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RESUMEN

Detectar la infeccion por SARS-CoV-2 mediante la PCR, implica utilizar una variante de esta técnica llamada RT-CPR, la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa. En tiempo real, muestra el nivel de fluorescencia pudiendo
confirmar, en un 90% de confiabilidad virica, la infeccién vigente en el paciente. Diferentes estudios confirman que cuan-
do esta prueba da positivo, ciertamente el paciente esté infectado, pero no necesariamente si el resultado es negativo. La
PCR presenta limitaciones que pueden ser compensadas con otras pruebas diagndsticas, pero sobre todo, con el criterio
médico capaz de interpretar el cuadro clinico, y pueda tomar la decision, de repetir la RT-PCR, si fuera necesario.

Palabras clave: PCR, RT-PCR, SARS-CoV-2, COVID-19, Prueba.
ABSTRACT

Detecting SARS-CoV-2 infection by PCR involves using a variant of this technique called RT-CPR, the reverse transcriptase
polymerase chain reaction. In real time, it shows the level of fluorescence and can confirm, in 90% of viral reliability, the
current infection in the patient. Different studies confirm that when this test is positive, the patient is certainly infected, but
not necessarily if the result is negative. The PCR has limitations that can be compensated with other diagnostic tests, but
above all, with the medical criteria capable of interpreting the clinical picture, and can make the decision, to repeat the
RT-PCR, if necessary.

Keywords: PCR, RT-PCR, SARS-CoV-2, COVID-19, Test.
RESUMO

A deteccao da infeccéo por SARS-CoV-2 por PCR envolve o uso de uma variante dessa técnica chamada RT-CPR, a
reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa. Em tempo real, mostra o nivel de fluorescéncia e pode confir-
mar, em 90% da confiabilidade viral, a infeccéo atual no paciente. Diferentes estudos confirmam que, quando esse teste
€ positivo, 0 paciente certamente esta infectado, mas ndo necessariamente se o resultado for negativo. A PCR possui limi-
tacdes que podem ser compensadas com outros testes diagnésticos, mas, acima de tudo, com critérios médicos capazes
de interpretar o quadro clinico, podendo tomar a deciséo de repetir a RT-PCR, se necessario.

Palavras-chave: Teste de PCR, RT-PCR, SARS-CoV-2, COVID-19.
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Introduccion

El Secretario General de la OMS Tedros Ad-
hanom Ghebreyesus en la rueda de prensa
celebrada el 16 de marzo del 2020, reco-
mendaba “hacer pruebas, pruebas y mas
pruebas” (OMS, 2020), es la mejor estrate-
gia de lucha contra la COVID-19. En esos
momentos, las incognitas sobre cual de
todas, y qué convenia medir, eran para re-
solverse de inmediato dada la urgencia que
suponia la pandemia.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) fue la recomendacion mas obvia por
ser la prueba del coronavirus mas sensible.
Su amplificacion exponencial es capaz de
reconocer incluso cantidades infimas del
patdgeno, porgque bastan sélo cinco a diez
copias de ARN del virus para que sea po-
sitiva. Esta técnica es muy conocida y am-
pliamente utilizada, y ofrece resultados en
cuestion de horas.

La PCR, es una técnica genética de replica-
cion de ADN gue se ha utilizado desde que
en 1983, Kary Mullis, un cientifico de Ce-
tus Corporation, la concibiera como méto-
do para copiar ADN vy sintetizar un ADN es-
pecifico de un objetivo (diana) en grandes
cantidades . Después de dos anos del lan-
zamiento de la PCR, un equipo de Cetus se
dio cuenta del alcance de éste importante
invento del siglo XX, y vislumbro el impac-
to que podia tener en la biologia molecular.
Por ello, profundizaron sus investigaciones
y perfeccionaron el proceso tedrico en una
realidad.

