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1. Introduccién

La pandemia de COVID-19 provoco el desabastecimiento de insumos sanitarios a
nivel mundial y en particular la cadena de suministros de técnicas de diagndstico molecular,
como la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), sufrieron
una demanda sin precedentes. Si bien los hisopos nasofaringeos flocados (HNF) son el
estdandar dorado en la toma de muestras microbiolégicas, durante la primera ola se
desarrollaron alternativas para suplir la oferta en el corto plazo. A nivel local, por resolucién
del poder ejecutivo nacional, los hisopos con tubo de transporte fueron declarados insumos
sanitarios criticos. En este contexto, la empresa PS Anesthesia S.A. (PSA) solicito
asesoramiento en el desarrollo de un kit para toma de muestra nasofaringea. En mayo de
2020 comenzaron las actividades de investigacion y desarrollo, que se materializaron en un
hisopo nasofaringeo prototipo integrante de un kit que contiene los insumos para la toma,
recoleccién y transporte de muestras microbioldgicas. La particularidad del hisopo
nasofaringeo desarrollado es su construccion monolitica (HNM) adaptada al proceso de
moldeo por inyeccion, que prescinde del proceso de adhesién de microfibras para la captura
de muestra.

La recoleccion de muestra nasofaringea es el procedimiento recomendado por la CDC
[1] en el diagndstico de COVID19. La lista de hisopos nasofaringeos (HN) aprobados por la
FDA [2] son en su amplia mayoria flocados. A pesar que existe evidencia sobre la capacidad
de deteccién con hisopos de dacron [3], debido a las dimensiones tipicas de la torunda y
excesiva rigidez, no son apropiados para la toma de muestra nasofaringea. Durante la
ejecucion de los ensayos se utiliz6 como HNF de control el producto CM-FS915 fabricado por
Yancheng Huida Medical Instruments que cuenta con autorizacion ANMAT [4]. Este HNF es
geométricamente similar al modelo FLOQSwab 503CS01 pero con quiebre a los 80mm, el
cuerpo es inyectado en ABS y posee un flocado con fibras de Nylon de 15 ym de diametro
medio.

2. Desarrollo

Para sustituir a los HNF exitosamente es primordial conseguir los niveles captura y
elucion de este producto, imitando su adaptacién al sitio anatémico para garantizar el confort.
El concepto de disefio (Figura 1) es de construccién monolitica, adaptado al proceso de
moldeo por inyeccion. Esta compuesto por una region proximal (mango) y una region distal
con una transicion flexible (cuello), que se extienden a ambos lados de una entalla en V (punto
de quiebre). El extremo distal (cabeza) posee canales circunferenciales, con un acabado
superficial texturado [5]. La Unica operacion necesaria en la fabricacion del HNM es el moldeo
por inyeccion de termoplasticos. En este producto tanto el principio de funcionamiento como
la baja tolerancia a los defectos de la pieza, imponen cotas en las tallas caracteristicas de las
formas constructivas que le confieren al proceso de fabricacion una dificultad tecnoldgica
similar a la micro-inyeccion. El producto requiere una resina compatible con la técnica de
ensayo, biocompatible de acuerdo con ISO 10993 y apta para el proceso de moldeo por
inyeccion. Las resinas poliméricas preseleccionadas fueron polipropileno (PP) y acrilonitrilo
butadieno estireno (ABS). ElI PP producido en el pais se emplea como materia prima para
aplicaciones alimenticias, sus ventajas son la buena procesabilidad y bajo costo. EI ABS
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permite disminuir las secciones transversales estructurales, facilita la separacion del cuerpo
(fractura) y posee mayor afinidad con geles de base acuosa.
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Figura 1. Forma geométrica del hisopo nasofaringeo monolitico.
Regiones: cabeza (magenta); cuello (rojo); apoyo (amarillo); punto de quiebre (verde); mango (azul)

2.1. Prototipado

De un total de dieciocho (18) variantes geométricas (Protoformas), cuatro (4) fueron
preseleccionadas para ejecutar pruebas de mecanizacion del molde de prototipado
(Protomolde). A partir de la composicion quimica y caracterizacion térmica de las resinas, se
efectuo el filtrado de bases de datos para la estimacion de los parametros de procesamiento.
Para ejecutar las pruebas de inyeccién fueron seleccionadas tres (3) resinas, generando para
generar un total de doce (12) prototipos, producto de las combinaciones de materiales y
protoformas.

