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Impulsando la excelencia en mediciones




PANDEMIA POR
COVID-19

1. Adopcion de la tecnologia mRNA
2. Implementaciéon de Dx. rapido y a gran escala

3. Expansion masiva de la telemedicina y salud
digital

4. Automatizacion y uso de robotica en laboratorios

5. Colaboracién y comparticion de datos a nivel
internacional

6. Inversion en investigacion de enfermedades
infecciosas

7. Uso extendido de tecnologias NGS

8. Refuerzo en la capacitacion y desarrollo
profesional en areas relacionadas con
enfermedades infecciosas
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Sistema de diagnoéstico COVID-19

Expansion del
diagnostico
molecular a los CU
del interior del
Estado de Jalisco

10 o CUCosta CUSur

1 cucs

Laboratorios de Q rico - CUTonala
diagnéstico HEG - I
molecular CUCienega CUAltos

9 CUCEI - o CUNorte

ITRANS



e

ALAALLA

UNIVERSIDADES COMO FORTALEZA
Sistema de Vacunacion

VX

YOV eN

'y

M

A

¥
XA T XT I
XXX XXX

1.5 millones

CUNORTE

RED UDG

CUVALLES |
CULAGOS

CUALTOS

CUCOSTA ]
CUCIENEGA

CUCOSTA SUR

CUSUR




PRUEBAS PARA DIAGNOSTICO DE

COVID-19

COVID-19 Diagnostics In Context

Ralph Weissleder, Hakho Lee, Jina Ko, Mikael J. Pittet

Viral composition
~100 nm
N|-IdeoF’Caps!d Spike Protein
rotein Y r
(1000 copies) (100 copies)
Membrane Protein
(2000 copies)
sSRNA N

Envelope Protein
\ (20 copies)

ACE2 —
Lipid Membrane

Kd: 1-30 nM
Host Cell

Performance comparison of different test types

For chance of infection at different pretest probabilities see here
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Clinical factors

Timing

* Incubation: ~5d after exposure (range 2-14d)

» Symptoms: ~12d after exposure (range 8-16d, or never)
* Infectiousness: before onset of symptoms

+ Seroconversion: ~5-10d after symptom onset

+ Diagnosis of infection: typically after onset of symptoms

S~

Variables Affecting

Disease Severity £*

* Sex(8>¢%)

« Age (Old > Young)

+ Cardiovascular diseases,
cancer, respiratory
diseases, diabetes, others

Viral Concentrations %%
» Nasal (1052 RNA/swab)
+ Throat (1048 RNA/swab)
* Sputum (105" RNA/mL)
= Stool (1042 RNA/g)

« Blood (low levels)

+ Urine (not detectable?)

Impact

+ Confirmed cases, outcomes, simulators, others: JHU Covid

csb.mgh.harvard.edu

Immune responses & outcomes

Good - Innate immune cells, type l interferon, others
outcome *&* Adaptive immune cells (T cells, B cells and
~ 7 associated immunoglobulins [IgM, IgG, IgA])
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outcome *&* ___ Inflammatory cells (monocytes, neulmﬁh ils)

and cytokine storm (IL-1, IL-6, TNF-q, others)

Cell Activity

Time (d)
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https://csb.mgh.harvard.edu/covid