Hoy en dia la PCR se utiliza para hacer
test de paternidad, identificar cadaveres y
detectar enfermedades. Y con el adveni-
miento de esta pandemia del COVID-19, ha
servido para detectar el SARS-Cov2. Para
esto ultimo, es necesario aplicar una varian-
te de ésta técnica: La reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR), ya que los coronavirus son virus
de ARN monocatenario, y la PCR estandar

se aplica sobre moléculas de ADN, no de
ARN. La transcriptasa inversa sintetiza ADN
a partir de una molécula de ARN, y de ésta
manera, se puede aplicar la PCR cuantita-
tiva para amplificar cadenas de ADN del
SARS-Cov2, para su deteccion.

La RT-PCR confirma la enfermedad vigen-
te en un 90% de confiabilidad, y no ofre-
ce ninguna otra informacioén para el estudio
epidemioldgico, como lo hacen los test de
Inmunidad Adquirida, sobre quién se ha ex-
puesto el virus y en qué forma (asintomatico
0 no). Tampoco es muy rapida la técnica si
considera la situacion obviamente deman-
dante de la pandemia, pero puede llegar a
complementarse con otras técnicas rapidas
de deteccion, en 15 min, que si bien no son
mas fiables, ayudan a la primera aproxima-
cion y en la atencion ambulatoria.

La PCR como técnica molecular hasta el dia
de hoy, es la técnica molecular mas reco-
mendada, tal vez por la familiarizacion de
Su uso, 0 porgue es la mas viable en mu-
chas latitudes del mundo.

Metodologia

Se realiz6 una investigacion documental y
recoleccion de datos e informacion sobre
los diferentes test para la deteccion del
nuevo coronavirus SARS-CoV-2, siendo la
PCR, la prueba de eleccion en casi todo el
mundo, aplicando su variante con transcrip-
tasa inversa. Abordando informacion cienti-
fica de actualidad, se consideré la calidad
y veracidad de la informacion recopilada,
desglosando e indagando las nuevas termi-
nologias referentes al COVID-19.

Una vez levantada la informacion recopila-
da, se procedio a elegir aguella basada en
fuentes certeras, y respaldadas por criterios
cientificos. Toda la informacion giré en torno
ala PCR como principal prueba diagndstica
para el COVID-19, e inevitablemente, tam-
bien se estudio sobre otros grupos de prue-
bas, que no fueron expuestas en el presente
articulo, salvo aguellas que pudieran ser de
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uso explicativo para el documento, como es
el caso de las pruebas de deteccion rapi-
das y de las inmunoldégicas.

Para el enfoque documental descriptivo
adoptado para la elaboracion del presente
documento, se recurrio a la consulta profe-
sional de médicos para que corroboraran,
descartaran, y agregaran informacion, se-
gun su experiencia en medio de la pande-
mia, para finalmente obtener la organiza-
cion de los datos adecuados al tema.

El planteamiento del tema principal del ar-
ticulo se fundamenta en las recomenda-
ciones aportadas por la OMS, y la opinion
de expertos alrededor del mundo que han
tenido experiencia con la deteccion de los
coronavirus.

Origen de la PCR

En 1983, cuando Kary Mullis trabajaba para
Cetus, tuvo una idea revolucionaria. Se tra-
taba de un proceso ciclico para amplificar
exponencialmente pequefias cantidades
de ADN. Después de separarse a alta tem-
peratura, dos cadenas de ADN podrian co-
piarse utilizando una molécula ADN polime-
rasa, cebada con oligonucledtidos cortos.
En una serie de minuciosos experimentos
realizados manualmente, Kary determind
las condiciones necesarias para que el pro-
ceso funcionara. Inicialmente, habia usado
un ADN-Polimerasa mesofilica aislada de
Escherichia coli. Pronto se dio cuenta de
que la ADN-Polimerasa Taqg termoestable,
originalmente aislada de Thermus aqua-
ticus, un organismo descubierto en una
fuente termal en el Parque Nacional de Ye-
llowstone, era mucho mas adecuada. Esta
nueva en-zima permitio la simplificacion vy
automatizacion de la PCR, sin necesidad
de adicionar polimerasa en cada uno de los
ciclos.

