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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PARA LA DETECCION DE
SARS-CoV-2

La forma y estructura de los coronavirus es: la nucleocdpside, donde estd
estrictamente contenido el material genético (exclusivamente una secuencia
sencilla de ARN de alrededor de 32,000 bases), y empaquetado gracias a la
proteina N, y de |la envoltura, compuesta por varias proteinas estructurales como
la glucoproteina de membrana o proteina M, implicada en el ensamblaje del virus y en contacto
con la nucleocépside, la proteina S, que forma las espigas responsable de la adhesion a la célula
huésped, y la proteina E, que interacciona con la proteina M para la formacion de la envoltura.
Estas representan las proteinas estructurales mas relevantes, aunque hay otras que son necesarias

en el proceso replicativo del virus y de infeccidn y entrada en las células.

¢ Qué es la reaccion de PCR?

Es una reaccion donde una enzima llamada ADN polimerasa, copia un fragmento de informacion
genética, en este caso derivada del virus, mediante una serie de reacciones de copiado en cadena.
De ahi el nombre de la técnica “reaccion en cadena de la polimerasa” (PCR por sus siglas en
inglés). Existen dos versiones: una, donde se pueden ver el total las copias del gen al final de las
reacciones de copiado; y otra donde se adiciona un reactivo que libera una sefial luminosa cada
vez que se fabrica una nueva copia de ADN (acido desoxirribonucleico). Esta ultima se llama PCR
en tiempo real (PCR-TR).

La técnica para identificar con certeza la presencia del virus SARS-CoV-2, causante de la actual
epidemia de CoVID-19, se conoce como PCR en tiempo real. El llamado protocolo de Berlin,
establecié una de las primeras metodologias de la prueba de deteccion, la cual se ha ido refinando

conforme ha ido surgiendo méas informacion acerca de los genomas del SARS-CoV-2.
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Por tratarse de un virus que contiene ARN (&cido ribonucleico) en su genoma, se aisla ARN de la
muestra y se copia la informacion para generar una molécula de ADN que se puede detectar por
PCR-TR.

La prueba de PCR-TR tiene dos ventajas:

1. Por una parte, permite monitorear la acumulacién del ADN conforme se va copiando.

2. Se pueden contar el nimero de copias del coronavirus presente en la muestra.

Diagnostico de COVID-19 SARS-CoV-2
En téerminos generales, los métodos de deteccion de virus respiratorios podrian clasificarse en
tres estrategias diferenciadas, cada una de ellas con sus ventajas y limitaciones:

1) Deteccion del material genético del virus (ARN contenido en la nucleocapside)

2) Deteccion del virus como entidad individual, mediante la deteccion de antigenos virales.

3) Deteccion de los anticuerpos generados en el organismo huésped infectado (test serolégico).

DETECCION DEL MATERIAL GENETICO

Esta estrategia es la que usa la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction, Reaccion de la
polimerasa en cadena). Es una técnica muy establecida, utilizada de manera rutinaria en todos los
laboratorios clinicos y que esta basada en la amplificacion de fragmentos de ADN mediante ciclos
consecutivos de incrementos y bajadas de temperatura, lo que permite, a partir de pocas secuencias
iniciales de ADN (pocas copias de material genérico) ampliar a grandes cantidades que pueden ser

detectadas mediante fluorescencia.
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La técnica amplifica ADN, por lo que en el caso de del ARN virico es necesario primero
convertirlo a ADN (por transcripcion inversa, RT, reverse transcription) para a partir de entonces
iniciar el proceso de PCR (lo que se llama RT-PCR). Una vez el genoma de interés es secuenciado
(como en el caso del SARS-CoV-2, cuya secuencia fue dilucidada a las pocas semanas de su
aparicion), es necesario encontrar aquellas regiones unicas que lo diferencian de otros virus de la
misma familia (que seran las que se amplificaran, previo disefio de sondas de deteccion), para

otorgar a la técnica de la especificidad necesaria.

Los pasos necesarios para llevar a cabo la deteccion mediante test PCR son:

A) Coleccion de muestra de paciente (tratandose de un virus respiratorio, aquellas muestras con
mayor cantidad de virus seran las de origen respiratorio, muestra nasofaringea o esputo)

mediante un bastoncillo.

B) Extraccion de ARN virico y purificacion.

C) La muestra purificada se somete a transcripcion reversa para obtener ADN.

D) Realizacion de la PCR. El cdctel de reactivos donde se afiade la muestra tratada contiene las
sondas de reconocimiento con marcadores fluorescentes. La reaccion de PCR se realiza en
termocicladores con distintas prestaciones, habiendo multitud hoy en dia, pudiendo en algunos
casos ser compactos y permitir la deteccion simultanea de varias muestras. En términos
generales, se identifica como resultados positivos a la presencia de ARN virico aquellos muestras
que resulten en una sefial fluorescente por encima de un umbral determinado previamente y

negativos aquellos con una fluorescencia menor.
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