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Loshisopadosnasofaríngeosyorofaríngeossonlasmuestrastípicamenteusadaspara

confirmarlapresenciadeSARS-CoV-2medianteRT-PCR2.Sinembargo,elvirustambiénse

hadetectadoenespecímenesdeotrossitios,atravésdeloscualessehanalcanzado

diferenteseficienciasdedetección.Porlafacilidaddesurecolecciónenpacientesybajo

riesgoinfecciosoparaproveedoresdesalud,lasalivaesunamuestrapotencialenla

deteccióndeSARS-CoV-2yvirussimilares.Diferentesestudiosconfirmanlautilidaddela

salivaprovenientedelagargantaparaeldiagnósticoprecozymonitoreorutinariodeCOVID

-19,especialmenteensituacionesenlasquelarecoleccióndemuestrasnasofaríngeas

puedeestarcontraindicada.Loscentrosdeinvestigaciónyagenciasdesaludpodrían

utilizarestametodologíaderecolecciónyaquerequieredelautilizacióndeunequipo

mínimo.Porotrolado,resultadossobrelaefectividadenelcasodesalivaprocedentede

glándulassalivalestodavíanosonlosesperados.Lassecrecionesconjuntivalestambién

hansidoevaluadas,encontrándosequesololospacientesconmanifestacionesclínicasde

conjuntivitisevidencianlapresenciadeSARS-CoV-2ensusmuestras.Unodelosestudios

máscompletossobrelaeficienciadedeteccióndeestevirusmediantelapruebaRT-PCR,

evaluódiferentestiposdemuestradepacientescondiagnósticoclínicodeCOVID-19,e

indicóqueelfluidodelavadobroncoalveolaryesputoprodujeronlamayorcantidadde

resultadospositivos,seguidosdeloshisopadosnasales,biopsiasconcepillode

fibrobroncoscopioehisopadosfaríngeos,yconmenorporcentajedehallazgoenmuestras

dehecesysangre.Nofueposibledetectarelvirusenmuestrasdeorina.Loanteriores

consistenteconlaaltaexpresióngénicadelaEnzimaConvertidoradeAngiotensina2

(receptorcelulardelvirus)encélulasdeltractorespiratorio,especialmenteencélulas

caliciformesyciliadasdelosepiteliosnasales,célulasalveolaresyencélulasdecórnea,

esófago,íleon,colon,hígado,vesícula,riñonesytestículos.Lossobrenadantesdecultivos

celularestambiénhanmostradosuutilidadcomomuestrasdeestudiodeSARS-CoV-2y

otrosvirus,ademásdemuestrasfecalesdereservoriosanimalesposiblementetransmisores

deestostiposdecoronavirusLaextraccióncuantitativadeácidosnucleicosconalta

purezaapartirdemuestrascomplejaseselrequisitoprevioparaensayosdeRT-PCR

eficientesyesunpasocrucialenelusodetécnicasmolecularesparaladetección

eficientedevirusenmuestrasclínicas.Tantolasconcentracionesviralesabsolutascomo

relativasdeterminaráneléxitodelosensayosmolecularesposteriores.Enelcasode

trabajarmuestrasconnivelesbajosdevirus,sedeberánaplicarestrategiasespeciales

paratenermayoresprobabilidadesdedeteccióntalescomo:homogeneizaciónodigestión

enzimáticademuestrassólidasoviscosas;técnicasdefiltraciónycentrifugación

diferencial.Además,senecesitaráelusodeendonucleasasparaliberargenomasdelas

partículasviralesprotegidospornucleocápsides.Todosestospasosaumentaránla

concentraciónabsolutayrelativadelosácidosnucleicosviralesantesdesuextracción.