El envase primario utilizado esta conformado por laminas mixtas de papel grado
médico y polimero (PET o PP) termo-sellables aptas para esterilizacion con éxido de etileno
(EO). La esterilizacion por EO elimina organismos vivos, desnaturaliza ADN y RNasas [6],
pero no impide que substancias contaminantes como piretégenos u otros, puedan coexistir
con el producto.

La presencia de defectos micro geométricos en la region adsorbente, potenciales
causantes de incomodidad o dafio en el tejido durante la captura de muestra, fue analizada
durante la puesta a punto del proceso de fabricacidon. Los defectos congénitos de los
prototipos, originados por las imperfecciones constructivas del protomolde, se cuantificaron
dimensionalmente por MO estereoscoépica. Para la deteccion y caracterizacion de potenciales
contaminantes inhibidores de la reaccion RT-PCR se utilizé microscopia SEM y microanalisis
EDS.
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Figura 2. Prototipo esterilizado (EO) en envase peel pouch.

Figura 3. Extremo distal CM-FS915. Figura 4. Extremo distal prototipo.
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2.2. Ensayos Mecanicos

Para evaluar la respuesta mecanica a la traccion fueron ensayados especimenes
prototipo esterilizados y comparados con el HNF de control utilizando como referencia la
norma ASTM D638. Para evaluar la respuesta mecanica a la flexion se efectuaron ensayos
con deformacion controlada por desplazamiento del extremo distal, observando restitucion
elastica completa. La fuerza transversal de equilibrio en los respectivos estados de
deformacion se utilizd para comparar la rigidez de los Prototipos respecto al Control.
Adicionalmente se efectud un ensayo de flexién pura con deformacién controlada por un radio
de curvatura de 15mm, a partir del cual se observo la magnitud del estado de deformacion
permanente. Para evaluar la respuesta de los prototipos ante un estado de torsion flexién-
alternativa se utilizé una configuracién de viga rotante con deformacion controlada por la
pendiente en el extremo distal. La capacidad de carga a compresién se evalud permitiendo
solo la rotaciéon de uno de los extremos, simulando las restricciones durante el acceso y
transito hacia la nasofaringe. La magnitud de la fuerza de compresién fue adquirida mientras
se controla el desplazamiento, el primer maximo registrado se asocia con la bifurcacion al
modo de flexion (pandeo). En los prototipos inyectados con PP (protoformas 1, 2 y 3) se
obtuvieron fuerzas criticas de hasta un 33% por debajo del control.

2.3. Ensayos Preclinicos

En los ensayos preclinicos se realizo la evaluacion in vitro de la cantidad de muestra
capturada, su elucion en el medio de transporte microbiolégico y la no inhibicion de las
pruebas RT-PCR. La capacidad de adsorcion en in vitro fue utilizada como indicador de la
eficacia en la captura de muestra biolégica y permitié evaluar el desempefio de los HN
prototipos en relacion con el control, sin la variabilidad introducida por sitio anatémico. Los
ensayos de compatibilidad RT-PCR permiten la deteccion de inhibidores presentes en la MP
o incorporados durante el proceso de fabricacion.

