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RESUMEN
En diciembre de 2019 han sido descritos los primeros casos de infeccidon respiratoria de

coronavirus (CoV) con centro epidemioldgico en el mercado publico de Huanan, en Wuhan,
provincia de Hubei, en China. Desde entonces, los casos se multiplicaron exponencialmente
diseminandose por el mundo. El SARS-CoV-2 es un virus ARN monocatenario del género beta-
coronavirus, de sentido positivo, familia Coronaviridae; poseen envoltura, son altamente
diversos y causan trastornos respiratorios, digestivos, hepaticos y neuroldgicos de severidad
variable. El genoma del virus SARS-CoV-2 codifica 5 proteinas estructurales: glucoproteina S,
proteina E, proteina M, proteina N, Hemaglutinina-esterasa (HE). El virus es altamente
contagioso y se propaga por via de gotitas, contacto directo y aerosoles. Para dar respuesta
oportuna a la nueva enfermedad segiin la OPS/OMS la confirmacion habitual de los casos de
COVID-19 se basa en la deteccion del acido nucleico (ARN) del virus mediante ensayos de RT-
PCR inmediata; siendo esta una técnica de Biologia Molecular. El virus SARS-CoV-2 por ser
ARN necesita una conversion a ADN; esta conversion se logra mediante una reaccién conocida
como transcripcion reversa y controlada por la enzima transcriptasa reversa, capaz de convertir el
ARNm en una molécula de ADNc. La técnica de PCR es un proceso largo de multiples pasos
para lo que se usa un equipo llamado Termociclador en el que se realizan todas las etapas de la
PCR (desnaturalizacion, amplificacion y elongacion final); previo a estas etapas es necesario
extraer los 4cidos nucleicos de las células, esto se hace a través de un proceso conocido como
extraccion. Para el diagnostico de COVID-19 a través de RT-PCR se detectan genes especificos,
pero ademds se debe tener en cuenta el periodo de incubacion del virus para obtener un
diagnostico eficaz de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: COVID-19, SARS-CoV-2, Biologia Molecular, PCR, RT-PCR.
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ABSTRACT.

In December 2019 have been described the first cases of respiratory infection by coronavirus
(CoV) with epidemiological center in the public market from Huanan, of Wuhan, in Hubei
province, China. Since then, cases multiplied exponentially, spreading around the world. SARS-
CoV2 is a single stranded ARN virus of the beta coronavirus genus, with positive sense, of the
Coronaviridae family; they are enveloped, highly diverse and causes respiratory, digestive,
hepatic and neurological disorders with variable severity. The SARS-CoV2 virus genome
encodes 5 structural proteins: S glycoprotein, E protein, M protein, N protein and hemagglutinin-
esterase (HE). The virus is highly contagious and spreads via droplets, direct contact and aerosol
sprays. To give timely response to the new disease according to OPS/OMS, the usual
confirmation of COVID-19 cases are based on the detection of the viral nucleic acid (ARN)
through immediate RT-PCR assays, a molecular biology technique. The SARS-CoV2 virus,
because is ARN, needs a conversion into ADN, this conversion is achieved through a reaction
known as reverse transcription and controlled by the reverse transcritpase enzyme, wich is
capable to convert ARNm into a molecule of ADNc. The PCR technique is a long process of
multiple steps that uses an equipment called Termal cycler in wich all the steps of PCR are
performed (denaturation, annealing and final extention). Prior to these stages, to extract the
nucleic acid from the cells is needed, this is made in a process known as extraction. For the
COVID-19 diagnosis through RT-PCR specific genes are detected, but also should consider the

virus incubation period, to get an effective diagnosis of the disease.

KEYWORDS: COVID-19, SARS-CoV2, molecular biology, PCR, RT-PCR
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INTRODUCCION.

El COVID-19 es una enfermedad infecciosa causada por el virus SARS-CoV-2 es un virus ARN
monocatenario del género beta-coronavirus, de sentido positivo, familia Coronaviridae; poseen
envoltura, son altamente diversos y causan trastornos respiratorios, digestivos, hepaticos y
neurologicos de severidad variable en un amplio rango de especies animales, incluyendo al ser
humano, en quien pueden causar enfermedades graves. El virus es altamente contagioso y se
propaga por via de gotitas, contacto directo y aerosoles. En la transmision ambiental y fomites se
ha encontrado que la vida media del SARS-CoV-2 puede ser de 1.2 horas en gotas, 3 horas en
aerosol, hasta 24 horas en carton y hasta 72 horas en plastico y acero inoxidable; esto debe llevar
a adoptar medidas estrictas de higiene de manos y manejo de fomites.