Cetus compro la Tag polimerasa de NEB
(New England Biolabs), hasta que se emitio
una patente que frend su venta. Por eso, el
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equipo de Mullis dirigié su atencion a otra
polimerasa termoestable, conocida como
ADN polimerasa Vent, que es producida
por Thermococcus litoralis, un organismo
gue se encuentra en las fuentes hidroterma-
les de aguas profundas. Esta investigacion
condujo no so6lo al perfeccionamiento de
la técnica, sino también al descubrimiento
inadvertido de la primera inteina estable al
calor.

Muchas polimerasas fueron probadas y me-
joradas, diferentes investigaciones lograron
optimizar la PCR a lo largo del tiempo. El
metodo se automatizé para que un segmen-
to de ADN pudiera copiarse mas de mil mi-
llones de veces en una o dos horas, y esto
fue posible a el ciclador térmico creado por
la compafnia biotecnologica PerkinElmer de
EE. UU, en 1987.

Como resultado, los anélisis moleculares
y genéticos que requerian grandes canti-
dades de ADN se volvieron considerable-
mente mas faciles. La técnica de la PCR,
se convirtio en un éxito instantaneo y Cetus
Corporation, vendio esta tecnologia a varios
compradores, y en el transcurrir de los anos,
cada corporacion cientifica perfecciond vy
adapto la técnica segun su aplicacion:

e Se utiliza como “cdodigo de barras” para
identificar las diferentes especies de
animales.

e Se utiliza para determinar grados de pa-
rentesco e identificar individuos concre-
tos, con la amplificacion de secuencias
repetitivas denominadas microsatelites.

e Ha permitido amplificar genes de ADN
de momias, de especimenes preser-
vados en colecciones de museo o de
muestras forenses.

e Permite a la biologia molecular, realizar
mutagénesis dirigida mediante la intro-
duccion de cambios en los cebadores.

e Se utiliza como herramienta de diagnosis
en epidemiologia (bacterias, virus, para-
sitos) y también en la medicina (cancer,
enfermedades hereditarias).
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Esta ultima aplicacion es la que concierne
al tema a tratar, porque la PCR, hace posi-
ble la realizacion de millones de copias de
una seccion de ADN en tan solo unas ho-
ras, obteniendo suficiente ADN necesario
para su analisis. Este técnica innovadora y
al mismo tiempo sencilla, permite a la me-
dicina clinica diagnosticar y supervisar las
enfermedades utilizando una cantidad mini-
ma de muestra, como sangre o tejido.

Es evidente la importancia de comprender
como funciona la PCR, aunque como médi-
cos solo interesen los resultados. Sélo co-
nociendo el proceso, se realizara una toma
de muestra correctas y las decisiones e in-
terpretaciones correctas, para disminuir la
probabilidad de obtener falsos negativos.

La técnica PCR

Antes de iniciar los ciclos de la PCR, se
debe aislar el ADN de la muestra tomada,
de una forma manual o automatizada. Esto
dependera del laboratorio y sus recursos.
Por lo general, este es un proceso largo de
multiples pasos. Una vez aislado el ADN
diana, se inician los ciclos de PCR.

En cada ciclo de la PCR se duplica al ADN
diana, se trata de una reaccion exponencial
donde se generan mas de mil millones de
copias del ADN original en de 30 a 40 ciclos
de PCR. Para ello, se realizan tres pasos en
cada ciclo:

1. Desnaturalizacion: Se calienta a mas de
90 grados Celsius (194 grados Fahren-
heit), el tubo que contiene la muestra
de ADN. Esto logra separar el ADN bi-
catenario en dos cadenas. La tempera-
tura elevada rompe las uniones relativa-
mente débiles entre los nucledtidos que
componen el codigo del ADN.