La capacidad de adsorcién fue calculada a partir de la diferencia entre la tara y el peso
bruto de cada HN, luego de estar en contacto con una substancia de comportamiento efectivo
similar a la muestra biologica simulada [7]. Debido a que el disefio experimental in vitro no
reproduce las restricciones de espacio del sitio anatébmico, la capacidad determinada
mediante este procedimiento no es representativa del desempeno de los HN ensayados. El
analisis comparativo de la capacidad de recoleccion relativa de los HNM prototipos se
muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Comparacion de la masa capturada por prototipo.
Dimensiones: izq. Gel 75%; der. Agua; sup. Sol. Abuff.; inf.: Gel.

3. Discusion

En los ensayos clinicos de fase cero se evalué comparativamente el desempeiio del
HNM prototipo y el HNF de control CM-FS915 (ANMAT: PM-1292-34) en términos de uso,
adaptacion al sitio anatdmico, eficacia en la captura de muestra y compatibilidad con la
técnica utilizada en el diagndstico de COVID-19. En el disefio experimental se realizaron
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hisopados apareados siguiendo el protocolo usual en la toma de muestras, en los cuales cada
paciente es intervenido exclusivamente con un (1) HN control en una de las fosas nasales y
un (1) HN prototipo en la restante (Tabla 1), minimizando la sobre representacién de las
poblaciones por HN prototipo y fosa nasal. A partir de los resultados obtenidos se realizo la
evaluaciéon del desempefio de los HNM en términos de uso, adaptacion al sitio anatomico,
eficacia en la captura de muestra y compatibilidad con la técnica RT-PCR utilizada en el
diagnoéstico de COVID-19.

Para la ejecucion de las pruebas se realizé una convocatoria publica con un total de
sesenta y un (61) voluntarios participantes. El total de los voluntarios participaron en el ensayo
de confort, diecisiete (17) de los cuales fueron seleccionados para realizar la prueba RT-PCR
SARS-CoV-2 y por lo tanto excluidos del ensayo de captura in vivo.

Tabla 1. Hisopos nasofaringeos empleados en las pruebas clinicas.

Hisopo Especificaciones
Prototipo Protoforma 3 cPP/hPP
Control CM-FS915, ANMAT: PM-1292-34

3.1. Ensayo de Confort

El nivel de confort del prototipo fue evaluado a partir de la percepcion del dolor por
parte del paciente en la fosa nasal intervenida. En las encuestas la percepcion de dolor fue
calificada en orden creciente segun: leve, moderado e intenso. La frecuencia de percepcion
de dolor fue similar en ambos HN (control 41 — prototipo 34), mayormente de nivel leve (control
36 - prototipo 30) sin casos de dolor intenso y favorable al prototipo en todos los niveles. La
concordancia del confort por paciente se muestra en la matriz (C) de la Figura 6, alli se
observa que el acuerdo observado entre hisopos es bajo (30/61= 0.49) con un acuerdo
aleatorio de similar magnitud (0.44, bajo k), atribuible al caracter excluyente de la fosa nasal
intervenida con el Prototipo y el Control (izquierda o derecha).
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Figura 6. Nivel de dolor: concordancia (izq), histograma (der.).

3.2. Ensayo de Captura in Vivo

En el ensayo de captura in vivo se realizé la medicion de la masa capturada mediante
diferencia de pesada luego de la intervencion. Los resultados muestran que en promedio el
Prototipo obtiene aproximadamente un 50% de la masa capturada por el Control (Figura 7).
En particular se observa la baja correlacién (r?= 0.01) entre la masa capturada por el Control
y Prototipo (Figura 7 izq.).
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Figura 7. Masa capturada in vivo: correlacion (izq.); Bland-Altman (der.).

