamiento de la morbimortalidad por

COVID 19.
L Tasade incidencia Tasade
Municipio acumulada (por 100.000 | Mortalidad or
Hb) 100.000 Hb)

NEIVA
PITALITO 3552,83
CAMPOALEGRE 2739,42
TELLO 1194,92
ISNOS 2084,06
GARZON 2990,45 105,21
SAN AGUSTIN 1728,59 91,91
SANTA MARIA 449,24 91,91
VILLAVIEJA 1809,39 82,87
TIMANA 2048,03 81,56
HOBO 1692,16 81,22
AIPE 2175,75 78,57
ALGECIRAS 2250,28 75,30
ACEVEDO 600,84 75,10
TERUEL 1840,87 74,13
GUADALUPE 1158,34 71,03
LA PLATA 1134,98 70,54
RIVERA 2534,72 67,65
YAGUARA 2056,92 64,68
PAICOL 1547,16 59,51
OPORAPA 1149,33 58,72
SUAZA 664,35 57,20
TARQUI 1291,67 56,40
PALERMO 2265,54 55,80
GIGANTE 1981,72 52,58
ALTAMIRA 1305.,24 45,80
NATAGA 1141,03 45,64
PALESTINA 737,17 43,88
LA ARGENTINA 1337,18 37,99
TESALIA 1666,21 36,62
BARAYA 1439,11 36,28
AGRADO 1477,01 33,57
SALADOBLANCO 1495,22 28,39
PITAL 725,21 14,36
COLOMBIA 1217.,44 14,16
ELIAS 1790,70
IQUIRA 631,35
HUILA 4117,24 —
NACIONAL 4158,79 107,17

Fuente: SSDH

El departamento del Huila tiene una incidencia
acumulada por debajo a la tasa nacional con 4.117
casos por cada 100.000 habitantes, los municipios de
Neiva y Pitalito registran las tasas mds altas de
incidencia por encima de los 3.500 casos.
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Con fecha de corte el 31 de enero.

Hasta la semana epidemioldgica 04 del afio 2021 han
fallecido 1.500 personas asociadas a COVID-19,
presentando asi una letalidad por SARS CoV-2 del
3,2%, mostrando una estabilidad durante la pandemia;
los municipios que presentan las tasas mas altas de
mortalidad son Neiva, Pitalito, Campoalegre, Tello e
Isnos por encima de 133 casos fatales por cada
100.000 habitantes.

En promedio la edad de los fallecidos es de 69 ¢ + 15
anos, con limites minimos de 4 meses hasta el maximo
de 104 anos, donde el 50% de los casos tienen 71 afios
o menos (Q2). La razén de mortalidad es de 6,2
mujeres por cada 10 hombres.

Grafico 4. Distribucion de casos probables de COVID 19,

Ficha 345, 346 y 348.
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Fuente: SSDH

La notificacidn de casos probables de COVID 19 tuvo su
primer pico durante la semana 43 y un segundo pico
de mayor altura y menor duracién durante la semana 1
y 2 con 900 casos reportados en promedio. Para la
semana 04 el reporte fue de 400 casos, con una
disminucion del 50% respecto a la semana anterior,
situacion que probablemente cambie con |Ia
actualizacion del rezago.
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Grafico 5. Casos confirmados de COVID 19. COVID 19 cada dia. Para la semana 04 del afio 2021, el
promedio de fallecidos diarios de los ultimos 7 dias fue

de 11 casos fatales.

| Grafico 7. Modelo de crecimiento log lineal casos
fatales
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Fuente: SSDH
Durante la semana 43 se evidencié el mayor nimero
de casos confirmados y posteriormente una tendencia
al descenso. Desde la semana 49 la notificacién de
casos confirmados se incrementé nuevamente y
durante la semana 1y 2 del afio 2021, se evidencio un
nuevo pico con 450 casos confirmados diarios en
promedio. Para la semana 4 se reportaron en
promedio 100 casos diarios, 50% menos que el
promedio de la semana anterior.

Tefacdoe dosan

Potw 0 many

En la primera ola el pardmetro de crecimiento beta fue
de 0.02 y un tiempo de duplicacion de 35 dias. Un

. . . fatal nuevo modelo de regresidon log lineal ajustado a la
Grafico 6. Incidencia de casos fatales por COVID 19 en incidencia de fallecidos diarios a partir del 13 de

el Huila y promedio mdvil de 7 dias. diciembre al 25 de enero de 2021, muestra un
crecimiento mas rapido, dado por un parametro beta
de 0.026 y un tiempo de duplicacién de 26 dias.

Grafico 8. Tasa de letalidad semanal
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Este indicador es dependiente del nimero de casos
confirmados. Después del primer pico se evidencié un
incremento de la letalidad por encima del promedio
nacional (linea negra) debido a la aparicién tardia de
los fallecidos, en una etapa de disminucidon de casos.