En diciembre de 2019 han sido descritos los primeros casos de infeccion respiratoria por una
nueva estirpe de coronavirus (CoV) con centro epidemioldgico en el mercado publico de
Huanan, en Wuhan, provincia de Hubei, en China. Desde entonces, los casos se multiplicaron
exponencialmente diseminandose por el mundo. A 11 de marzo de 2020, la Organizacion
Mundial de Salud ha declarado estado de pandemia mundial, con casos documentados en casi
todos los paises del mundo. El manejo de la pandemia por COVID-19 involucré un enorme
esfuerzo de los equipos de salud en todo el mundo, que han visto sobrepasada sus capacidades,
obligando a los gobiernos a promover un trabajo coordinado entre las instituciones publicas y
privadas para afrontar la pandemia. Para dar respuesta oportuna a la nueva enfermedad segun la
OPS/OMS “la confirmacion habitual de los casos de COVID-19 se basa en la deteccion del acido
nucleico (ARN) del virus mediante ensayos de RT-PCR inmediata”.

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica

millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la
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secuencia blanco es copiada fielmente. Los elementos importantes en la reaccion son el templado
o molde (ADN o ADNc), la enzima, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucleétidos
trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el idn magnesio (Mg +), una solucion
amortiguadora o buffer y H,O (libre de nucleasas). Todos estos elementos interactiian en tres
etapas principales de las que se compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension. Los
equipos en donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan disefiados
para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo
necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. El diagnostico de laboratorio de COVID-
19 se basa en un resultado positivo de una RT-PCR que puede involucrar uno o mas genes virales
y un gen de referencia humano. Las muestras recomendadas para el diagndstico son muestras del
tracto respiratorio tales como hisopados nasofaringeo y/u orofaringeo. Las dianas que se emplean
para la deteccion especifica del genoma del SARSCoV-2 por RT-PCR en tiempo real se
encuentran en las regiones ORFla, RdRp, N, S y E del ARN viral. El gen E es el mas utilizado
para el cribado y para el diagnostico de certeza, el gen RdRp (estudio de confirmacion) y el gen
N (estudio adicional de confirmacién). La estrategia més eficiente para confirmar la COVID-19
en pacientes sospechosos debe combinar los resultados de la RT-PCR en tiempo real con los
datos clinicos y epidemioldgicos, que incluyan la probabilidad de exposicion, los sintomas y

signos, y los hallazgos de laboratorio.



DESARROLLO.

INICIO DE LA PANDEMIA DE COVID-19

En diciembre de 2019 han sido descritos los primeros casos de infeccion respiratoria por una
nueva estirpe de coronavirus (CoV) con centro epidemioldgico en el mercado publico de
Huanan, en Wuhan, provincia de Hubei, en China. Desde entonces, los casos se multiplicaron
exponencialmente diseminandose por el mundo. Fue el 11 de marzo de 2020, la Organizacion
Mundial de Salud ha declarado estado de pandemia, con casos documentados en casi todos los
paises del mundo.

El virus recibié el nombre de SARS-CoV-2 por su homologia genética con el coronavirus del
sindrome respiratorio aguda severo (SARS-CoV) responsable por una epidemia de grande escala
en Asia en 2003. Y fue asi como se llam¢ tras la sigla inglesa COVID-19 (CoronaVirus Disease
identificado el afio 2019).

GENERALIDADES DEL VIRUS QUE CAUSA EL COVID-19

Se sabe que el SARS-CoV-2, es origen zoonotico; se deriva probablemente de un coronavirus de
murcié¢lago, cuyo reservorio principal podria ser las serpientes de la zona de Wuhan, China.

Este virus es altamente contagioso y se propaga por via de gotitas, contacto directo y aerosoles,
puesto que la transmision es ambiental y fomites en estos la vida media del SARS-CoV-2 puede
ser de 1.2 horas en gotas, 3 horas en aerosol, hasta 24 horas en carton y hasta 72 horas en
plastico y acero inoxidable; esto debe llevar a adoptar medidas estrictas de higiene de manos y
manejo de fomites.

(Entonces que caracteristicas tiene esta enfermedad? presenta caracteristicas inherentes que le
otorgan su alto potencial de infeccion, transmisibilidad y desenlaces desfavorables ocasionando

una pandemia de alto impacto mundial. Segun la OMS la mayoria de las personas infectadas



desarrollaran una enfermedad de leve a moderada y se recuperaran sin necesidad de
hospitalizacion y los sintomas se pueden clasificar como: sintomas mas comunes: siendo estos la
fiebre, tos, cansancio, pérdida del gusto o el olfato; sintomas menos comunes: dolor de garganta,
dolor de cabeza, dolores y molestias, diarrea, erupcion en la piel o decoloracion de los dedos de
las manos o pies, ojos rojos o irritados y Sintomas graves: dificultad para respirar o falta de aire,
pérdida del habla o la movilidad, o confusion, dolor en el pecho. OMS,2023.

