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Los hisopados nasofaringeos y orofaringeos son las muestras tipicamente usadas para
confirmar la presencia de SARS-CoV-2 mediante RT-PCR?, Sin embargo, el virus también se
ha detectado en especimenes de otros sitios, a través de los cuales se han alcanzado
diferentes eficiencias de deteccién,Por la facilidad de su recoleccién en pacientes y bajo
riesgo infeccioso para proveedores de salud, la saliva es una muestra potencial en la
deteccién de SARS-CoV-2 y virus similares, Diferentes estudios confirman la utilidad de la
saliva proveniente de la garganta para el diagnéstico precoz y monitoreo rutinario de COVID
-19, especialmente en situaciones en las que la recoleccién de muestras nasofaringeas
puede estar contraindicada, Los centros de investigacién y agencias de salud podrian
utilizar esta metodologia de recoleccién ya que requiere de la utilizacién de un equipo
minimo, Por otro lado, resultados sobre la efectividad en el caso de saliva procedente de
glandulas salivales todavia no son los esperados, Las secreciones conjuntivales también
han sido evaluadas, encontrdndose que solo los pacientes con manifestaciones clinicas de
conjuntivitis evidencian la presencia de SARS-CoV-2 en sus muestras, Uno de los estudios
mas completos sobre la eficiencia de deteccién de este virus mediante la prueba RT-PCR,
evalug dife rentes tipos de muestra de pacientes con diagnéstico clinico de COVID-19, e
indic6 que el fluido de lavado broncoalveolar y esputo produjeron la mayor cantidad de
resultados positivos, seguidos de los hiso pados nasales, biopsias con cepillo de
fibrobroncoscopio e hisopados faringeos, y con menor porcentaje de hallazgo en muestras
de heces y sangre, No fue posible detectar el virus en muestras de orina, Lo anterior es
consistente con la alta expresién génica de la Enzima Convertidora de Angiotensina 2
(receptor celular del virus) en células del tracto respiratorio, especialmente en células
caliciformes y ciliadas de los epitelios nasales, células alveolares y en células de cémea,
esofago, ileon, colon, higado, vesicula, rifiones y testiculos, Los sobrenadantes de cultivos
celulares también han mostrado su utilidad como muestras de estudio de SARS-CoV-? y
otros virus, ademds de muestras fecales de reservorios animales posiblemente transmisores
de estos tipos de coronavirusla extraccion cuantitativa de dcidos nuclei cos con alta
pureza a partir de muestras complejas es el requisito previo para ensayos de RT-PCR
eficientes y es un paso crucial en el uso de técnicas moleculares para la detec cién
eficiente de virus en muestras clinicas, Tanto las concentraciones virales absolutas como
relativas determinardn el éxito de los ensayos moleculares posteriores, En el caso de
trabajar muestras con niveles bajos de vi rus, se deberdn aplicar estrategias especiales
para tener mayores probabilidades de de teccidén tales como: homogeneizacion o di gestién
enzimatica de muestras solidas o vis cosas; técnicas de filtracién y centrifugacion
diferencial, Ademads, se necesitard el uso de endonucleasas para liberar genomas de las
particulas virales protegidos por nucleocap sides, Todos estos pasos aumentaran la

con centracion absoluta y relativa de los acidos nucleicos virales antes de su extraccidn,
Una baja eficiencia de extraccion puede dar sefiales pobres durante la amplificacién
exponencial y, por lo tanto, dar resultados falso-negativos, La baja calidad de ex traccidn,
por otro lado, puede contener una variedad de inhibidores de la PCR, lo que proporciona
lecturas poco confiables du rante la amplificacién, Por estas razones, la seleccion de un
método de extraccion serd un pase.fundamental para el éxito en la deteccién de SARS-CoV
-2,Actualmente se utilizan dos métedos prineipalesvde Gxtraccion de ARN previo a la RT-



PCR para la deteccion de SARS-CoV-2: la cromatografia de columna y la aplicacion de
particulas magnéticas, La extraccidén utilizando cromatografia por columna se basa en la
adsorcion re versible del dcido nucleico a un soporte de silice (membrana) bajo
condiciones deter minadas de pH y fuerza idnica que permite su limpieza y posterior
recuperacion!/, Por otro lado, el uso de particulas construidas con componentes de
naturaleza magnética se fundamenta en la unién rdpida y reversi ble del acido nucleico a
estas, seguida de la aplicaciéon de un campo magnético externo que permite la separacion
del complejo par ticula-ARN de la fase liquida de la muestra, logrando asi su aislamiento y
purificaciéni8, Una evaluacién de la extraccién de ARN de SARS-CoV-? a partir de muestras
del trac to respiratorio superior (hisopados nasofa ringeos) utilizando un kit de extraccion
por columnas (como control) y uno con perlas magnéticas, demostrd resultados

