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RESUMEN

Introduccion: la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa es una técnica de alta
precision en la deteccion y amplificacion de material genético.

Objetivo: describir las bases del empleo de la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
como prueba diagndstica en la deteccion del SARS-CoV-2.

Método: se realizd una revision de la literatura en articulos publicados hasta mayo de 2020. Se consultaron las
bases de datos: Scopus, Wiley Online Library, SciELO, DIALNET, EBSCO, MEDLINE y PubMed. Se recuperaron
articulos en espanol e inglés, seleccionandose 43 referencias.

Desarrollo: la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa para detectar SARS-CoV-2
consiste en la lectura de la ARN polimerasa dependiente del ARN, fragmentos ORF1ab, el gen E, el gen Ny el
gen S. El exudado nasofaringeo ofrece mejores resultados que el orofaringeo y saliva como muestra. Resulta
necesaria la inclusion de pruebas reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) que
utilicen especimenes de hisopado rectal en casos sospechosos falsos negativos. Nuevos estudios y técnicas se
elaboran con el objetivo de optimizar el proceso de deteccion.

Conclusiones: la disponibilidad de pruebas diagndsticas es crucial para el aislamiento de casos positivos y el
seguimiento de la cadena epidemiologica de transmision. La RT-PCR resulto ser la prueba de eleccion durante
el periodo de replicacion viral. La Prueba de amplificacion isotérmica mediada por bucle (RT-LAMP) es una

alternativa diagnostica rapida con principios similares a la RT-PCR.

Palabras clave: Infecciones por Coronavirus; Reaccion en Cadena de la Polimerasa; Técnicas de Laboratorio

Clinico.
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ABSTRACT

The reverse transcriptase-polymerase chain reaction is a high precision technique to detect and amplify
genetic material.

Aim: To describe the use of the reverse transcriptase-polymerase chain reaction as a laboratory test for the
detection of SARS-CoV-2.

Method: a literature review was conducted on articles published up to May 2020. The following databases
were consulted: Scopus, Wiley Online Library, SciELO, DIALNET, EBSCO, MEDLINE and PubMed. Articles in
Spanish and English were retrieved, selecting 43 references.

Development: the reverse transcriptase-polymerase chain reaction to detect SARS-CoV-2 targets the RNA
polymerase dependent RNA, ORF1ab fragments, the E gene, the N gene and the S gene. Nasopharyngeal swabs
offer better results than oropharyngeal swabs and saliva as a sample. The inclusion of reverse transcriptase-
polymerase chain reaction tests (RT-PCR) using rectal swab specimens in suspected false-negative cases is
necessary. New studies and techniques are being developed to optimise the detection process.

Conclusions: the availability of diagnostic tests is crucial for the isolation of positive cases and the monitoring
of the transmission chain. RT-PCR proved to be the test of choice during the period of viral replication. The

RT-LAMP assay is a rapid diagnostic alternative with similar principles to RT-PCR.

Keywords: Polymerase Chain Reaction; Coronavirus Infections; Clinical Laboratory Techniques

INTRODUCCION

Los coronavirus pertenecen a la subfamilia Coronavirinae en la familia de los Coronaviridae del orden
Nidovirales™. Son virus de ARN de gran tamafo y sentido positivo que comprenden cuatro géneros: alfa, beta,
delta y gamma®. Hasta 2019, solo se conocian seis coronavirus humanos (HCoV) que pudieran ser
considerados responsables de enfermedades respiratorias. Dos de ellos, el Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus (SARS-CoV) y el Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV), son cepas virales

capaces de infectar las vias respiratorias inferiores®.

En 2002 se produjo un brote de sindrome respiratorio agudo severo (SARS por sus siglas en Inglés), causado por
el SARS-CoV, que puso en peligro la vida de 8 098 personas con una mortalidad de 774 pacientes. El epicentro
de la enfermedad fue Guangdong, China; y se propago internacionalmente a mas de una docena de paises. Se

asumio6 que los murciélagos eran los huéspedes naturales®4.,

En 2012, el sindrome respiratorio del oriente medio (MERS), causado por el MERS-CoV, surgio en Arabia
Saudita. Los murciélagos fueron considerados como los huéspedes naturales y los huéspedes intermedios
fueron los camellos dromedarios. Se inform6 que un total de 2 494 casos, con 858 muertes, se debian a una
transmision nosocomial rapida. El MERS demostrd caracteristicas clinicas similares al SARS con sintomas