2. Hibridacion: Se aparean los cebadores
u oligos al DNA molde. La PCR no
copia todo el ADN en la muestra, sino
solo una secuencia muy especifica de
codigo genético, el objetivo al cual se

dirigen los cebadores de la PCR. Asi por
ejemplo, la Chlamydia tiene un patrén
de nucledtidos especifico de la bacteria,
entonces la PCR copiara solamente las
secuencias de ADN especificas que es-
tan presentes en la Chlamydia y ausen-
tes en las otras especies de bacterias.
Para lograr esto, se utiliza trozos cortos
de ADN sintético (cebadores, oligonu-
cledtidos sintéticos) que se unen, o hi-
bridan, solo a secuencias en cualquier
lado de la region del ADN diana. Se
utiliza un cebador por cada cadena de
ADN. Estos dos cebadores se unen al
comienzo de la secuencia que copiaran,
delimitando la secuencia. En este paso
el tubo se enfria y la fijacion del cebador
se produce entre 40 y 60 grados Celsius
(104 y 140 grados Fahrenheit). Las dos
cadenas estan listas para ser copiadas
(amplificadas).

3. Extension: Copia de las cadenas deli-
mitadas. Se eleva la temperatura apro-
ximadamente 72 grados Celsius (161,5
grados Fahrenheit). “Cada uno de los
extremos 3'-OH de los oligos apa-
reados a lascadenas directa y rever-
sa seran extendidos, generandose las
cadenas hijas correspondientes. (Dora-
do Pérez, 2020)”

Una vez hecha dos copias del ADN por me-
dio de la PCR, el ciclo comienza de nuevo,
esta vez utilizando el nuevo ADN duplicado.
Cada duplicado crea dos nuevas copias, y
después de aproximadamente 30 o 40 ci-
clos de PCR, se crean mas de mil millones
de copias del segmento de ADN original de
forma automatica, en cuestion de horas.

Para el uso del diagnostico clinico, la PCR
es capaza de elabora suficientes copias
del ADN diana a partir de la muestra clinica
como para permitir el analisis, y la informa-
cion suficiente para indicar tratamiento para
la enfermedad diagnosticada.

Ante la pandemia por el coronavirus SARS-
CoV-2,ylaenfermedad asociada COVID-19,
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cuya rapida propagacion es de gran preo-
cupacion, y porgue aun las investigaciones
no han resultado concluyentes, ha sido de
vital importancia contar con una prueba
diagndstica fiable para detectarlo.

La PCR como prueba para detectar la pre-
sencia de material genético especifico del
SARS-CoV-2, es la recomendada por ex-
pertos del todo el mundo. Dado que la PCR
s6lo amplifica cadenas de ADN, y los co-
ronavirus son virus de ARN monocatenario
positivo recubiertos por una estructura de
glicoproteinas y lipidos. Por ello, se realiza
una variante de la PCR estandar: la reac-
cion en cadena de la polimerasa con trans-
criptasa inversa (PCR-RT).

La RT-PCR para detectar el SARS-CoV-2

Para detectar la infeccion por SARS-CoV-2
mediante PCR, se debe realizar la conver-
sion del ARN monocatenario viral en ADN.
Esto es la reaccion en cadena de la polime-
rasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), la
prueba de oro que se esta implementando
contra COVID-19, y con buenas razones. Es
in diagnostico especifico y sensible, lo que
significa que las personas que dan positivo
realmente tienen la enfermedad y ninguna
de las personas portadoras del virus pasa
la prueba como un falso negativo, a menos
que la muestra tomada no contenga el virus
(muestra nasal cuando la infeccion ya esta
avanzada, y ya estéa en |los pulmones), o se
halla alterado por alguna razon. Aun asi, la
RT-PCR cumple con dos criterios importan-
tes: tasas de especificidad y sensibilidad
de 90 % o0 mas.

El proceso comienza una vez que se reco-
ge el material genético del virus a partir de
un frotis de nariz o garganta del paciente
a diagnosticar. Esta muestra pasa por un
proceso de purificacion porque a la mas
minima contaminacion de ADN puede al-
terar los resultados. Afortunadamente, hay
productos disponibles para la deteccion y
descontaminacion.

