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Copiado

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

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 lamado
protocolo de Berlin, establecié una de las primeras metodologias de la prueba de
deteccion, la cual se ha ido refinando conforme ha ido surgiendo mas informacion

acerca de los genomas del SARS-CoV-2.

Es una técnica molecular de deteccion y amplificacién de acidos nucleicos, es decir
de material genético, ARN, del SARS-CoV-2 en distintas muestras biolégicas
clinicas. En la actualidad es la técnica de referencia y de eleccion para el diagnoéstico
de COVID-19

Es la prueba mas sensible de los métodos disponible. Es la técnica de referencia y
de eleccion para el diagndstico de COVID-19. Por ejemplo, la sensibilidad del
protocolo aleman del Instituto Charité de Virologia en el ensayo de la primera linea
de despistaje el limite técnico de deteccién es 5,2 copias ARN/reaccion (IC 95% 3,7-
9,6), con una tasa de aciertos del 95% (o sea, una especificidad de casi el 100%) y

sin reactividad cruzada con otros virus y coronavirus.
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y cada uno emitira una sefial luminosa que se puede medir por separado.

Los genes diana mas usados para la deteccion de SARS-CoV-2 son el gen E
(recomendado por la OMS como screening de primera linea), el gen RdRp, para
estudio de confirmacién y el gen N para estudio adicional de confirmacién. Otro gen
usado es el Orflab. Para el diagnéstico de confirmacion en zonas sin circulacion del
virus COVID19 se necesita la positividad frente a dos genes distintos de COVID-19,
uno de ellos especifico del mismo, o positividad frente a un betacoronavirus mas
una identificacion al menos parcial del genoma del virus COVID-19. En zonas de
transmision comunitaria como nuestro pais en la actualidad, se considera suficiente
la a positividad de la rRT-PCR para un unico gen que sea discriminatorio de COVID-
19. La prueba consiste en detectar simultaneamente en una reaccion de PCR-TR la
presencia de varios genes. Las reacciones N1 y N2 detectan fragmentos de genes
especificos del SARS-CoV-2 y la reaccion N3 detecta un fragmento de un gen de
los coronavirus tipo SARS. Esta ultima deteccidn permitiria detectar la presencia de
otros virus, el del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) o el del Sindrome
Respiratorio del Medio Oriente (MERS) y asi discriminar si el paciente esta infectado
por SARS-CoV-2 o por otros virus tipo SARS. También se detecta la presencia del
gen de la enzima ARNasa P. Este gen es de origen humano, y permite comprobar
gue, durante la extraccion de ARN de la muestra se obtuvo suficiente ARN como
para que la prueba pueda detectar al coronavirus. Si la cantidad del gen de ARNasa

P no alcanza un valor minimo de deteccion, la muestra se descarta.
Funcion

Se toma una muestra de una de las partes del cuerpo donde se acumula el
coronavirus, por ejemplo, la nariz o la garganta; se le aplican diversas soluciones
guimicas para eliminar ciertas sustancias, como las proteinas y las grasas, y se
extrae solo el ARN de la muestra. Este extracto de ARN consiste en una mezcla del
material genético de la persona y, de estar presente, del ARN del coronavirus. Se

procede a la transcripcion inversa del ARN para convertirlo en ADN mediante una

enzima especifica. A continuacion, los cientificos afiaden pequefios fragmentos




adicionales de ADN que complementan determinadas partes del ADN virico

transcrito. Esos fragmentos se adhieren a partes especificas del ADN virico de estar

el virus presente en la muestra. Algunos de los fragmentos genéticos afadidos

sirven para crear la cadena de ADN durante la amplificacion y otros, para producir
ADN vy afadir marcadores a las cadenas, que se utilizan posteriormente para
detectar el virus. A continuacion, se introduce esa combinacion en un aparato de
RT-PCR, donde se someten a ciclos de calor-frio para provocar determinadas
reacciones quimicas que dan lugar a nuevas copias idénticas de partes especificas.
A medida que se producen nuevas copias de las partes del ADN virico, los
marcadores se acoplan a las cadenas de ADN y emiten una fluorescencia, que la
computadora del aparato medira y presentara en tiempo real en la pantalla. La
computadora hace un seguimiento de la magnitud de la fluorescencia de la muestra
tras cada ciclo. Cuando esta supera un determinado nivel, se confirma la presencia

del virus.
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