ESTRUCTURA, REPLICACION Y FISIOPATOLOGIA DEL VIRUS.

En lo que a la estructura del virus se refiere, el SARS-CoV2 es un virus ARN monocatenario del
género beta-coronavirus, de sentido positivo, familia Coronaviridae; poseen envoltura. Se
conocen siete especies de esta familia que pueden causar infecciones en humanos, de las cuales
cuatro causan principalmente sintomas respiratorios leves y tres pueden desencadenar una
enfermedad potencialmente fatal, como el sindrome respiratorio agudo grave (SARS), el
sindrome respiratorio del Oriente medio (MERS) y COVID-19.

Se reconocen cuatro géneros de coronavirus: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. El examen genealdgico del SARS-CoV-2 reveld que
pertenece al coronavirus del género betacoronavirus. Estructuralmente los coronavirus son virus
esféricos que miden entre 80 a 160 nandmetros de diametro, con una envoltura de bicapa lipidica
y que contienen genoma de ARN monocatenario (ssSRNA) de polaridad positiva con una longitud
de entre 27 y 30 kilobases. Gracias a las proteinas de superficies que observadas al microscopio
electronico son semejantes a una corona solar (con proyecciones de superficie) es que se les
atribuy6é el nombre a los virus. El genoma del virus SARS-CoV-2 codifica 5 proteinas

estructurales, las cuales estan codificadas dentro del extremo 3’ del genoma viral:



o Glucoproteina S (espiga): La glucoproteina S trimérica es una proteina de fusion de clase [ y
media la unién al receptor del huésped. La glucoproteina S es escindido por una proteasa
similar a la furina de la célula huésped en dos polipéptidos separados denominados S1 y S2.
S1 constituye el gran dominio de unidn al receptor de la proteina S, mientras que S2 forma el
tallo de la molécula espiga.

o  Proteina E (envoltura): La proteina E transmembranal tiene un ectodominio N-terminal y
un endodominio C-terminal, tiene actividad de canal i6nico. La actividad del canal i6nico
en la proteina E del SARS-CoV no es necesaria para la replicacion viral, pero si podria
serlo para la patogénesis. Facilita el ensamblaje y la liberacion del virus.

Proteina M (membrana): Es la proteina estructural mas abundante en el virion. Es una
proteina pequefia con tres dominios transmembrana. Se sugirid que la proteina M existe como
un dimero en el viridon, y puede adoptar dos conformaciones diferentes, lo que le permite
promover la curvatura de la membrana y unirse a la nucleocapside. Se cree que esta proteina
le otorga la forma al virién.

o Proteina N (nucleocapside): Se compone de dos dominios separados, un dominio N-terminal
y un dominio C-terminal, ambos capaces de unirse al ARN in vitro, pero cada dominio utiliza
diferentes mecanismos para unirse al ARN. La proteina N también estd muy fosforilada, y se ha
sugerido que la fosforilacién desencadena un cambio estructural que mejora la afinidad por el
ARN viral versus el no viral. La proteina N se une al genoma viral en una conformacién de tipo
perlas en una cuerda.

Hemaglutinina-esterasa (HE): Estd presente en un subconjunto de betacoronavirus. La

proteina actia como una hemaglutinina, se une a los acidos sidlicos en las glucoproteinas de



superficie y contiene actividad acetil-esterasa. Se cree que estas actividades mejoran la

entrada de células mediadas por la proteina S y la propagacion del virus a través de la mucosa.
Entre estas cinco proteinas, las mas importantes son la proteina N y la proteina S, debido a que la
primera ayuda al virus a desarrollar la capside y la estructura viral completa de manera apropiada
y la ultima ayuda a la unidn del virus a las células del huésped.
En cuanto a la replicacion del virus, una vez que ha ingresado a la célula huésped, este inicia el
proceso de replicacion; el genoma del virus contiene un gran gen replicasa que dara lugar a
proteinas no estructurales (Nsps), seguido de genes estructurales y accesorios. Este gen replicasa
codifica dos marcos de lectura abiertos (ORF), repla y replb, que se traducen en dos
poliproteinas (ppla y pplab); estos polipéptidos son procesados por dos proteasas virales: la
proteasa tipo 3C (3CLpro) y la proteasa tipo papaina. La escision produce 15 o 16 Nsps virales
que se ensamblan en un gran complejo unido a membrana y exhiben multiples actividades
enzimaticas.
El genoma de ARN de cadena positiva se usa como plantilla para producir la cadena negativa.
Las enzimas codificadas por el gen replicasa usan el ARN negativo como plantilla para
desarrollar segmentos de ARN mensajero (ARNm) superpuestos que se traducen en las proteinas
estructurales. Se cree que la fabricacion de estas moléculas individuales de ARN podria
favorecer sucesos de recombinacion entre genomas viricos y diversidad genética.
Y es asi como en el proceso de replicacion dentro del huésped humano, la proteina N del virus se
une al genoma, mientras que la proteina M se asocia con las membranas del reticulo
endoplasmico (RE). Posteriormente el ARN mensajero y las proteinas de nucleocapside se
combinan para formar los viriones. Las particulas virales se dirigen al complejo intermediario