RECIMUNDO VOL. 4 N¢ 2 (2020

La muestra de ARN obtenida purificada
se mezcla con la Transcriptasa Inversa (y
otros reactivos). Al momento de recolectar
la muestra, también se esta recogiendo ma-
terial genético humano, bacteriano e inclu-
so material genético de otros virus. Es de-
cir, aqui habra ADN de muchos origenes al
momento aplicar la Transcriptasa Inversa,
pero no todo se amplificara en la PCR. Esta
es unatécnica dirigida a ciertas secuencias
especificas, en este caso, secuencias del
ADN retrotranscrito del virus SARS-CoV-2.
Tener el genoma completo del virus fue
crucial para disefar cebadores que detec-
tarian sélo SARS-CoV-2 y no SARS-CoV o
cualquier otro coronavirus estrechamente
relacionado. Diferentes pruebas se dirigen
a diferentes partes del genoma del SARS-
CoV-2, y la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS) ha emitido su propio protocolo
que especifica los cebadores y procedi-
mientos recomendados. Algunos paises
que pudieron desarrollar y desplegar sus
propias pruebas de RT-PCR COVID-19, se
basaron en el protocolo de la OMS, para
evitar esta problematica.

En la RT-PCR, la muestra del paciente se
affiaden al tubo de ensayo sondas que se
unen unicamente a secuencias especificas
del ADN retrotranscrito del virus y emiten
fluorescencia.

Los marcadores se acoplan a las cadenas
de ADN y emiten una fluorescencia, mien-
tras la computadora del equipo mide y pre-
senta en pantalla los resultados en tiempo
real. Tambiéen realiza un seguimiento de la
magnitud de la fluorescencia después de
cada ciclo. Al superar un determinado nivel,
se confirma la presencia del virus.

El personal preparado supervisa tambien el
numero de ciclos que se tarda en alcanzar
ese nivel para determinar asi la gravedad
de la infeccion. De alli se puede deducir
que mientas menor sea el niumero de ciclos,
mas grave sera la infeccion virica.
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Por tanto, a mayor fluorescencia en la mues-
tra, mayor cantidad de copias del ADN ob-
tenidas mediante la retrotranscripcion del
virus SARS-CoV-2, permitiendo medir en
tiempo real la cantidad de fragmentos de
ADN que se van produciendo, logrando los
dos posibles resultados:

RT-PCR POSITIVA

Fluorescencia

Tiempo

e Si se detecta un aumento de la fluo-
rescencia durante la reaccion de PCR,
existe un claro indicio de la presencia de
SARS-CoV-2 en el paciente.

e Si durante la prueba no se detecta un
aumento de la fluorescencia durante la
reaccion de PCR, se podria afirmar que
la prueba ha resultado negativa y, por
tanto, el paciente no se encuentra infec-
tado por el virus SARS-CoV-2.

RT-PCR NEGATIVA
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Figura 1. Reaccion de PCR

Fuente: Elaboracion propia, basado en SiNC, 2008. (ob. cit).

Tipo de muestras donde se puede aplicar
RT-PCR

Existen varios estudios recientes en el que
se toman diferentes muestras clinicas en
pacientes con sintomas, para detectar ma-
terial genético del coronavirus Covid-19 por
RT-PCR, y para posterior anélisis epidemio-
logico:

Frotis oro-faringeo
Muestra nasal
Sangre

Orina

Heces

Leche materna

e Muestras de superficies inertes que se
sospechen estén contaminadas con el
virus.

Los resultados de algunos estudios mostra-
ron que el material genético del virus Co-
vid-19 se pudo detectar tanto en los frotis
orofaringeos como en las heces, pero no
en orina ni en sangre. Por tanto, se podria
pensar como hipotesis que el virus puede
transmitirse también por las heces, ademas
de saliva y aerosoles respiratorios. (Xie, y
otros, 2019).

