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Las pruebas diagnésticas para detectar el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 aln estan
evolucionando y es importante comprender sus particularidades para la interpretacion
correcta de los resultados. La técnica de eleccion para su diagnéstico es la reaccién en
cadena de la polimerasa con reverso transcripcion (RT-PCR, del inglés reverse

transcription-polymerase chain reaction), en tiempo real.

La PCR cuantitativa es una variante de la PCR que nos permite medir en tiempo real la
cantidad de fragmentos de ADN que se van produciendo. Para poder cuantificar la muestra
de un paciente en este tipo de PCR, se afiaden al tubo de ensayo sondas que se unen
Unicamente a secuencias especificas del ADN retrotranscrito del virus y emiten
fluorescencia. Por tanto, a mayor fluorescencia en la muestra, mayor cantidad de copias

del ADN obtenido mediante la retrotranscripcion del virus SARS-CoV-2.

Las dianas que se emplean para la deteccion especifica del genoma del SARS-CoV-2 por
RT-PCR en tiempo real se encuentran en las regiones ORFla, RdRp, N, Sy E del ARN
viral. El gen E es el mas utilizado para el cribado y para el diagndstico de certeza, el RARp
0 el ORFla. En la reaccién 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.

Las muestras recomendadas para el diagnostico del SARS-CoV-2 por RT-PCR son las del
tracto respiratorio superior, como el exudado nasofaringeo y orofaringeo, aunque en los
nifos pequefos es preferible el frotis por lavado o aspirado nasofaringeo. Si se recogen
hisopados nasofaringeos y orofaringeos al mismo paciente se pueden introducir juntos

en el mismo tubo de medio de transporte para maximizar la sensibilidad de la prueba.

La sensibilidad de la RT-PCR para el diagnéstico 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.

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. No obstante, la linea de tiempo de la positividad no es igual en las
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diferentes muestras nasofaringeas. La positividad disminuye mas lentamente en el
esputo y aun puede persistir después de que los hisopados nasofaringeos son

negativos.

En una RT-PCR en tiempo real la amplificacion del material genético se detecta en
el mismo momento en que estaba ocurriendo gracias a la cuantificacion de la
fluorescencia que se emite en cada ciclo. El ciclo umbral (Ct, del inglés thresholdcycle)
es el numero de ciclos de replicacion necesarios para producir una sefal fluorescente y

usualmente un valor de Ct inferior a 40 se informa como positivo.
Funcionamiento bésico y pruebas de alto rendimiento

La RT-PCR cuantitativa en tiempo real, detecta y cuantifica las secuencias especificas de
acidos nucleicos mediante el uso de reporteros florescentes. Entre las tecnologias de
sondeo comercializadas, las de mayor uso en los paquetes diagndsticos incluyen las
tecnologias TagMan y Molecular beacon. El término en tiempo real se refiere a que la
deteccién de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccién. Por su parte,
el término cuantitativo hace referencia a que es posible cuantificar la cantidad de ADN en
la muestra. La ventaja con respecto a la PCR convencional es que el producto de
amplificacién es monitoreado conforme transcurre la reaccion, sin que haya la necesidad
de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la reaccién fue exitosa, como

sucede en la PCR punto final.

Los paquetes diagnésticos que emplean RT-PCR para la deteccién del SARS-CoV-2
funcionan mediante la lectura de la ARN polimerasa dependiente del ARN (RdRp),
fragmentos ORF1lab, el gen de la envoltura (gen E), el gen de la proteina nicleo capside
(gen N) y el gen S. Con el fin de mejorar la sensibilidad de la deteccién, la mayoria de los
fabricantes eligen dos o0 mas regiones diana de la secuencia de &cido nucleico viral. El
diagnéstico se confirma en los pacientes con resultados positivos tanto para la amplificacion
del gen ORFlab como para la del gen N o el gen E (18). La RT-PCR de un paso dirigida a
fragmentos ORF1b o al gen N del SARS-CoV-2 fue disefiada para reaccionar con el SARS-

CoV y los virus estrechamente relacionados, como el coronavirus del MERS, lo que puede
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dar lugar a reacciones falso positivas en la identificacion del virus causante de la COVID-
19.