reticulo endoplasmico-aparato de Golgi y desde este compartimiento las vesiculas que contienen



los viriones se dirigen a fusionarse con la membrana plasmatica, armando asi las particulas
virales completas que al ser liberadas pasan a infectar nuevas células.

Cuando hablamos de la fisiopatologia es importante tener en cuenta que un numero de
enfermedades o condiciones pre-existentes son consideradas comorbilidades de la enfermedad
COVID-19, primordialmente porque comparten aspectos fisiopatologicos con el cuadro clinico
desarrollado por el virus.

Dado que el SARS-CoV-2 se transmite por el aire en forma de aerosoles o gotas microscopicas
es de esperar que tenga tropismo por tejidos de la cavidad nasofaringea y las vias respiratorias,
tropismo dado por la expresion de ECA2 (enzimas convertidoras de angiotensina 2) en estos
tejidos. La infeccion del sistema respiratorio por SARS-CoV-2 ocurre en tres fases. La primera
sucede en la cavidad nasofaringea, infectando algunos tipos celulares, pero no genera una
respuesta inmune muy vigorosa, y es generalmente el tipo de infeccion que cursan los
asintomaticos. La segunda fase implica la infeccion de las vias respiratorias mayores, bronquios
y bronquiolos; que se manifiesta con sintomas de inflamaciéon pulmonar y puede cursar con o sin
hipoxia. Y la tercera fase implica la infeccion de las estructuras de intercambio gaseoso, los
alvéolos, los cuales estan formados principalmente por dos tipos celulares de origen epitelial
llamados neumocitos tipo I y II. La homeostasis pulmonar se mantiene mediante una red de
células residentes que incluyen cé€lulas epiteliales, endoteliales y leucocitos. Las macrofagos
alveolares residentes y las células epiteliales forman una barrera critica en el pulmén. La
infeccion de un neumocito tipo Il determina un cambio en el perfil de expresion génica,
incluyendo un aumento en la expresion de genes asociados a la respuesta antiviral como son
interferones y ciertas interleuquinas, y disminucion en la expresion de genes encargados de la

produccion del surfactante. Estas sefiales activan células del sistema inmune residentes en los



alvéolos, como son los macrofagos, y reclutan otras, como son neutréfilos, que trasvasan desde
la circulacion. Una caracteristica de la infeccion por SARS-CoV-2 es que las células infectadas
pueden desarrollar una alta carga viral y desencadenar un programa de muerte celular llamado
piroptosis, que involucra la liberacion masiva de mediadores inflamatorios, lo cual aumenta
exponencialmente el dafio de los neumocitos tipo I, con la consiguiente rotura de la barrera
alveolar y la infiltracion de componentes proteicos y celulares del plasma. El alveolo dafiado por
la respuesta inmune comienza a llenarse de una mezcla de exudado del vaso, células muertas,
particulas virales, células inflamatorias, fibrina, entre otros, aumentando el volumen del
intersticio entre vaso y alveolo. Como consecuencia, se compromete la capacidad de intercambio
gaseoso, generando en ultima instancia la disfuncion respiratoria asociada que da nombre al
cuadro clinica “SARS”, sindrome respiratorio agudo grave.

DIAGNOSTICO POR MEDIO DE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.
El manejo de la pandemia por COVID-19 involucré un enorme esfuerzo de los equipos de salud
en todo el mundo, que han visto sobrepasada sus capacidades, obligando a los gobiernos a
promover un trabajo coordinado entre las instituciones publicas y privadas. Para dar respuesta
oportuna a la nueva enfermedad segin la OPS/OMS “la confirmacion habitual de los casos de
COVID-19 se basa en la deteccion del acido nucleico (ARN) del virus mediante ensayos de RT-
PCR inmediata”.
GENERALIDADES DE LA PCR.
Antes de iniciar con la descripcion de la técnica RT-PCR es importante recordar las
generalidades de la PCR; comenzando con los origenes la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) que fue descrita en el afno 1986 por Kary Mullis como una amplificaciéon enzimatica

especifica de ADN realizada in vitro, es decir, que amplifica millones de veces una secuencia



especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada
fielmente. Para ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene
la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las células. En la reaccion, si usamos como
sustrato ADN gendémico, entonces tipicamente hablamos de una PCR, pero si usamos ADN
complementario (ADNCc) proveniente del ARNm (4cido ribonucleico mensajero) se le conoce
como RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por sus siglas en inglés).
Antes de iniciar los ciclos de la PCR, se debe aislar el ADN de la muestra tomada, de una forma
manual o automatizada. Esto dependera del laboratorio y sus recursos. Por lo general, este es un
proceso largo de multiples pasos.
Este proceso consiste en tres etapas consecutivas: disgregacion de las células o tejidos (lisis
celular), inactivacion de las nucleasas intracelulares y en separacion de los acidos nucleicos de
los demas componentes celulares.
Detallando un poco mas las etapas de extraccion, durante la lisis celular se procede a la
destruccion de las estructuras formadas por lipidos y proteinas permitiendo la liberacion de los
acidos nucleicos del nucleo celular. La lisis se lleva a cabo mediante una solucion salina que
suele contener detergentes que desnaturalizan las proteinas y/o proteasas. Una vez separados los
acidos nucleicos de las proteinas y lipidos se lleva a cabo su purificacion.
Los métodos de purificacion presentan una gran variabilidad y estan desarrollados en funcion de
las propiedades fisico-quimicas de las moléculas de ADN y ARN, algunos de estos métodos son:
Adsorcion en columna de silice: En presencia de ciertas sales los 4cidos nucleicos quedan
retenidos por adsorcion en columnas de silice. Posteriormente las columnas se lavan con
soluciones salinas que eliminan las particulas que no se han unido y finalmente los 4cidos

nucleicos son eluidos con agua o una solucién con una baja concentracion de sales.



Separacion magnética: En este método las muestras lisadas se mezclan con esferas magnéticas
con capacidad de unirse a los acidos nucleicos. Tras una serie de lavados para conseguir la
maxima purificacion del material genético las esferas son retiradas de la solucion mediante un
separador magnético.
Para una mejor comprension de la técnica de PCR primero se detallaran los elementos y
componentes para llevar a cabo la reacciéon como son el templado o molde (ADN o ADNc), la
enzima, los oligonucle6tidos o primers, los desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs:
adenina, timina, citosina y guanina), el i6n magnesio (Mg +), una soluciéon amortiguadora o
buffer y H,O (libre de nucleasas). Todos estos elementos interactian en las tres etapas
principales de las que se compone la PCR.
El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas para su
manipulacion. Recordemos que la molécula de ADN estd formada por tres componentes: un
azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina, timina, guanina o
citosina) que es complementaria con la base de otra cadena, de tal forma, que el ADN se
estructura en una doble hélice. La complementariedad entre las bases esta dada por puentes de
hidrégeno e interacciones hidrofobicas, generando estabilidad a la doble hélice, la carga eléctrica
del ADN es negativa y esta dada por los grupos fosfatos. En la PCR, el templado son las cadenas
de ADN que se separan y funcionan como molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas
que llevan la secuencia blanco de interés. Por su parte, la ADN polimerasa se encarga de la
catalisis de la reaccion, sintetizando las nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco.
La enzima mas usada con frecuencia se llama Taq ADN polimerasa, que proviene de una bacteria
termofila llamada Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de temperatura muy altas y por

eso su ADN polimerasa es capaz de soportar ese tipo de temperaturas. Para que la enzima



funcione con alta especificidad y la reaccidn transcurra exitosamente, también se necesita de los
elementos ya mencionados como primers, dNTPs, Mg +, buffer y H,O.

Los primers son secuencias de oligonucledtidos que flanquean y delimitan la secuencia blanco
que se desea amplificar y son complementarios a ésta. Generalmente su tamafo oscila entre 15-
25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser mas del 55% de la secuencia; si no se
respetan estas reglas, existe la posibilidad de la formacion de dimeros de primers, es decir, de
productos inespecificos. Esto repercutiria en el rendimiento de la reaccion, asi como en la
especificidad del producto esperado. Son dos secuencias diferentes de primers las que se utilizan
en la PCR, una denominada «forward» o sentido y otra «reward» o antisentido; ambas deben
estar disenadas para que hibriden con el templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas
por la Taq polimerasa en direccidén 5°-3 (como sucede endogenamente).

Por su parte, los dNTP’s son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa
construye las nuevas cadenas de ADN. El buffer es la solucion amortiguadora que se usa en la
reaccion y generalmente estd compuesta de Tris-HCL (pH = 8) cuya concentracion final de
trabajo debe ser 1X. El magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la
reaccion, por eso se debe tener una concentracion adecuada para que no afecte el rendimiento de
la Taq polimerasa; regularmente su concentracion oscila entre 0.5 y 2.5 mM. El agua es el
disolvente en la reaccion y se usa en su forma destilada libre de nucleasas, enzimas que degradan
a los acidos nucleicos.

