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

La transcriptasa inversa es una ADN polimerasa de origen virico un tanto especial.
Mientras el resto de ADN polimerasas sélo puede obtener ADN a partir de una cadena

de ADN, la transcriptasa inversa puede sintetizar ADN a partir de una molécula de ARN.

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 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 senal luminosa cada vez que se fabrica una nueva copia de ADN (acido

desoxirribonucléico). Esta ultima se llama PCR en tiempo real (PCR-TR).

Por tratarse de un virus que contiene ARN (acido ribonucléico) en su genoma, se aisla
ARN de la muestra y se copia la informacion para generar una molécula deADN que se
puede detectar por PCR-TR.La prueba de PCR-TR tiene dos ventajas: por una parte,
permite monitorear la acumulacién del ADN conforme se va copiando; por la otra, se

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

La prueba consiste en detectar simultaneamente en una reaccion de PCR-TR la presencia
de varios genes. Las reacciones NI 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 deteccion permitiria detectar la presencia de otros virus, el del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) o el del Sindrome Respiratorio del Medio
Oriente 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 deteccion viene acompanado 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.

El ARN del virus que se extrae de la muestra se purifica y se mezcla con una enzima
llamada transcriptasa inversa, que convierte el ARN de una sola cadena en ADN de doble
cadena. El ADN virico se ahade a un tubo de ensayo junto con cebadores secciones cortas
de ADN disenadas para unirse al virus , nucleétidos los bloques de construccion que

componen el ADN y una enzima constructora del ADN.

La maquina PCR calienta la mezcla. Esto hace que el ADN de doble cadena se desenrede y
el cebador pueda unirse al ADN a medida que se enfria, proporcionando un punto de
partida para que la enzima constructora de ADN lo copie. Este proceso continla a través

de repetidos calentamientos y enfriamientos hasta que se han creado millones de copias

del ADN.

Esto explica cdmo la PCR amplifica el cédigo genético del virus, pero no como se detecta.
Aqui es donde entran los colorantes fluorescentes, anadidos al tubo de ensayo mientras se
copia el ADN. Se unen al ADN copiado, lo que aumenta su fluorescencia haciendo que

emitan mas luz, que permite confirmar la presencia del virus.

La fluorescencia aumenta a medida que se producen mas copias y, si cruza un cierto
umbral, la prueba es positiva. Si el virus no estaba presente en la muestra, la prueba PCR
no habra hecho copias, por lo que el umbral de fluorescencia no se alcanzara y, en ese

caso, la prueba sera negativa.
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