Variacion de resultados segun muestras

El exudado nasofaringeo es generalmente el método de recoleccién utilizado al hacer el
diagnéstico por RTPCR, pero puede pasar por alto una infeccion en estadios iniciales, en
estos casos es Util una muestra méas profunda obtenida por broncoscopia. La muestra
bronquial tiene la ventaja de detectar con mayor facilidad el acido nucleico viral en el liquido

del lavado alveolar, seguido de los hisopados de esputo nasal y faringeo.

En un estudio de 4 880 casos, Liu y col. mostraron que el liquido de lavado alveolar exhibié
la tasa positiva del 100 % para el fragmento ORFlab del SARS-CoV-2; el esputo exhibio
una tasa positiva del 49,12 %, y las muestras de hisopados nasales y faringeos mostraron

una tasa positiva baja del 38,25 %.
Positividad de los resultados en el tiempo

En la mayoria de los individuos con infeccién sintoméatica por COVID-19, el ARN viral en el
hisopo nasofaringeo se detecta desde el primer dia de los sintomas y alcanza su punto
maximo al transcurrir una semana. En un estudio realizado por Woélfel y Col, los hisopos de
todos los pacientes tomados entre el primer y quinto dia dieron positivos al virus, mientras
gue ninguna de las 27 muestras de orina y 31 muestras de suero resultaron positivas para
el ARN del SARS-CoV-2. En otro estudio realizado por Tang-Xiao y col, el periodo promedio
desde el inicio de los sintomas hasta el resultado negativo de la prueba RT-PCR del SARS-
CoV-2 fue de 20 dias. En algunos casos, el ARN viral ha sido detectado por RT-PCR seis

semanas después de la primera prueba positiva.
Muestras no convencionales para el diagnostico

Los pacientes con neumonia por COVID-19 en estadios avanzados han demostrado una
alta carga de ARN viral para el SARS-CoV-2 al ser analizadas muestras de materia fecal,
asi como una menor presencia del virus en vias respiratorias. En brotes anteriores de

coronavirus que causaron eventos epidémicos se comprobé una implicacién entérica en la
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transmisioén, por lo tanto, debe considerarse para detectar el SARS-CoV-2 en los casos

avanzados de COVID-19 el andlisis de muestras de hisopado rectal.
Eficiencia y automatizacion de las pruebas RT-PCR

La dependencia de las configuraciones manuales en la prueba RT-PCR es una de las
limitaciones fundamentales durante el diagndstico molecular del SARS-CoV-2 cuando se
trata de escalabilidad y velocidad en escenarios de brotes. Por consiguiente, se requieren
flujos de trabajo alternativos para permitir el seguimiento rdpido de muestras de alta
prioridad. Una plataforma RT-PCR totalmente automatizada, que realice la extraccién, la
amplificacion y la deteccion de material genético viral sin necesidad de interaccién humana
podria ser la solucién, como lo son el sistema NeuMoDx 96 o la prueba Cobas 6800 SARS-
CoV-2.

La disponibilidad de pruebas diagndsticas es crucial para el aislamiento de casos positivos
y el seguimiento de la cadena epidemioldgica de transmisién, donde la reaccién en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa resulta de gran utilidad. Esta prueba exhibe altos
indicadores de sensibilidad y especificidad. La muestra que ofrece mayor sensibilidad es el
exudado nasofaringeo, aunque se ha documentado la necesidad de emplear hisopados

rectales en casos falsos negativos que mantengan sintomas sugerentes de la COVID-19.

Se trabaja en la automatizacion y optimizacion de pruebas diagnésticas, donde la prueba

de amplificacion isotérmica mediada por bucle (RT-LAMP) resulta una alternativa eficaz.
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