Otros estudios no consiguen ninguna evi-
dencia de transmision vertical, en madres
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positivas para COVID-19. Tanto el liquido
amnioético y muestras de sangre de cordon
umbilical de sus recién nacidos que fueron
entregados por cesarea, resultaron negati-
vas para el virus por SAR-Cov-2 aplicando
RT-PCR. De igual manera, Las muestras de
leche materna de las madres después de la
primera lactancia también fueron negativas
para este nuevo coronavirus aplicando RT-
PCR. (World Health Organization, 2020)

Limitaciones de la RT-PCR como prueba
diagnéstica para el SARS—-CoV-2

Existen varias limitaciones de la RT-PCR
como prueba diagnostica del SARS-Cov-2
en medio de la pandemia por COVID-19:

1. A pesar de que la RT-PCR detecta di-
rectamente el ARN del SARS-CoV-2 en
las muestras tomadas de secreciones
respiratorias del paciente, antes de que
se formen los anticuerpos, logrando de-
tectar el virus muy tempranamente, solo
lo hace cuando la infeccion esta vigen-
te. Es decir, que si la persona ha estado
expuesta al virus anteriormente, enfer-
mandose o transcurriendo la infeccion
de forma asintomatica, es imposible con
esta prueba saberlo.

2. Los resultados correctos de la RT-PCR
dependeran de la toma de la muestra
correcta. El frotis o exudado, no siem-
pre se realizan de forma correcta, peor
aun si lo hace el propio pacientes en su
casa. Por otro lado, el hisopo de algo-
don puede no recoger ninguna particula
virica de la garganta, si la infeccion esta
avanzada, y el virus se concentra prin-
cipalmente en los pulmones, porque la
cantidad de virus alojada en la garganta
varia enormemente en el curso de la in-
feccion.

3. Con éstatécnica es imposible saber si el
material genético del virus esta indem-
ne, es decir, que la muestra contiene vi-
rus intactos, con capacidad de infectar.
Esto significa que con esta prueba no
sabremos si el SARS-CoV-2 encontrado

en materiales inertes, pueden o0 no se-
guir contagiando. Hasta ahora, lo que
nos puede afirmar la RT-PCR, es que
el material genético SARS-CoV-2 esta
alli, jexiste! pero no sabremos, a ciencia
cierta, si vivo 0 muerto.

4. Una gran limitacion de la RT-PCR a la
hora del diagndstico de la infeccion, es
que exige varias horas de trabajo en el
laboratorio. Porque antes de aplicar la
PCR, es decir, iniciar la amplificacion, se
necesita separar y purificar el ARN viri-
co del resto de la muestra del paciente,
y luego realizar la transcriptasa inversa
(sintetizar ADN a partir de una molécula
de ARN). Ademas, del tiempo que re-
quiere la prueba en si con sus ciclos su-
cesivos de calentamiento y enfriamiento.
Esto no seria un problema, si no fuera
una pandemia: Demasiadas pruebas, y
mucho tiempo requerido para dar res-
puesta oportuna a todos esos pacientes.

Enla actualidad, no se cuenta con una prue-
ba diagndstica del SARS-CoV-2 perfecta, e
infalible, ademas que resultan ser costosas.
Lo que cada institucion de salud de cada
pais debe hacer es crear estrategias que
tomen como herramientas todos los tipos
de pruebas a su alcance, y la apliquen inte-
ligentemente segun los casos y l0s recursos
con que se cuenten. Si la PCR es el método
mas accesible a la mayoria de los paises, lo
mas idéneo es usarla tratando de solventar,
en la medida de lo posible, sus limitaciones.