Una vez aislado el ADN diana, se inician los ciclos de PCR. En cada ciclo de la PCR se duplica
al ADN diana, se trata de una reaccion exponencial donde se generan mas de mil millones de
copias del ADN original en de 30 a 40 ciclos de PCR. Esta técnica se realiza en un equipo

termociclador (los cuales estan disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las
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condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos) y
consta, generalmente, de tres etapas:

Desnaturalizacion. En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una
temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia del templado,
es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario mas tiempo para romper sus uniones debido
a que el apareamiento de estas bases estd formado por tres enlaces, uno mas que las bases de A-
T.

Hibridacién de los partidores (y la sonda si es PCR de tiempo real) a una temperatura que
oscila entre 45°C-65°C (que depende del contenido y proporcion de nucledtidos de los
partidores). En esta etapa ocurre la hibridacién de los partidores especificos con su region
complementaria en el templado. La temperatura de esta etapa es variable, y es dependiente de la
temperatura de fusién (Tm) de los partidores. En el caso de la PCR de tiempo real realizada con
sondas TagMan (las mas comunes), esta etapa generalmente se realiza a 60°C e incluye la
hibridacion y elongacion junto con la lectura de la fluorescencia.

Elongacion. En esta etapa, la Taq polimerasa actua sobre el complejo templado-primers y
empieza su funcidn catalitica a una velocidad muy rapida; agrega ANTP’s complementarios para
crear las cadenas completas de ADN. La extension de las cadenas es en direccion de la sintesis
del ADN, es decir, de 5’ a 3°. La temperatura Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa
temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones con un
tamafo dictado por el nimero total de pares de bases (pb) que debera ser conocido por el
investigador.

Una vez finalizada la reaccion en el termociclador, se obtienen millones de copias de amplicones.

Si ha ocurrido contaminacion durante la preparacion de la PCR, podrian obtenerse amplicones
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inespecificos, es decir, que no correspondan al ADN diana requerido, o bien falsos positivos por

contaminacion con templado o amplicones, alterandose la confiabilidad de los resultados.

En el caso de la PCR en tiempo real; el término en tiempo real se refiere a que la deteccion de los
productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccion. A diferencia de la PCR punto final
en donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia blanco. Precisamente,
estas dos caracteristicas representan grandes ventajas de la PCR en tiempo real, ya que el
producto de amplificacion es monitoreado conforme transcurre la reacciéon sin que haya la
necesidad de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccion fue exitosa
como sucede en la PCR punto final. El monitoreo de los productos amplificados conforme
transcurre la reaccion es un paso importante en la PCR en tiempo real, para ello la estrategia
tecnologica que ha dado buenos resultados es los sistemas basados en reporteros fluorescentes.
Este sigue el principio conocido como «transferencia de energia de resonancia fluorescente»
(FRET, por sus siglas en inglés) para generar la sefial; este método consiste en transferir energia
desde un donador o reportero fluorescente a un aceptor o «quencher»; en una sonda unida a un
reportero fluorescente que estd en estrecha proximidad con un aceptor fluorescente unido a otra
sonda. Tanto el reportero como el aceptor presentan un espectro de excitacion y de emision
similar, de tal forma que cuando las dos sondas hibriden a su templado blanco, el reportero es
excitado y la sefal emitida es transferida al aceptor, generando un incremento en la cantidad de

fluorescencia.

No es suficiente con detectar la amplificacion en tiempo real y capturar la fluorescencia de cada
muestra, el analisis de la reaccion es el paso final para determinar la cuantificacion génica. Para
ello, los termocicladores estan proveidos de una PC con un software que generalmente son

faciles de usar. Este software genera una serie de graficas en donde se muestran todos los datos
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necesarios para conocer si la reaccion fue exitosa. Una de estas graficas es la de amplificacion
que muestra el curso y el progreso de la reaccion, otra grafica es la curva de disociacion o curva

melting que muestra informacion sobre la especificidad de la reaccion.

La PCR es una técnica rapida y versatil, convirtiéndose hasta la fecha en una técnica
comunmente utilizada en diversos laboratorios. Tiene ventajas tales como requerir una cantidad
minima de templado en la reaccion, el cual no necesariamente debe estar puro, permitiendo una
facil y rapida obtencion de resultados. Sin embargo, la experiencia ha permitido identificar una
gran limitante, como es la alta susceptibilidad de contaminacién en alguna de las etapas de la
técnica: la extraccion del templado, la preparacion de reactivos, la dispensacion o carga del
templado.