gastrointestinales prominentes e insuficiencia renal aguda®%.
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En diciembre de 2019, el Gobierno Chino advierte a la comunidad cientifica internacional de un brote
esporadico de casos de neumonia sin etiologia conocida, asociados epidemiolégicamente a un mercado
mayorista de mariscos en Wuhan™. El 21 de enero de 2020, Chang y col.® reportan el primer caso en Taiwan
de la Coronavirus Disease 19 (Covid-19) en una mujer de 55 afos, tras dar positiva mediante el analisis de la
muestra de exudado orofaringeo empleando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) a una nueva cepa del género de los betacoronavirus®”), el Coronavirus 2 del
Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS-CoV-2). Posterior al reporte del primer caso confirmado, el virus se
disemind con éxito a escala mundial, siendo considerado pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en marzo de 2020®,

El rapido desarrollo de pruebas y protocolos diagndsticos, empleados en la deteccion del virus constituyé un
aporte crucial, en especial la RT-PCR por su seguridad demostrada en otras cepas de coronavirus. El empleo
de este método, en conjunto con numerosas acciones, demostraron la eficacia en el control de la Covid-19 en
territorio chino. La pandemia global de SARS-CoV-2 ha puesto a prueba a la humanidad en la busqueda de una
solucion rapida y segura para lograr contener la veloz expansion de la COVID-19. Hasta que la cura definitiva
sea identificada, se hace necesario contar con medios de deteccién precisos, donde por el momento, la RT-

PCR parece ser a mejor apuesta.

La presente investigacion tiene como objetivo describir las bases del empleo de la reaccion en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa como prueba diagnostica en la deteccion del SARS-CoV-2.

METODO

Se realizd una revision de la literatura en articulos publicados hasta mayo de 2020. Fueron consultadas las
bases de datos Scopus, Wiley Online Library, SciELO, DIALNET, EBSCO, MEDLINE y PubMed.

La recoleccion de datos se realizo durante los meses de abril y mayo. Los términos empleados en la bisqueda
fueron: test RT-PCR, RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa, COVID-19, SARS-
CoV-2, y sus traducciones al inglés “RT-PCR test”, “RT-PCR”, “reverse transcriptase polymerase chain
reaction”, "COVID-19“, ”"SARS-CoV-2".

Los términos fueron utilizados en formulas de busqueda, empleando operadores booleanos. Las estructuras de
las formulas de bisqueda fueron especificas de cada base de datos. Se seleccionaron 40 articulos publicados
en revistas arbitradas pertenecientes al campo de las Ciencias de la Salud.

DESARROLLO

Comparaciones realizadas entre el genoma de 1 008 tipos de coronavirus SARS en humanos, 338 en

murciélagos y 3 131 coronavirus MERS, permitié establecer una gran similitud con el SARS-CoV-2 con solo 5

diferencias en nucledtidos de aproximadamente 29,8 kb®. La secuencia completa del genoma del nuevo
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coronavirus (WH-Human_1) se publico por primera vez el 10 de enero de 20209, Una revision al codigo
genético del SARS-CoV-2 demostro que las diferencias con el SARS-CoV y coronavirus similares corresponden a
380 sustituciones de aminoacidos®. El SARS-CoV-2 posee 14 ORFs que codifican 27 proteinas y es paralelo a

los Coronavirus de murciélagos similares al SARS®:'":12),

La obtencion completa del codigo viral constituydo un aporte fundamental en el desarrollo de pruebas
diagndsticas basadas en el principio de la RT-PCR, dada la necesidad de sintesis de primers que permitieran
una identificacion correcta de secuencias especificas de pares de bases asociadas a los cambios en el genoma
del SARS-CoV-2("3), con el objetivo de evitar reaccion cruzada con otras cepas virales de la misma familia o

patogenos respiratorios.

Funcionamiento basico y pruebas de alto rendimiento

La RT-PCR cuantitativa en tiempo real, detecta y cuantifica las secuencias especificas de acidos nucleicos
mediante el uso de reporteros florescentes. Entre las tecnologias de sondeo comercializadas, las de mayor uso
en los paquetes diagndsticos incluyen las tecnologias TagMan y Molecular beacon¥. El término en tiempo
real se refiere a que la deteccion de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccion. Por su
parte, el término cuantitativo hace referencia a que es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra.
La ventaja con respecto a la PCR convencional es que el producto de amplificacion es monitoreado conforme
transcurre la reaccion, sin que haya la necesidad de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si