El dia con mayor numero defunciones desde el inicio
de la pandemia ha sido el 25 de octubre del 2020 con
19 casos. En el afio 2021, los dias 16 y el 18 de enero
presentaron una alta mortalidad, con 16 fallecidos por
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Para la semana 52 la letalidad fue de 4.3%, debido al
rapido incremento de casos e ingresos a UCl y la
afectacién de zonas distantes. En las ultimas semanas
se observa una disminucién de la letalidad por casos
confirmado, para la semana 3 fue de 2.7%. y para esta
semana de 1.2%, valor que posiblemente cambie con
la actualizacion de rezago.

Grafico 9. Tasa de letalidad semanal en UCI.
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Fuente: SSDH

El avance del contagio en territorios apartados con
limitaciones en el acceso a los servicios de salud y la
rapida transmisidn se asocia a un incrementd la
mortalidad en UCI después de la segunda semana de
diciembre. A la semana epidemioldgica 4 la letalidad
semanal en UCI fue del 46.5%, disminuyo un 1.5%
comparado con la semana 3 que fue de 47.2%.

Grafico 10. Numero reproductivo efectivo promedio
de 30 dias (IC 95%)
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Fuente: SSDH
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El dia con mayor notificaciéon de casos segun fecha de
inicio de sintomas es el 4 de enero de 2021 con 664
casos. La velocidad de transmisidon expresada en el
numero reproductivo efectivo (Rt) en periodos de 30
dias, fue de 1.1, teniendo en cuenta el rezago de 14
dias, debido a que se tomé la fecha de inicio de
sintomas en lugar de la fecha de notificacion para el
calculo. El valor del Rt fue menor al reportado la
semana pasada, mostrando que la curva estd
disminuyendo la velocidad de crecimiento.

Grafico 11. Comportamiento de la Hospitalizacidn,
Huila.
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Fuente: SSDH

El ingreso a Hospitalizacion se disminuyé durante la
semana 03 en el 13%, considerando el rezago de la
ultima semana; en la semana 04 del afio 2021 fueron
hospitalizados en promedio diariamente 20 pacientes
por COVID 19

De los pacientes hospitalizados en piso tenemos un
promedio de estancia de 7 ¢ + 7,2 dias, con un
promedio de edad de 56 ¢ £ 19 afios de edad, donde la
edad minima fue de 1 mes de vida y la edad maxima de
100 anos, el 75% de los casos tuvieron 70 o menos
afios de edad (p75), El 64% correspondieron al género
masculino. La probabilidad de fallecer estando
hospitalizado en piso es del 6%.
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Grafico 12. Comportamiento del ingreso a UCI.
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El ingreso a Hospitalizacion en UCI se disminuyd
durante la semana 3 en el 14%, considerando el rezago
de la ultima semana; en la semana 04 del ano 2021
fueron hospitalizados en UCI en promedio diariamente
12 pacientes por COVID 19.

Respecto a los pacientes que requirieron unidad de
cuidado Intensivo (UCl), el promedio de estancia fue
de 10,5 o + 8,7 dias; la edad promedio es de 61 ¢ + 17
afios, siendo la edad minima de 11 dias de vida y la
mdxima es de 101 afios, correspondiendo el 75% de los
casos a pacientes de 73 o menos afios de edad (p75); El
67% correspondieron al género masculino. La
probabilidad de fallecer estando en una unidad de
cuidado intensivo —UCI durante la pandemia es del
43%.

Grafico 13. Canal endémico de la Infecciones
Respiratorias Agudas, Huila

Canal Endemico IRAS en Hospitalizacién y UCI. Huila 2021
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Fuente: SIVIGILA 2016 - 2020 — SSDH

El comportamiento del canal endémico en Ia
ocupacion de los servicios de hospitalizacién y UCI por
IRA de los ultimos seis afios, nos muestra que en la
segunda semana del afio 2021 nos encontrabamos en
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brote, posteriormente inicia una tendencia
decreciente, ubicandonos entre la zona de alerta.

Grafico 14. Capacidad instalada y ocupacion de UCI
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Desde la semana 52 la ocupacién UCI por pacientes
con COVID se incrementa de forma exponencial hasta
la semana 3, observamos un decrecimiento de los
casos durante la semana 4; en el departamento las UCI
han estado ocupadas en promedioenun 72% o+ 1,6 y
Neiva en promedio en un 87% o * 2,4.

Tabla 5. Tasa de mortalidad, pruebas semanales rRT
PCR e incidencia semanal por municipios.