Para minimizar este problema existen ciertas condiciones que deben ser controladas, tales como:
separar areas de trabajo contaminadas con templado de aquellas areas libres de él con sets
independientes de equipamiento que no se deben compartir entre areas (micropipetas, gradillas,
delantales, guantes, toalla absorbente, alcohol, lapices marcadores, microtubos, minicentrifugas,
refrigeradores, etc) y mantener un flujo unidireccional de trabajo desde las areas mas limpias
hacia las mas sucias.

DIAGNOSTICO USANDO RT-PCR.

En El Salvador el Laboratorio Nacional de Salud Publica con capacidad de diagndstico
molecular implementd para la deteccion del virus SARS-CoV-2 causante de COVID-19,
mediante la deteccion de acido nucleico viral RT-PCR en tiempo real en muestras de hisopos de
nariz y / o garganta. El diagndstico de laboratorio de COVID-19 se basa en un resultado positivo
de una RT-PCR que puede involucrar uno o mas genes virales y un gen de referencia humano.

Las muestras mas usadas y recomendadas por los Centers for Disease Control and Prevention
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(CDC) por su rentabilidad diagnostica son las nasofaringeas seguidas de las orofaringeas. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda recoger ambas muestras en el mismo tubo
con el fin de aumentar la carga viral. Se han obtenido resultados positivos de la RT-PCR en

infectados tanto en muestras respiratorias

El proceso de diagndstico comienza con el traslado de las muestras que deben estar en triple
envase en contenedores homologados bajo normativa de “Sustancia biologica clase B
(UN3373)” y se transportan a 4 °C; las areas de trabajo que aseguran el correcto manejo de las
muestras, esta el area sucia para recepcion, registro, desembalaje e inactivacion de las muestras y
el area limpia, para la extraccion del ARN y realizacion de RT-PCR. Los envases de las muestras
deben ser abiertos dentro de cabinas de seguridad bioldgica tipo 2 (CSB-II). Independientemente
del protocolo de extraccion a utilizar, las muestras deben ser mantenidas refrigeradas hasta la
extraccion.

La técnica de RT-PCR, también conocida como PCR con transcriptasa inversa, esta es una
variacion de la reaccion en cadena de la polimerasa que normalmente mide los niveles de
expresion del ARN. En RT-PCR, el ADN complementario (ADNc) se produce mediante la
transcripcion inversa de las plantillas de ARN con la enzima transcriptasa inversa. Esta técnica se
utiliza para estudiar cualitativamente la expresion génica y se puede combinar con la PCR en
tiempo real para cuantificar los niveles de ARN. La RT-PCR requiere una plantilla de ARN, una
enzima, nucleo6tidos, tampones y termociclador para producir productos de RT-PCR. El aumento
exponencial en las copias de ADN se ve reflejado en la aparicion de fluorescencia cuya
intensidad es directamente proporcional a la cantidad de ARN en la muestra, haciendo que esta

reaccion sea altamente sensible a bajas concentraciones de acidos nucleicos virales.
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En cuanto al proceso de extraccion cuantitativa de 4cidos nucleicos con alta pureza a partir de
muestras complejas es el requisito previo para ensayos de RT-PCR eficientes y es un paso crucial
en el uso de técnicas moleculares para la deteccion eficiente de virus en muestras clinicas.
Actualmente se utilizan dos métodos principales de extraccion de ARN previo a la RT-
PCR para la deteccion de SARS-CoV-2: la cromatografia de columna y la aplicacién de

particulas magnéticas.

Las dianas que se emplean para la deteccion especifica del genoma del SARSCoV-2 por RT-
PCR en tiempo real se encuentran en las regiones ORFla, RdRp, N, S y E del ARN viral. El gen
E es el més utilizado para el cribado, el gen RdRp (estudio de confirmacion) y el gen N (estudio
adicional de confirmacion). En la reaccion también se incluyen cebadores que amplifican el gen
de alguna proteina humana, que sirva como control de la calidad de la toma de muestra y del

proceso de aislamiento del material genético.