la reaccion fue exitosa, como sucede en la PCR punto final (19,

Los paquetes diagndsticos que emplean RT-PCR para la deteccion del SARS-CoV-2 funcionan mediante la
lectura de la ARN polimerasa dependiente del ARN (RdRp), fragmentos ORF1ab, el gen de la envoltura (gen E),
el gen de la proteina nucleocapside (gen N)(13.16,17,18,19,20) y o| gen S(11.19), Con el fin de mejorar la sensibilidad
de la deteccion, la mayoria de los fabricantes eligen dos o mas regiones diana de la secuencia de acido
nucleico viral" 32D, El diagnostico se confirma en los pacientes con resultados positivos tanto para la
amplificacion del gen ORF1ab como para la del gen N o el gen E(®, La RT-PCR de un paso dirigida a
fragmentos ORF1b o al gen N del SARS-CoV-2 fue diseflada para reaccionar con el SARS-CoV y los virus
estrechamente relacionados, como el coronavirus del MERS, lo que puede dar lugar a reacciones falso

positivas en la identificacion del virus causante de la COVID-19(22),

La empresa alemana TIB MOLBIOL GmbH, en colaboracion con varios socios desarrollaron un novedoso y
robusto ensayo de RT-PCR en tiempo real para la segunda semana de enero de 2020. La prueba detecta el ARN
viral mediante ensayos genéticos de envoltura E y de RdARp®®. Resulté ser muy especifica para el ARN del
SARS-CoV-2 (Gen E: 3,2 copias de ARN/reaccion 95 % IC: 2,2-6,8) ( RdRP 3,7 Copias de ARN/reaccion 95 % IC:
2,8-8,0) y no reaccion6 de manera cruzada con otros coronavirus?¥. En otro enfoque del estudio, los
investigadores crearon ensayos RT-PCR de un solo paso para detectar las regiones ORF1b y gen N del SARS-
CoV-2en1hy 15 min®),
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Chan y col.®) prepararon un ensayo RT-PCR dirigido a la ARN polimerasa/helicasa dependiente del ARN del
SARS-CoV-2 (RdRp/Hel, por sus siglas en inglés), que no provoco una reaccion cruzada con otros coronavirus y
demostré tener una mayor sensibilidad analitica (11,2 copias/reaccion con transcripciones ARN in vitro) en
comparacion con el ensayo RdRp-P2, que arrojo 42 resultados falsos negativos cuya carga viral promedio fue
de 3,21 x 10*copias de ARN/ml.

Entre las pruebas comerciales disponibles de gran desempeiio se encuentra Xpert® Xpress SARS-CoV-2 test de
Cepheid, EE.UU. Esta prueba proporciona resultados en sélo 45 minutos utilizando GenXpert benchtop system.
El test requiere de un minuto para la preparacion de la muestra y se dirige a multiples regiones del genoma
viral. En las muestras clinicas Xpert Xpress SARS-CoV-2 alcanzé una coincidencia del 100 % en comparacion con
otras RT-PCRs desarrolladas, y el ensayo supero las plataformas de diagnéstico utilizadas habitualmente en el

panel de sensibilidad con un limite de deteccion de 8,26 x 10" copias/mL ),
Variacion de resultados segin muestras

El exudado nasofaringeo es generalmente el método de recoleccion utilizado al hacer el diagnostico por RT-
PCR, pero puede pasar por alto una infeccidon en estadios iniciales, en estos casos es Util una muestra mas
profunda obtenida por broncoscopia®”. La muestra bronquial tiene la ventaja de detectar con mayor facilidad

el acido nucleico viral en el liquido del lavado alveolar, seguido de los hisopados de esputo nasal y faringeo'".

En un estudio de 4 880 casos, Liu y col.®® mostraron que el liquido de lavado alveolar exhibid la tasa positiva
del 100 % para el fragmento ORF1ab del SARS-CoV-2; el esputo exhibid una tasa positiva del 49,12 %, y las

muestras de hisopados nasales y faringeos mostraron una tasa positiva baja del 38,25 %.