PRUEBAS PARA DIAGNOSTICO

DE COVID-19

Operating Analytical Assay
Intended Use Methods Description Temperature Sensitivity Specificity|] time Ref.
*Regular PCR : o o (Corman et al.,
RT-qPCR «Gold standard Thermal cycling 0.14 copy/pL 96%-100% 2-4 h 2020)
*Droplet digital PCR . 0
ddPCR “Highest sensitivity Thermal cycling 0.02 copy/pL 94.9% 1h (Suo et al., 2020)
eIsothermal o o o . (zhang et al.,
RT-LAMP >4 pairs of primers 60°C-65°C 4.8 copy/pL 99% 15-60 min 2020b)
eDetecting viral RNA (N, E, Orfilab) . )
*COVID-19 molecular diagnostics, particularly RT-RPA _Isothermgl 37°C-42°C 0.2 copy/pL NA 30 min (Xia and Chen,
*Using recombinase 2020)
at early stage
eIsothermal
RT-NEAR *Using nicking 55°C-59°C 0.13 copy/pL 100% <15 min (Abbott, 2020)
endonuclease
*RT-LAMP (amplification)
62°C for RT-LAMP PPV: 95% . (Broughton et al.,
DETECTR CRISPR/Qale 37°C for LbCasl2a 10 copy/pL NPV: 100% 30 min 2020)
(detection) —
*RT-LAMP (amplification)
60°C for RT-LAMP o . (Joung et al.,
STOP CRISPR/(;ale 60°C for AapCasi2b 2 copy/pL 100% 70 min 2020)
(detection) —
. . . eImmunoassay for virus
Detgctlng v1ra} antlggns. ELISA eLower sensitivity than Ambient 100 pg/mL 99.3% 3-5 h (EiceaC N
ePotential for patient triaging PCR 2020)
eImmunoassay for IgG and
RDT IgM Ambient Qualitative 84.2%-100%| <15 min |(Liu et al., 2020c)
eLateral flow device
. . . eMicro-well plate ) ) .
DEEESting CElnECs eevRlepEe oy [10sis ELISA Fluorescent or Ambient 100 pg/mL 67%-98.6% | 3-5 nh | (SinoBiological,
eApplications in immunity check and serosurvey . 2020)
chromogenic —
Neutralization COEIEELInG AEEE
test antibodies Ambient 0.22 copy/pL 100% 2-3 days |[(Tan et al., 2020)

*Checking seroconversion



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib17
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib65
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib88
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib78
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib8
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib24
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib39
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib63
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004220305964#bib67

Evolucidon de la
Medicina de
Laboratorio

* Organizacional: Consolidacion
con la formacion de redes de
laboratorios automatizados e
integrados.

 Metodoldgica: Enfoque
sistematico para estudiar AN,
proteinas y metabolitos
intermedios.

e Cultural: Multidisciplinariedad,
Big Data, Ciencias OMICAS.

https://doi.org/10.3390/jcm11030634



https://doi.org/10.3390/jcm11030634

Ejemplo de reto en
cuantificacion de AN
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En area de seguridad de Diferencias de hasta 5- Esquemas de Evaluacion de
Calidad Externa, los

alimentos, los laboratorios

de referencia nacionales y 10 veces entre los

resultados de los

los laboratorios de control resultados d~ '~~ laboratorios participantes
oficial en la Unidén Europea laboratorios pueden variar en mas de 100
utilizan métodos validados I veces.

comunes para determinar la
fraccion de masa de los OGM
en las muestras.

https://doi.org/10.1038/s41576-019-0150-2 https://dol.org/10.1007/s00216-021-03"



Importancia de la
Metrologia

» Soluciones mas precisas y de
alto rendimiento, pero con
necesidad de Estandarizacion.

« Rutas hacia la
trazabilidad y las
fuentes de incertidumbre
a veces se pasen por alto
en estas areas aplicadas.

 Desconocimiento de la
metrologia como clencila y
su alcance en la mejora
de la i1nvestigaciodn
basica y aplicada.




Normalizacion,
trazabilidad vy
desafios
clientificos

Implementacion de analisis interlaboratorios para
proporcionar evidencia de la validez y equivalencia
internacional de los servicios de medicion de acidos
nucleicos.

Deteccion de errores aleatorios y sistémicos

Especificaciones de desempefio analiico

Variabilidad biologica/estabilidad

Analisis de secuencias (nominales): La Colaboraciodn
Internacional de Bases de Datos de Secuencias de
Nucleotidos (INSDC)-GenBank procura su estandarizacion

Laboratorio

podrian ayudar a caracterizar mejor las fuentes
de error de secuencia



Abreviatu
ra Descripcidn Corta

Programa de Metrologia de Asia-Pacifico, es un
grupo de Institutos Nacionales de Metrologia
(NMIs) de la region Asia-Pacifico dedicados a
mejorar la capacidad metrologica regional a
través del intercambio de experiencia Yy
servicios técnicos entre los laboratorios
miembros.

Programa Europeo de Investigacidén en Metrologia
(2009-2013), permitidé a Llos 1institutos de
metrologia europeos, organizaciones
industriales y académicas colaborar en
proyectos de investigacidén conjuntos dentro de
campos especificados: industria, energia,
ambiente, salud, nuevas tecnologias y unidades
SI.

