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El coronavirus SARS-CoV-2 es una especie de virus que aparecié a finales de 2019 en el
territorio de Wuhan, en China. En humanos este virus es capaz de causar diferentes afecciones

respiratorias agudas y neumonias.

Los coronavirus son virus de ARN monocatenario positivo recubiertos por una estructura de
glicoproteinas y lipidos. Eso quiere decir que, a diferencia de nosotros, los humanos, el SARS-

CoV-2 tiene su material genético en forma de ARN.

“Pero... ;la PCR sdlo era capaz de amplificar el ADN, no? Cierto, las ADN polimerasas solo pueden
utilizar el ADN como molde y no el ARN. Entonces ¢cémo es posible utilizar la PCR para detectar la
infeccion por coronavirus? Pues... utilizando una variante de la PCR estandar, la RT-PCR, que se

vale de la ayuda de un enzima muy particular, la transcriptasa inversa. ”

Obtencidn de la muestra y conversion de ARN a ADN mediante Transcriptasa inversa

La transcriptasa inversa es una ADN polimerasa de origen virico un tanto especial.
Mientras el resto de ADN polimerasas s6lo puede obtener ADN a partir de una cadena de
ADN, la transcriptasa inversa puede sintetizar ADN a partir de una molécula de ARN. jComo
el de SARS-CoV-2!

Por tanto, el primer paso para detectar la infeccion por SARS-CoV-2 mediante PCR es la
conversion del ARN monocatenario viral en ADN . Para ello, en primer lugar, se obtiene el
material genético del virus a partir de un frotis de nariz o garganta del paciente a diagnosticar
y se purifica. Debemos tener en cuenta que en la muestra estamos recogiendo también ARN

humano, ARN bacteriano e incluso ARN de otros virus. jMenudo lio!

Acto seguido, la muestra de ARN obtenida y purificada se mezcla con la transcriptasa inversa
(y otros reactivos), para obtener cadenas de ADN, que podemos cuantificar mediante una PCR
cuantitativa. Aqui habrd ADN de muchos origenes (humano, virico y bacteriano), pero no todo
se amplificara en la PCR, ya que es una técnica dirigida a ciertas secuencias especificas (en

este caso, secuencias del ADN retrotranscrito del virus).



PCR cuantitativa

Como os comentaba en el post anterior sobre la técnica de la PCR, 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.

Analisis de Resultados

Una vez se esta produciendo la reaccion de la PCR cuantitativa de la muestra purificada y

retrotranscrita del paciente, podemos obtener los siguientes resultados:

Presencia de fluorescencia en la PCR cuantitativa:

Si se detecta un aumento de la fluorescencia durante la reaccion de PCR, estamos ante un
claro indicio de la presencia de SARS—CoV-2 en el paciente. Recordad que, en esta prueba
diagnostica, la fluorescencia es producto de la amplificacién del ADN que hemos obtenido de

la retrotranscripcion del ARN del virus.

Limitaciones de la prueba mediante RT-PCR cuantitativa

Aunque la RT-PCR cuantitativa es una técnica muy interesante a la hora de detectar la
infeccion por SARS-CoV-2 de los pacientes posiblemente infectados, presenta varias

limitaciones asociadas que la hacen menos efectiva de lo que deberia.



La primera de las limitaciones de las pruebas diagndsticas de SARS-CoV-2 mediante RT-PCR
cuantitativa es que solo pueden determinar la infeccion por SARS-CoV-2 en el momento de la
prueba. Esto quiere decir que, utilizando esta técnica, no podemos saber si un paciente estaba

infectado dias antes de la prueba.

Otra de las limitaciones de la RT-PCR cuantitativa es la velocidad a la que se lleva a cabo.
Aunque, por lo general, la PCR es una técnica bastante rapida para amplificar muestras de
ADN, se demora varias horas hasta poder establecer unos resultados. El diagnostico mediante
este método es, por tanto, lento en la situacion actual, en la que se necesitan resultados rapidos

para poder controlar a los pacientes infectados.

Por Gltimo, aunque la RT-PCR cuantitativa es una técnica relativamente fiable, se pueden
producir falsos positivos o falsos negativos. Se denominan falsos negativos a todos aquellos
resultados negativos de pacientes infectados por SARS-CoV-2, mientras que se considera
falso positivo a un resultado positivo de un paciente no infectado. Estos errores en el

diagndstico pueden determinar incorrectamente el seguimiento de los pacientes.

Otra informacion:

¢En qué consiste la prueba de PCR-TR para el coronavirus?

La prueba consiste en detectar simultdneamente en una reaccion de PCR-TR la presencia
de varios genes. Las reacciones N1y 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
Gltima deteccion 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 que, 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.

El kit de deteccidn viene acompafiado por fragmentos de ADN sintéticos que permiten
confirmar su funcionalidad. Estas pruebas requieren de la certificacion y validacion de las
entidades gubernamentales encargadas del sector salud para garantizar su calidad y validez.
De esta forma se evitan los falsos negativos, es decir, que le digan al paciente que no esta

infectado cuando en realidad si lo esta.
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