Wang y col.?® reportaron que durante el brote de la COVID-19 en China se utilizaron los hisopados
orofaringeos con mucha mas frecuencia que los hisopados nasofaringeos; sin embargo, el ARN del SARS-CoV-2
se detecto solo en el 32 % de los hisopos con muestras orofaringeas, lo que fue significativamente inferior al
63 % de positividad en los hisopos nasales. Para corroborar los resultados se llevd a cabo otro estudio
comparando ambas muestras donde el 73,1 % de los casos positivos utilizando frotis nasofaringeos fueron
negativos en el frotis orofaringeo®®?, lo que indica que pueden producirse falsos negativos utilizando solo el

frotis orofaringeo!'®-30),

Se ha reportado en una serie de pacientes, la deteccion de ARN del virus en muestras de vias respiratorias
inferiores (esputo o aspiracion endotraqueal) en el 100 % de los casos, mucosa nasal (81 %), heces fecales (69
%), orofaringe (63 %), contenido gastrico (46 %), mucosa anal (25 %), conjuntiva (6,7 %) y orina (6,2 %)G". Por
otra parte, Wang y col.®® determinaron que las muestras de liquido de lavado broncoalveolar mostraron las

tasas positivas mas altas (93 %), seguidas de esputo (72 %) y muestras de hisopos nasales (63 %).
Positividad de los resultados en el tiempo

En la mayoria de los individuos con infeccion sintomatica por COVID-19, el ARN viral en el hisopo nasofaringeo

se detecta desde el primer dia de los sintomas y alcanza su punto maximo al transcurrir una semana®, En un
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estudio realizado por Wolfel y col.®?] los hisopos de todos los pacientes tomados entre el primer y quinto dia
dieron positivos al virus, mientras que ninguna de las 27 muestras de orina y 31 muestras de suero resultaron
positivas para el ARN del SARS-CoV-2. En otro estudio realizado por Tang-Xiao y col." el periodo promedio
desde el inicio de los sintomas hasta el resultado negativo de la prueba RT-PCR del SARS-CoV-2 fue de 20 dias.
En algunos casos, el ARN viral ha sido detectado por RT-PCR seis semanas después de la primera prueba

positiva®,

Muestras no convencionales para el diagnéstico

Los pacientes con neumonia por COVID-19 en estadios avanzados han demostrado una alta carga de ARN viral
para el SARS-CoV-2 al ser analizadas muestras de materia fecal, asi como una menor presencia del virus en
vias respiratorias. En brotes anteriores de coronavirus que causaron eventos epidémicos se comprobd una
implicacion entérica en la transmision, por lo tanto, debe considerarse para detectar el SARS-CoV-2 en los

casos avanzados de COVID-19 el analisis de muestras de hisopado rectal®3:34,

Wang y col.®> reportaron tres casos que fueron dados de alta cumpliendo todos los criterios aprobados por la
Comision Nacional de Salud de la Republica Popular China, y que posteriormente fueron readmitidos como
casos positivos al virus. Los tres pacientes presentaron principalmente sintomas gastrointestinales como
diarrea y cambios en los habitos intestinales; resultando positivos al analizar muestras de heces después de

resultar negativos por muestras respiratorias.

Los autores consideran necesaria la inclusion de pruebas diagndsticas que utilicen colecciones de hisopado
rectal en los casos donde las muestras del aparato respiratorio resulten negativas y el paciente mantenga los

sintomas sugerentes de la COVID-19.

Las glandulas salivales expresan el receptor de superficie de la enzima convertidora de angiotensina Il (ACE2);
se ha determinado que la entrada a la célula del SARS-CoV-2 depende en gran medida de su union hacia este
receptor®®. Azzi y col.®”) en un estudio realizado en ltalia recolectaron muestras salivales de 25 pacientes
afectados por la COVID-19; las muestras fueron analizadas por RT-PCR resultando positivas para la totalidad
de los pacientes. En otro estudio similar conducido por Williams y col.®® en Australia se encontraron muestras
positivas en 33 de 39 pacientes infectados por el virus. Aunque todavia son insuficientes los estudios
realizados para la deteccion del SARS-CoV 2 con el empleo de saliva como muestra, se ha demostrado una

mayor sensibilidad al usar el exudado nasofaringeo.