TASA TASA TASA RELACION
MUNICIPIO | MORTALIDAD |TENDENCIA| RTPCR | TENDENCIA [INCIDENCIA | TENDENCIA | PRUEBAS /
SEMANAL SEMANAL SEMANAL CAsOs
PALESTINA 2,19 0,00 63,62 31,82 63,62 61,11 1,00
ISNOS 2,92 50,00 72,90 5,63 66,10 1,49 1,10
SUAZA 4,40 33,33 30,80 75,00 25,30 9,52 1,22
ELIAS 0,00 215,12 37,04 25,00 1,23
ALGECIRAS 50,00 108,53 19,51 81,95 13,85 1,32
SAN AGUSTIN -25,00 128,98 -0,57 96,36 14,04 134
PALERMO 33,33 128,34 35,29 91,14 15,29 1,41
AGRADO -100,00 111,89 811 75,53 -3,57 1,48
HOBO 0,00 159,06 51,61 104,91 6,90 1,52
TIMANA 250,00 280,92 72,22 [ 192 1,54
RIVERA 0,00 159,17 50,94 92,52 20,78 1,72
VILLAVIEIA 100,00 234,81 94,29 62,50 1,74
OPORAPA 100,00 77,60 94,74 44,04 90,91 1,76
TARQUI 0,00 117,04 118,42 66,28 34,2 1,77
ALTAMIRA 100,00 91,60 -20,00 51,52 -10,00 1,78
CAMPOALEGRE 16,67 190,55 29,89 100,46 9,57 1,9
AIPE 50,00 231,17 15,91 111,81 0,00 2,07
ACEVEDO 33,33 29,65 -14,29 13,84 7,69 2,14
PITALITO -7,89 302,03 38,87 8,82 2,25
PAICOL 50,00 416,54 27,27 4,35 2,33
SALADOBLANCO 0,00 210,56 20,27 85,17 5,88 2,47
LA PLATA 12,50 93,78 9,35 37,67 13,25 2,49
NEIVA 31,62 948,83 103 [N s 2,49
GIGANTE -50,00 114,25 24,18 45,50 2,27 2,51
NATAGA 0,00 60,86 -33,33 22,82 20,00 2,67
LA ARGENTINA 100,00 296,31 44,44 110,17 45,00 2,69
TERUEL 100,00 188,41 74,29 67,95 15,79 2,77
YAGUARA 100,00 399,41 373 SO 4516 2,78
GUADALUPE 2,73 -33,33 117,47 -6,52 35,52 -13,33 331
GARZON 35,71 400,95 30,23 12,23 3,32
TESALIA 4,62 100,00 649,56 126,61 29,69 3,39
coLomBIA 3,51 0,00 666,95 31,94 4,00 3,65
SANTA MARIA 4,78 0,00 105,14 7,32 28,68 9,09 3,67
PITAL 0,00 0,00 197,46 20,88 52,06 -14,71 3,79
BARAYA 3,02 0,00 399,08 28,16 102,79 41,67 3,88
IQUIRA 0,00 0,00 262,17 81,48 50,83 26,67 516
TELLO OSSN  2s.00 165,25 1,30 31,78 -6,25 5,20

Fuente: SSD
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Con los datos de las ultimas 4 semanas se calculd la
tasa promedio semanal de Mortalidad, de pruebas rRT
PCR, de casos confirmados por 100 mil habitantes, la
relacion de pruebas/casos confirmados. Los municipios
en azul son los que presentan mayores tasas de
mortalidad En gris los municipios con menos de 100
pruebas rRT PCR por semana por 100 mil habitantes,
en rojo los que tienen la mayor tasa de incidencia y en
naranja estan los municipios que presentan una
relacion de pruebas/casos, menor a 2 vy deben
fortalecer su capacidad para la toma de pruebas. La
columna de tendencia compara el indicador respecto a
la semana anterior y muestra el porcentaje se
incrementd o disminuyd.

Tabla 6. Nivel de afectacion de COVID 19 por
municipios del departamento del Huila

Municipios Clasificacion [Municipios Clasificacion

Afectacion baja

Afectacidon
baja Paicol

Acevedo

Algeciras
Altamira Pitalito

Rivera

Sal
Colombia
i
Garzon
al

Guadalupe e
e
e

i

Iquira

Oporapa
b

lado
rqui
salia
llo
ruel
mana

Villavieja
Yaguara
Afectacion baja

Fuente: MSPS

La Argentina
La Plata
Nataga

Campoalegreg lanco

El total de los municipios del departamento estan
afectados por el COVID 19, el 54% tiene una afectacion
alta, el 38% de los municipios tienen afectacion
moderada y el 8% con afectacion baja. Este indicador

Boletin de COVID-19 hasta la
semana Epidemiolégica 4 de 2021

Con fecha de corte el 31 de enero.

permitira analizar el contexto municipal acorde a la
reapertura econdmica, por parte de la Entidad
Territorial

Metodologia: Se realizd un informe descriptivo de los
casos notificados durante la semana epidemioldgica 4
del 2021, teniendo en cuenta las variables de tiempo,
persona y lugar, con distribuciones de frecuencias en
figuras y tablas.

El software utilizado es R, su interface R Studio de
distribucién libre, incluyendo las librerias de incidence,
epiestim y s; software STATA 15.1 para analisis
univariado.

La informacidn reportada en este boletin esta sujeta a
los ajustes luego de la Investigacion epidemiolédgica de
campo v las unidades de analisis

Elaboro:
Equipo SAR Huila —EEVV-SIVIGILA

Reviso:
CESAR ALBERTO POLANIA SILVA — Secretario de Salud
Departamental
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