1. Paracomplementar la TR_PCR, es nece-
sario contar con el apoyo de otras prue-
bas de diagnoésticos que puedan servir
para la vigilancia de la pandemia ya que
como ya se explico, la PCR soélo confir-
ma la enfermedad vigente. No obstante,
los analisis de sangre que detectan la
inmunidad adquirida con las inmunoglo-
bulinas M (IgM) y las inmunoglobulinas

A (IgA), permiten conocer quién es ya
inmune al virus y quien no lo es. La re-

accion inmunitaria tarda un tiempo en l

aparecer tras el inicio de los sintomas,
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de modo que los IgM IgA con resultado
negativo, no descarta la infeccion, pero
para eso esta la PCR. La informacion
que suministran las pruebas de inmu-
nidad adquirida, es importantisima en
los hospitales y en otras instituciones en
que el contacto con personas infectadas
es inevitable. El objetivo es realizar un
analisis sistematico de la poblacion per-
mitiendo que las personas inmunizadas,
se reintegren a la vida. La buena noticia
es que ya existen pruebas rapidas (simi-
lares a una prueba del embarazo) que
en pocos minutos muestran una reac-
cion colorométrica, si la sangre contiene
los anticuerpos en cuestion o no. Aun-
que no se ha verificado la fiabilidad de
estas pruebas conforme a las normas le-
gales, no quiere decir que no funcionen.
Para disminuir la cantidad de errores en
la toma de muestras, se debe entrenar a
muchos profesionales de la salud para
que la realicen de forma eficaz, eficiente
bajo las mas estrictas normas de biose-
guridad. Que sean capaces de discernir
con criterio cientifico, segun el cuadro
clinico del paciente:

e Pacientes ambulatorios: Tracto Su-
perior. Exudado nasofaringeo/orofa-
ringeo. Se recoge en dos hisotopos
para el analisis de virus con medio
de cultivo, uno nasal y otro para gar-
ganta.

e Pacientes con enfermedad respira-
toria grave Tracto Inferior. Preferente-
mente lavado broncoalveolar, esputo
(si es posible) y/o aspirado endotra-
queal. Se recogen en recipientes sin
necesidad de medio de cultivo.

Otra limitacion que se puede intentar

solventar, es el hecho de que la TR-PCR

no nos da informaciéon acerca de la vi-

talidad del virus en materiales inertes.

Para saberlo, simplemente se realizan

pruebas microbiolégicas. Los profesio-

nales de laboratorio optan por inocular
una muestra objetivo a un cultivo de cé-
lulas. EI virus 0 agente patdgeno ataca

y el microscopio evidencia los estragos.

Luego, con la TR-PCR se identifica si el
culpable de ese estrago es el SARS-
CoV-2.

4. Detectar rapidamente el ARN virico es la
principal limitacion de la TR-PCR, pero
es debido a la cantidad de pruebas que
se envian a los laboratorios y la cantidad
de respuestas urgentes que se necesi-
tan.

Se han desarrollado nuevas pruebas de
deteccion rapida del ARN viral, como es el
caso test para el diagnostico rapido del Co-
vid-19 desarrollado por el consorcio aleman
Bosch, ahorra tiempo al hacer innecesario
enviar las pruebas a un laboratorio para su
analisis, permite en tan solo dos horas y
media, verificar si existe o no una infeccion,
en el mismo lugar en el que se toman las
muestras, y tiene un 95% de fiabilidad. Las
muestras tomadas en garganta o fosas na-
sales de los pacientes, son introducidas en
un cartucho con todos los reactivos nece-
sarios para el analisis. Luego se introduce
en un aparato de analisis, el cual puede ser
manejado por personal no especializado.

Otras pruebas de deteccion rapidas son los
test de anticuerpos, que son especialmente
seleccionados, los cuales reconocen y se
fijan con una alta especificidad, a proteinas
situadas en la superficie del virus. En ciertas
condiciones, la especificidad de esa union
se compara a las cadenas genéticas de la
PCR. Este test revela en minutos (15 minu-
tos) si el virus esté presente, a través de una
reaccion colorimétrica. El desarrollo de ta-
les pruebas no es un proceso sencillo, en
comparacion con RT-PCR que encajan con
exactitud, y los anticuerpos son moléculas
complejas que no se pueden encargar fa-
cilmente. Sin embargo, muchos expertos
confian en este tipo de prueba rapida, que
podria estar disponible en el plazo de se-
manas 0 meses.