Unabajaeficienciadeextracciónpuededarseñalespobresdurantelaamplificación

exponencialy,porlotanto,darresultadosfalso-negativos.Labajacalidaddeextracción,

porotrolado,puedecontenerunavariedaddeinhibidoresdelaPCR,loqueproporciona

lecturaspococonfiablesdurantelaamplificación.Porestasrazones,laseleccióndeun

métododeextracciónseráunpasofundamentalparaeléxitoenladeteccióndeSARS-CoV

-2.ActualmenteseutilizandosmétodosprincipalesdeextraccióndeARNprevioalaRT-



PCRparaladeteccióndeSARS-CoV-2:lacromatografíadecolumnaylaaplicaciónde

partículasmagnéticas.Laextracciónutilizandocromatografíaporcolumnasebasaenla

adsorciónreversibledelácidonucleicoaunsoportedesílice(membrana)bajo

condicionesdeterminadasdepHyfuerzaiónicaquepermitesulimpiezayposterior

recuperación17.Porotrolado,elusodepartículasconstruidasconcomponentesde

naturalezamagnéticasefundamentaenlauniónrápidayreversibledelácidonucleicoa

estas,seguidadelaaplicacióndeuncampomagnéticoexternoquepermitelaseparación

delcomplejopartícula-ARNdelafaselíquidadelamuestra,lograndoasísuaislamientoy

purificación18.UnaevaluacióndelaextraccióndeARNdeSARS-CoV-2apartirdemuestras

deltractorespiratoriosuperior(hisopadosnasofaríngeos)utilizandounkitdeextracción

porcolumnas(comocontrol)yunoconperlasmagnéticas,demostróresultados

equivalentesconun100 %desensibilidadyespecificidad19.enlaactualidadLaextracción

utilizandocromatografíaporcolumnasebasaenlaadsorciónreversibledelácidonucleico

aunsoportedesílice(membrana)bajocondicionesdeterminadasdepHyfuerzaiónica

quepermitesulimpiezayposteriorrecuperación17.Porotrolado,elusodepartículas

construidasconcomponentesdenaturalezamagnéticasefundamentaenlauniónrápiday

reversibledelácidonucleicoaestas,seguidadelaaplicacióndeuncampomagnético

externoquepermitelaseparacióndelcomplejopartícula-ARNdelafaselíquidadela

muestra,lograndoasísuaislamientoypurificación18.Unaevaluacióndelaextracciónde

ARNdeSARS-CoV-2apartirdemuestrasdeltractorespiratoriosuperior(hisopados

nasofaríngeos)utilizandounkitdeextracciónporcolumnas(comocontrol)yunocon

perlasmagnéticas,demostróresultadosequivalentesconun100 %desensibilidady

especificidad1ElCentroparaelControlyPrevencióndeEnfermedadesdelosEstados

UnidosdeAmérica21(CDC,porsussiglaseninglés),autorizaelusodediferenteskits

disponiblescomercialmenteyademásreportapruebasquecalificaneldesempeñodeestos

enlarecuperaciónARNdelvirusapartirdelasmuestrasysuutilidadenlosensayos

molecularessubsecuentes.Entreloskitsmencionadosenlatablahayalgunoscomoel

minikitQIAamp® ViralRNAcuyousohamostradoserexitosoendiferentespublicaciones.

Además,aunquedemenoruso,tambiénsehademostradolautilidaddemetodologíasde

extracciónporsolventes,enelaislamientodeácidosnucleicosvirales.Estosmétodosse

basanenelusodesolucionesdelisis,separacióndesolutosporsolubilidadyseparación

defaseslíquidasmedianteciclosdecentrifugación.Enlosmomentosactuales,lacarencia

desolucionesdelisisesunproblemacomúnenloslaboratoriosyparteesencialpara

lograrlaextraccióndeARNdeSARS-CoV-2dealtacalidadypureza.Atravésdeun

estudiomulticéntricoseevaluarondiferentesformulacionesdesolucionesdelisis

verificandoeldesempeñodelosácidosnucleicosobtenidosatravésdeRT-PCR.Los

ensayosdemostraronlaadecuabilidaddelosácidosnucleicosobtenidosatravésdeluso

deuntampóndelisisconGITC(tiocianatodeguanidina)4M yTritónX-100al3 %(v/v),

comparandoinclusoconotrassolucionesdeextraccióncomerciales.Estetampóndelisis,

además,incluyeundetergentequeayudaadesintegrarelvirusdurantelaextracciónyazul

debromofenol,comoayudavisualparalaadicióndeestereactivoalasmuestrasclínicas

(composición:GITC4M,Tris-HCl55mM,EDTA25mM,TritónX-1003 %(v/v),Azulde

bromofenol0.01 %p/V).Dadalaimportanciadeevaluarlaeficienciadeextracciónde

muestrasheterogéneasyconresultadosdedetecciónviralvariables,serealizóunestudio



queevaluó8métodos,entremanualesyautomatizados,paraladetecciónóptimadeARN

deSARS-CoVporRT-PCRenmuestrasdeheces.Losmétodosautomáticosevidenciaron

unasensibilidaddel100 %,mientrasquelosmétodosmanualesevidenciaron

sensibilidadesentreel50y91,7.Lainvestigaciónresaltalaimportanciadeaplicarel

conocimientosobrecargaviralenlospacientesymuestras,elusodeprocedimientos

estándar,perotambiénlacapacidaddecadamétodo,yaqueesloquellevaráaobtener

losmejoresresultadosenladeteccióndeARNviral.EnsayoRT-PCRparadetectarSARS-

CoV-2LaRT-PCResunatécnicadelaboratorioquepermitelaidentificación,deteccióny

cuantificacióndeARN,utilizandoestecomomoldeparasintetizarADNcomplementario

(ADNc),elcualasuvezconstituyelaplantillaparaunareaccióndePCRentiemporeal.

ElaumentoexponencialenlascopiasdeADNsevereflejadoenlaapariciónde

fluorescenciacuyaintensidadesdirectamenteproporcionalalacantidaddeARNenla

muestra,haciendoqueestareacciónseaaltamentesensibleaunabajasconcentraciones

deácidosnucleicosvirales.Losgenesdecoronavirusanotadoshastaahoraincluyen:

ORF1marcodelecturaabiertaquecomúnmenteesrepresentadoenseccionesayb,N

nucleocápside,membrana,Eenvolturaviral,Sespigaviral,yARNpolimerasadependiente

deARNRdRP-porsussiglaseninglés,presenteenelORF1b.Loscientíficosenfatizan

quelaseleccióndeestosblancosgenómicosparapruebasRT-PCRsedebeaqueson

regionespersistentesenloscoronavirus,peroconciertasporcionesespecíficasparaSARS-

CoV-2;loquepermiteentregarresultadosconsistentesamedidaquelapandemia

progresaeintrínsecamentemientraselvirussufremutaciones.Entodametodología

analítica,especialmenteenestoscasosdedeteccióndepatógenosrelevantes,es

im portanteconsideraraspectoscomolasensibilidad,especificidadylímitededetección

(LD).Enlatabla2,sedescribenlascaracterísticasgeneralesylosparámetrosde

desem peñomencionadosdediferentesprotocolosparalaconfirmacióndeCOVID-19

utilizadasenlaactualidad.