equiva lentes con un 100 % de sensibilidad y espe cificidadl9, en la actualidadLa extraccién
utilizando cromatografia por columna se basa en la adsorcion re versible del acido nucleico
a un soporte de silice (membrana) bajo condiciones deter minadas de pH y fuerza idnica
que permite su limpieza y posterior recuperacion!/, Por otro lado, el uso de particulas
construidas con componentes de naturaleza magnética se fundamenta en la unién rdpida y
reversi ble del acido nucleico a estas, seguida de la aplicacién de un campo magnético
externo que permite la separacion del complejo par ticula-ARN de la fase liquida de la
muestra, logrando asi su aislamiento y purificacioni8,Una evaluacién de la extraccion de
ARN de SARS-CoV-2 a partir de muestras del trac to respiratorio superior (hisopados
nasofa ringeos) utilizando un kit de extracciéon por columnas (como control) y uno con
perlas magnéticas, demostrd resultados equiva lentes con un 100 % de sensibilidad y

espe cificidad! El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos deAmérica?1 (CDC, por sus siglas en inglés), autoriza el uso de diferentes kits
disponibles comercialmente y ademds reporta pruebas que califican el desempefio de estos
en la recuperacion ARN del virus a partir de las muestras y su utilidad en los ensayos

mo leculares subsecuentes, Entre los kits mencionados en la tabla hay algunos como el
mini kit QIJAamp® Viral RNA cuyo uso ha mostrado ser exitoso en diferentes publicaciones,
Ademds, aunque de menor uso, también se ha demostrado la utilidad de metodolo gias de
extraccion por solventes, en el ais lamiento de dcidos nucleicos virales, Estos métodos se
basan en el uso de soluciones de lisis, separacién de solutos por solubili dad y separacion
de fases liquidas mediante ciclos de centrifugacién, En los momentos actuales, la carencia
de soluciones de lisis es un problema comun en los laboratorios y parte esencial para
lograr la extraccién de ARN de SARS-CoV-? de alta calidad y pure za, A través de un
estudio multicéntrico se evaluaron diferentes formulaciones de solu ciones de lisis
verificando el desempefio de los acidos nucleicos obtenidos a través de RT-PCR, Los
ensayos demostraron la adecua bilidad de los acidos nucleicos obtenidos a través del uso
de un tampdn de lisis con GITC (tiocianato de guanidina) 4 M y Tritén X-100 al 3 % (v/v),
comparando incluso con otras soluciones de extraccién comerciales, Este tampon de lisis,
ademads, incluye un detergente que ayuda a desintegrar el virus durante la extraccién y azul
de bromofenol, como ayuda visual para la adicion de este reactivo a las muestras clinicas
(composi cion GITC 4M, Tris-HCl 55mM, EDTA 25mM,Triton X-100 3 % (v/v), Azul de
bromofenol 0,01% p/V), Dada la importancia de evaluar la eficien cia de extraccién de
muestras heterogéneas y con resultélos Ede adetec¢ibnGiiiad variables, se realizd un estudio



que evalu6 8 métodos, entre manuales y automatizados, para la deteccion éptima de ARN
de SARS-CoV por RT-PCR en muestras de heces, Los métodos automaticos evidenciaron
una sensibilidad del 100 % mientras que los métodos ma nuales evidenciaron
sensibilidades entre el 50 y 91,7, La investigacion resalta la impor tancia de aplicar el
conocimiento sobre car ga viral en los pacientes y muestras, el uso de procedimientos
estdndar, pero también la capacidad de cada método, ya que es lo que llevard a obtener
los mejores resultados en la deteccién de ARN viral, Ensayo RT-PCR para detectar SARS-
CoV-2La RT-PCR es una técnica de laboratorio que permite la identificacién, deteccion y
cuantificaciéon de ARN, utilizando este como molde para sintetizar ADN complementario
(ADNc), el cual a su vez constituye la plantilla para una reacciéon de PCR en tiempo real,
El aumento exponencial en las copias de ADN se ve reflejado en la aparicién de
fluorescen cia cuya intensidad es directamente propor cional a la cantidad de ARN en la
muestra, haciendo que esta reaccién sea altamente sensible aun a bajas concentraciones
de aci dos nucleicos virales, Los genes de coronavirus anotados has ta ahora incluyen
ORFl marco de lectura abierta que comunmente es representa do en secciones a y b, N
nucleocdpside, membrana, E envoltura viral, S espiga viral, y ARN polimerasa dependiente
de ARN RdRP- por sus siglas en inglés, presente en el ORFlb, Los cientificos enfa tizan
que la seleccion de estos blancos ge ndémicos para pruebas RT-PCR se debe a que son
regiones persistentes en los coronavirus, pero con ciertas porciones especificas para SARS-
CoV-2; lo que permite entregar resulta dos consistentes a medida que la pandemia
progresa e intrinsecamente mientras el virus sufre mutaciones, En toda metodologia
analitica, especialmente en estos casos de deteccién de patdgenos relevantes, es

im portante considerar aspectos como la sen sibilidad, especificidad y limite de deteccién
(LD), En la tabla 2, se describen las caracteris ticas generales y los pardmetros de
desem pefio mencionados de diferentes protocolos para la confirmaciéon de COVID-19
utilizadas en la actualidad,

Editar con WPS Office