Complementar o sustituir la RT-PCR con es-
tas pruebas rapidas de deteccion de este
nuevo coronavirus dependera de muchos
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factores, entre el mas importante esta el
econdmico: los recursos con los que cuen-
ta cada sistema de salud de cada pais del
mundo. La disponibilidad de estas pruebas
no son faciles de conseguir, y la aplicacion
de las mismas en cantidades extraordinaria
requiere de gran esfuerzo y trabajo por par-
te de los profesionales de la salud, labora-
torios y demas instituciones.

Existen muchas pruebas que consisten ba-
sicamente en detectar si la persona esta
0 no contagiada, y en detectar si alguien
estuvo 0 no expuesto al virus. Conjunta-
mente con la propagacion de la pandemia,
van surgiendo nuevos métodos y enfoques
analiticos de la mano de los investigadores.
Desde las pruebas clasicas como la PCR,
hasta las complejas nanotecnologias 6p-
ticas, se exponen y se ofrecen al mundo.
Pero obviamente, aunque existe una dispo-
sicion global para garantizar la distribucion
justa de todas las tecnologias sanitarias
esenciales para hacer frente a la pandemia
de COVID-19, la realidad es que no todos
los lugares del mundo puedan contar con la
asistencia de calidad y control oportuno de
la pandemia.

Es por ello, que lo clasico y seguro se ofer-
ta al mundo y se sugieren pruebas como
la PCR con la Transcriptasa Inversa para
diagnosticar el COVID-19, y para, ademas,
conseguir hallazgos que ofrezcan mas in-
formacion sobre el comportamiento de esta
pandemia. Para ello la OMS sugiere estan-
darizar en todos los paises del mundo, los
reactivos y métodos, para que todos los
resultados puedan ser comparables, para
posteriores estudios.

Conclusiones

Existen dos tipos de pruebas principales
que utilizan los paises en medio de la pan-
demia del COVID-19: Las pruebas serologi-
cas que pueden ofrecer resultados rapidos
sobre si la persona estuvo expuesta al virus,
y las pruebas moleculares que tardan unas
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dos o tres horas, que evidencian si la per-
sona esta infectada o no con SARS-CoV-2.
Sobre estas ultimas pruebas, la técnica de
eleccion ha sido la RT-PCR, por ser la més
confiable, y porque es la mas conocida en
todo el mundo. La Organizacion Mundial de
Salud, la ha sugerido como prueba princi-
pal, para que todos los resultados sean los
mas exactos posibles y comparables entre
laboratorios. La OMS ha hecho publico los
reactivos a utilizar y el método para realizar
la determinacion de Covid-19. Ademas, la
RT-PCR ha sido la méas confiable para deter-
minar si un paciente tiene la enfermedad, y
la gravedad de la misma con la fluorescen-
cia que se realiza en cada ciclo PCR que se
muestra, en tiempo real, por pantalla.

Se puede decir que el inconveniente vy li-
mitacion mas importante que presenta la
TR-PCR, es el tiempo que tarda en repor-
tar los resultados, que dada la emergencia
y demanda de la pandemia, ha resultado
un poco ineficiente para reportar oportuna-
mente la informacion. Sin embargo, cada
pais se las ha arreglado para manejar la si-
tuacion usando otras pruebas diagnosticas
que complemente la PCR.

En definitiva, ninguna prueba es 100% infa-
lible, muchos estudios en medio de la pan-
demia, asi lo han demostrado. Por tanto, el
diagnostico del COVID-19 no debe realizar-
se Unicamente en funcion del resultado de
las pruebas, sino teniendo en cuenta, prin-
cipalmente, la clinica del paciente. Tal vez
sea necesario repetir las pruebas segun
criterio meédico, porque un resultado negati-
VO no significa necesariamente que la infec-
cion no esté presente.
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