Eficiencia y automatizacion de las pruebas RT-PCR

La dependencia de las configuraciones manuales en la prueba RT-PCR es una de las limitaciones
fundamentales durante el diagnostico molecular del SARS-CoV-2 cuando se trata de escalabilidad y velocidad

en escenarios de brotes. Por consiguiente, se requieren flujos de trabajo alternativos para permitir el

seguimiento rapido de muestras de alta prioridad. Una plataforma RT-PCR totalmente automatizada, que
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realice la extraccion, la amplificacion y la deteccion de material genético viral sin necesidad de interaccion

humana podria ser la solucion, como lo son el sistema NeuMoDx 96 o la prueba Cobas 6800 SARS-CoV-2 (3940,

Las aproximaciones diagnésticas de la plataforma automatizada Cobas 6800 SARS-CoV-2 empleando el Sistema
de Transporte de Medios Universal (UTM-RT, por sus siglas en inglés) mostraron una coincidencia general del
98,1 % (211/215; IC del 95 %, 95,0 a 99,4 %) en comparacion con el paquete diagndstico LightMix“?, mientras
que la plataforma automatizada NeuMoDx 96 comparada con la prueba Cobas 6800 SARS-CoV-2 mostré una
coincidencia positiva del 100 % (35/35) y una coincidencia negativa del 99,2 % (129/130)®%. La superioridad
de estos sistemas en relacion con las pruebas convencionales radica en un tiempo menor en el procesamiento

de las muestras y la eliminacion del posible error humano.

Aungue la automatizacion de todo el proceso no es factible en la totalidad de paises, principalmente debido a
su alto precio, la adaptacion de estrategias que permitan acelerar el analisis manual de las muestras

resultaria una alternativa util en estos casos.

Prueba de amplificacién isotérmica mediada por bucle (RT-LAMP, por sus siglas en inglés)

Otra forma de lograr una eficaz identificacion y aislamiento del SARS-CoV-2, estaria dada por una prueba de
diagnostico rapida y soélida, que pueda realizarse sobre el terreno y en los centros de atencion local, sin
necesidad de equipo especializado ni de profesionales altamente capacitados para interpretar los resultados.

Este es el caso del ensayo RT-LAMP“142),

Este novedoso test presentd resultados diagndsticos positivos en un tiempo de 26,28 + 4,48 min“9, mientras
que el ensayo de RT-PCR requiere 1-2 h después de la preparacion del ARN viral para obtener un resultado.
Emplea el mismo principio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) pero la RT-LAMP no requiere de
los ciclos térmicos facilitadores de la replicacion del ADN empleados en la RT-PCR, ademas de contar con la
ventaja de realizarse en una temperatura constante que oscila entre 60 y 65°C. En un estudio realizado por
Lin y col.®¥ con 130 hisopos y muestras de liquido de lavado broncoalveolar, el ensayo mostré 58 individuos

confirmados y ninguna reactividad cruzada con otros patégenos respiratorios.

Yan y col.®) crearon un conjunto de primers orflab-4 y S-123 con tecnologia RT-LAMP que alcanzaron
resultados positivos en tiempos de 18 + 1,32 min y 20 + 1,80 min, respectivamente. La sensibilidad de los
ensayos fue de 2 x 10" copias/reaccion para el orflab-4 y 2 x 102 copias/reaccion para el $-123, ambos
desarrollados en una temperatura de 63°C y durante 60 min. La especificidad se evaluo utilizando 60 cepas de
patogenos respiratorios humanos y solo los pseudovirus dieron positivo, por lo tanto, el ensayo RT-LAMP no

mostré ninguna reactividad cruzada con otros patdgenos respiratorios.
Gun-Soo y col.“? validaron un ensayo RT-LAMP capaz de detectar la presencia del virus dentro de los 30

minutos siguientes al comienzo de la reaccion de amplificacion, reaccion optimizada por el método de

deteccion colorimétrica leuco crystal violet .
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Las principales limitaciones de la RT-PCR y otras pruebas basadas en los principios de la PCR son relativas a
las mutaciones que se produzcan en la region especifica del gen diana seleccionado para el desarrollo de
primers, por lo que resulta necesario vigilar los sitios mutantes del genoma del virus mediante la
secuenciacion completa del genoma viral, en busqueda de posibles variaciones para ser incorporadas como

primers en la validacién de nuevos ensayos.

CONCLUSIONES

La disponibilidad de pruebas diagnosticas es crucial para el aislamiento de casos positivos y el seguimiento de
la cadena epidemiologica de transmision, donde la reaccidon en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa resulta de gran utilidad. Esta prueba exhibe altos indicadores de sensibilidad y especificidad. La
muestra que ofrece mayor sensibilidad es el exudado nasofaringeo, aunque se ha documentado la necesidad
de emplear hisopados rectales en casos falsos negativos que mantengan sintomas sugerentes de la COVID-19.
Se trabaja en la automatizacion y optimizacion de pruebas diagnosticas, donde la prueba de amplificacion

isotérmica mediada por bucle (RT-LAMP) resulta una alternativa eficaz.
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