La sensibilidad de la RT-PCR para el diagnostico del SARS-CoV-2 depende de la carga viral, del
dia de la infeccion en que se toma la muestra y de que esta sea de vias respiratorias altas o bajas.
También influyen otros factores como el correcto hisopado, su conservacion y transporte al
laboratorio en condiciones adecuadas. A toda persona con sospecha de infeccion por el SARS-
CoV-2 se le debe realizar una RT-PCR en las primeras 24 horas. Si la prueba resultara negativa y
hubiera alta sospecha clinica de COVID-19 se repetiria a las 48 horas con una nueva muestra del
tracto respiratorio, con lo que se consigue un aumento de la sensibilidad diagnostica de hasta el
29 %. El ARN viral en el hisopado nasofaringeo se vuelve detectable por RT-PCR desde el
primer dia de los sintomas y alcanza su punto maximo dentro de la primera semana. En una RT-
PCR en tiempo real la amplificacion del material genético se detecta en el mismo momento en

que esta va ocurriendo gracias a la cuantificacion de la fluorescencia que se emite en cada ciclo.
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El ciclo umbral (Ct, del inglés thres hold cycle) es el nimero de ciclos de replicacion necesarios
para los valores de Ct mas bajos representan mayores cargas de ARN viral, por lo que los valores
de Ct que se obtienen en pacientes gravemente enfermos suelen ser inferiores a los valores de los

casos leves.

A pesar de que es la técnica gold standard, no estd exenta de presentar falsos negativos y
positivos: Falsos negativos (<5-40%): Muestra insuficiente, poca carga viral segln el estadio
(asintomatico, presintomatico o postsintomatico), trasporte inadecuado o con retraso
(interrupciéon cadena de frio), error en etiquetaje. Falsos positivos (infrecuentes):

contaminaciones cruzadas entre muestras, error en etiquetaje.

La estrategia mas eficiente para confirmar la COVID-19 en pacientes sospechosos debe
combinar los resultados de la RT-PCR en tiempo real con los datos clinicos y epidemiologicos,

que incluyan la probabilidad de exposicion, sintomas, signos, y los hallazgos de laboratorio.
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CONCLUSIONES.

La pandemia causada por COVID-19 involucré un enorme esfuerzo para todos los equipos de
salud pues el virus que causa esta enfermedad era poco conocido, a un inicio solo se sabia que
este virus es ARN monocatenario del género Beta-coronaviridae, de sentido positivo,
perteneciente a la familia Coronaviridae, ademas que posee envoltura. Se sabe que el SARS-
CoV-2 el virus causante de COVID-19 es de origen zoonotico y que se deriva probablemente de
un coronavirus de murci¢lago. Los primeros contagios tuvieron centro epidemioldgico en el
mercado de Huanan, en Wahan, provincia de Huber, en China. Este virus es altamente
contagioso, se propaga via de gotitas de saliva, contacto directo y aerosoles, esto provoco que los
casos se multiplicaran exponencialmente hasta diseminarse a todo el mundo y fue el 11 de marzo

de 2020 que la OMS declar6 estado de pandemia.

Para dar respuesta oportuna a la nueva enfermedad la OPS/OMS informé que la confirmacion
habitual de los casos de COVID-19 se basaria en la deteccion del acido nucleico (ARN) del virus
mediante ensayos de RT-PCR inmediata, esta prueba detecta la presencia del material genético
del virus SARS-CoV-2 en muestras de secreciones respiratorias. El proceso de RT-PCR implica
la toma de una muestra de la nariz y la garganta del paciente, generalmente a través de un hisopo
nasal. Esta muestra se envia a un laboratorio donde se realiza el anélisis. Esta técnica de biologia
molecular tiene la ventaja de ser rapida y versatil; es una reaccidon enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN mediante varios ciclos repetidos
en los que la secuencia blanco es copiado fielmente, previo a este proceso se realiza un proceso
retrotranscripcion donde se convierte el ARN del virus en ADN para luego hacer un proceso de
extraccion de acidos nucleicos, luego la técnica se realiza en un equipo llamado termociclador y

todo este proceso consta de tres etapas: desnaturalizacion, amplificacion y elongacion final. Las
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dianas que se emplean para la deteccion especifica del genoma del SARSCoV-2 por RT-PCR en
tiempo real se encuentran en las regiones ORFla, RdRp, N, S y E del ARN viral. E1 ARN viral
en el hisopado nasofaringeo se vuelve detectable por RT-PCR desde el primer dia de los
sintomas y alcanza su punto méximo dentro de la primera semana. Si el material genético del
virus estd presente en la muestra, se producira una amplificacion especifica y se detectara
mediante técnicas como la fluorescencia. Es importante tener en cuenta que la RT-PCR puede
dar resultados falsos negativos en muestra insuficiente, poca carga viral segin el estadio
(asintomatico, presintomatico o postsintomatico), trasporte inadecuado o con retraso
(interrupcién cadena de frio), error en etiquetaje y falsos positivos cuando se da contaminaciones
cruzadas entre muestras, error en etiquetaje. Por lo que se considera que la estrategia mas
eficiente para confirmar la COVID-19 en pacientes sospechosos debe combinar los resultados de
la RT-PCR en tiempo real con los datos clinicos y epidemioldgicos, que incluyan la probabilidad

de exposicion, sintomas, signos, y los hallazgos de laboratorio.
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