El objetivo del Consorcio de Controles Externos
de ARN es construir 1las herramientas de
aseguramiento de 1la medicidén necesarias para
apoyar mediciones reproducibles de expresion
génica. Los socios del ERCC de 1la industria,
gobierno y academia desarrollan controles de
ARN y establecen métodos analiticos para llevar
mediciones reproducibles de expresion génica a
la practica rutinaria de alta calidad.

Grupo de Trabajo de Analisis de Acidos
Nucleicos del CCQM, dedicado a mejorar la

P PR (LI S | P A P | o - R PR (LA R |

Organismos
internacionales
relevantes de
metrologia y de
normalizacion/arm
onizacion,
asoclacilones,
organizaclones,
consorcios y
programas.



Abreviatu|Descripcién Corta
ra

IFCC Federacion Internacional de Quimica Clinica vy
Medicina de Laboratorio, es wuna organizacion
mundial no politica para la quimica clinica y la
medicina de laboratorio. Como tal, tiene una serie
de roles que incluyen (1) establecimiento de
estandares globales en colaboracién con otras
organizaciones internacionales, (2) apoyo a sus
miembros a través de esfuerzos cientificos vy

educativos, y (3) ofrecimiento de congresos, Ol"ganlsmOS y

conferencias y reuniones enfocadas para que 1los

especialistas en medicina de laboratorio se OrganizaCiOneS de
encuentren y presenten hallazgos originales vy nOI"malizaCi()n/ar‘moni

mejores practicas. .
Organizacién Internacional de Normalizacién, es Zaclon
una organizacion internacional independiente y no

gubernamental que desarrolla y publica estandares

internacionales.

Comité Conjunto para la Trazabilidad en Medicina

de Laboratorio, es un consorcio internacional que

promueve la estandarizacion global de 1los

resultados de los examenes de laboratorio clinico

y proporciona informacidn sobre materiales de

referencia, métodos de medicidén de referencia y

servicios disponibles en todo el mundo.

Estandar de Técnicas de Amplificacién del Genoma,

es un grupo de trabajo internacional dedicado a la

estandarizacidon de nruebas basadas an 1a




NAWG -
CCQM.:
Planifica
c1i0n

nctratdAdni
tccam - 91

NUCLEIC ACID
WORKING GROUP

« Grupo de Trabajo
de Analisis de
Acidos Nucleicos
(NAWG) del
Comité
Consultivo para
la Cantidad de
Sustancia:
Metrologia en
Quimica Yy
Biologia (CCQM).

« Planeacidon 2021-
2030

« Recomiendan que
los laboratorios
nacionales
colaboren con
uniones
cientificas
internacionales y
organizaciones
para establecer
una
infraestructura de
mediciodn
internacional
adecuada que
asegure la
trazabilidad al SI
en estas
mediciones



Desafios de metrologia Complejidad del acido

nucleico (secuencia,

AN tamaio, estructura
EBT] secundaria, etc.)
(a) Type of sample (b) Type of analysis
Mixtures of Absolute
genomes

quantification
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El tipo més simple de mediciones seria la deteccidn de la presencia o ausencia de un plasmido en una solucion tamponada. Una medicion mucho mas compleja seria la
identificacion de todas las especies de acidos nucleicos en una matriz de alimentos procesados, junto con la abundancia de cada una.



Contribuciodon a
la
Incertidumbre

 Pasos de Preparacion: Las
mediciones pueden requerir
pasos adicionales como:
« Purificacion
Digestion de Acidos Nucleicos
Adaptadores
Modificacion (bisulfito)
Transcripcidn Inversa
Extraccion (Purificacion)




Perspectivas

« Se requiere mas grupos de
trabajo nacionales e
internacionales similares
al NAWG con mas énfasis a
DX.

- Necesidad de enfoques a
otros sectores como la
biotecnologia 1industrial,
CRISPR CAS-9; monitoreo de
la biodiversidad
ambiental.

«EL apoyo metroldgico a
métodos "no dirigidos" es
escaso.




CONCLUSIONES

La metrologia analitica en materia de
AN es necesaria para:

1. Aumentar la precision de la
investigacion y, por ende,
nuestro entendimiento de 1los
sistemas bioldgicos que
estudiamos

2. Traslacion de hallazgos a
pruebas robustas y reproducibles

3. Confianza de usuarios

Necesaria mayor vinculacion entre
Institutos nacionales de metrologia,
organismos internacionales, grupos de
trabajo, universidades y usuarios
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