3.3. Prueba RT-PCR

En la ejecucion de las pruebas apareadas RT-PCR, tanto el extremo distal del
prototipo esterilizado (EO) como el control fueron sumergidos en 2mL de solucién fisiolégica
0.9% y mantenidos por debajo de 8°C hasta el envio al laboratorio responsable de las
pruebas. Las muestras apareadas fueron analizadas dentro de las 24hs. de realizada la
intervencion empleando la prueba cobas® SARS-CoV-2 para su uso en Roche cobas® 6800
Systems (Tabla 2). En este sistema tanto la preparacion de muestras, extraccion y purificacion
de acidos nucleicos, como el proceso de amplificacion y deteccidbn se encuentran
automatizados.

Los resultados de las pruebas RT-PCR sobre las muestras clinicas obtenidas con
ambos hisopos, mostraron completo acuerdo en los ensayos cualitativos para la deteccién
del SARS-CoV-2 empleados por el sistema Roche cobas® 6800 (Tabla 3). La amplificacion
(Ct) del IC en las muestras obtenidas no presenta una diferencia estadisticamente
significativa entre prototipo y control, ni un corrimiento respecto de [+]Ctrl y [-]Ctrl, indicando
la no inhibicién de la prueba cobas® SARS-CoV-2. El andlisis estadistico de los casos
positivos muestra correlacion significativa en la amplificacién (Ct) de las regiones objetivo
para la deteccion especifica de SARS-CoV-2 (Figura 8) y de pan-Sarbecovirus (Figura 9).

Tabla 2. Estimacion de la sensibilidad media de la prueba cobas® SARS-CoV-2.
LoD (NDU/mL)* Desarrollador Prueba autorizada™*

1800 Roche Molecular Systems, Inc. (RMS) cobas SARS-CoV-2
(*) Limit of detection of nucleic acid amplification testing detectable units. (**) FDA: EUA200009/A001.

Tabla 3. Concordancia de la prueba cobas® SARS-CoV-2.

ORF1ab /Gen-E Prototipo
Detectable [+] No detectable [-]
Control Detectable [+] 7* 0
No detectable [-] 0 10*

(*) Completo acuerdo por paciente.

Tabla 4. Amplificacion (Ct) de targets cobas® SARS-CoV-2.

Target Control Ct Prototipo Ct

Media muestral 95% CI Media muestral 95% CI
ORF1ab* 27.98 [23.41, 32.55] 28.99 [23.01, 34.98]
Gen-E** 28.78 [23.83, 33.73] 30.12 [23.37, 36.87]
[C*** 33.86 [33.37, 34.35] 33.63 [33.35, 33.91]

(*) N=7; [+]Ctrl Ct = 33.34. (**) N=7; [+]Ctrl Ct = 35.08. (***) N = 17; [+/-]Ctrl Ct = 33.38/33.60.
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Figura 8. ORF1 ab Ct: correlacion (izq.); Bland-Altman (der.).
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Figura 9. Gen-E Ct: correlacion (izq.); Bland-Altman (der.).
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4. Conclusiones

El producto desarrollado posibilita la fabricacion nacional de un insumo critico,
desvinculando al pais de la oferta externa ante una situacién que presenta, en simultaneo,
una demanda interna extraordinaria y debilidad de las cadenas de suministro a escala
mundial. PSA ha iniciado el tramite de registro del producto HNM en la Administracién
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT). El mismo se ha
inscripto bajo emergencia sanitaria COVID-19 como producto clase I-Il y actualmente se
encuentra en revisién. Las actividades desarrolladas contaron con el apoyo del Ministerio de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion de la Nacion (MinCyT) y motivaron la creacion del consorcio
PSA-UNLP

La FDA [11] provee recomendaciones para la validacion de hisopos no tradicionales,
en particular orientadas a hisopos monoliticos obtenidos por manufactura aditiva [12].
Respecto a las pruebas clinicas la NIH [13], recomienda incluir un minimo de 30 muestras
positivas y un minimo de 30 muestras negativas. Agrega que la prueba podria llevarse a cabo
en un diseno de experimento apareado molecular (PCR) o deteccién de antigeno y debe
cumplir con una efectividad minima del 95% tanto en los casos positivos como negativos.
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