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RESUMEN

En la pandemia generada por COVID-19 causo crisis sanitaria a nivel mundial,
principalmente por el desabastecimiento de insumos médicos entre ellos las
pruebas diagnésticas de SARS-CoV-2, el problema se agudizo en paises como
Colombia, y otros en América Latina. Los paises en desarrollo, la financiacion en
los sistemas de atencién médica es limitada, lo anterior generé consecuencias que
provocaron el aumento en la mortalidad y limitd la deteccion temprana del virus.

En la busqueda de herramientas importantes que permitieran abordar la
problematica, favorecer la investigacion biomédica basica y el diagndstico clinico,
se disefi6 y optimizo un método de extraccion de &cidos nucleicos in house el cual
permita mejorar la accesibilidad y contribuir a la independencia biotecnoldgica en el
contexto local. En el presente estudio tuvo como objetivo presentar un método de
sintesis por coprecipitacion de nanoparticulas magnéticas de hierro sin
recubrimiento, basado en la sintesis de BOMB (Oberacker et al.,2019), disefiadas
especificamente para la recuperacion de material genético, garantizando tanto su
eficiencia como su calidad. Para asegurar la viabilidad de este enfoque, evalud la
robustez método de sintesis y se estandarizé el proceso de creacion de
nanoparticulas magnéticas, asi como se evallo la efectividad de las soluciones de
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lisis que hacen parte del kit de extraccion de acidos nucleicos. Ademas, se realizo
una estimacion de costos del kit in house con el fin de evaluar su viabilidad,
obteniendo el kit in house resulté un 93.7 % méas econémico, en comparacion con
el precio del kit comercial, ademés el kit in house mostré mejor rendimiento con
relacion a permitir realizar mayor nimero de pruebas.

Para la validacion del método se realizo por medio de RT-gPCR a partir de muestras
21 negativas y 21 muestras positivas de SARS-CoV-2. Es importante destacar que
el kit in house presenta mejor concentracion en la recuperacion de AN, en
comparacion al kit comercial Zymo. En los ensayos de selectividad se obtuvo que
el protocolo in house presentd una especificidad del 100% y una sensibilidad del
95% para la deteccion de SARS-CoV-2. Los parametros de linealidad indicaron que
el método de proporciona resultados consistentes y predecibles a través de un
rango de diluciones. El punto de corte Ct para el RT-gPCR de SARS-CoV-2 del kit
ENA in house es de 37,8 con 90% de confianza. En los ensayos de precision
intermedia del kit los resultados mostraron poca variabilidad entre los analistas,
indicando con ello resultados consistentes, precisos y reproducibles en muestras
bioldgicas. Posteriormente, el método de extraccion de acidos nucleicos se valida
consolidando asi la utilidad y aplicabilidad del kit desarrollado para uso institucional.

La organizacion mundial de la salud (OMS), la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS), paises como: Argentina, Brasil, Ecuador, instituciones nacionales
como el ministerio de Ciencia y Tecnologia, promueven como objetivo comun la
basqueda de la autonomia biotecnoldgica, que incentiven a la produccién nacional
de tecnologias en salud para el pais y para América Latina. Para de esta formar
ampliar las capacidades de produccién local, como herramientas garantes de
acceso que permitan atender las necesidades en salud y las emergencias en salud
publica.

Palabras clave: Nanoparticulas magnéticas, extraccion de acidos nucleicos,
validacion.
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ABSTRACT

The pandemic generated by COVID-19 caused a worldwide health crisis,
mainly due to the shortage of medical supplies, including diagnostic tests for
SARS-CoV-2, and the problem worsened in countries such as Colombia and
others in Latin America. In developing countries, funding in health care
systems is limited, which has had consequences that have led to increased
mortality and limited early detection of the virus.

In the search for important tools to address the problem, promote basic
biomedical research and clinical diagnosis, an in-house nucleic acid
extraction method was designed and optimized to improve accessibility and
contribute to biotechnological independence in the local context. The present
study aimed to present a method for the co-precipitation synthesis of
uncoated magnetic iron nanoparticles based on BOMB synthesis (Oberacker
et al., 2019), specifically designed for the recovery of genetic material,
ensuring both efficiency and quality. To ensure the feasibility of this approach,
the robustness of the synthesis method was evaluated and the process of
creating magnetic nanoparticles was standardized, as well as the
effectiveness of the lysis solutions that are part of the nucleic acid extraction
kit was evaluated. In addition, a cost estimation of the in-house kit was made
in order to evaluate its viability, obtaining that the in-house kit was 93.7 %
cheaper, compared to the price of the commercial kit, in addition the in house
kit showed better performance in relation to allowing a greater number of tests
to be performed.

For the validation of the method, RT-gPCR was performed on 21 negative
and 21 positive samples of SARS-CoV-2. It is important to note that the in-
house kit presented better concentration in AN recovery compared to the
commercial Zymo kit. In the selectivity tests, the in-house protocol showed a
specificity of 100% and a sensitivity of 95% for the detection of SARS-CoV-2.
Linearity parameters indicated that the method provided consistent and
predictable results across a range of dilutions. The cutoff point Ct for SARS-
CoV-2 RT-gPCR from the in-house ENA kit is 37.8 with 90% confidence. In
the intermediate precision assays of the kit the results showed little inter-
analyte variability, thereby indicating consistent, accurate and reproducible
results in biological samples.
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Subsequently, the nucleic acid extraction method was validated, thus
consolidating the usefulness and applicability of the kit developed for
institutional use.

The World Health Organization (WHO), the Pan American Health
Organization (PAHO), countries such as Argentina, Brazil, Ecuador, national
institutions such as the Ministry of Science and Technology, promote as a
common objective the search for biotechnological autonomy, which
encourages the national production of health technologies for the country and
for Latin America. In this way, to expand local production capacities, as tools
that guarantee access to meet health needs and public health emergencies.

Key Words: Magnetic nanopatrticles, nucleic acid extraction, validation.
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