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Resumen

La disponibilidad de la secuencia de SARS-CoV-2 desde enero de 2020, permitié la implementacion de ensayos de reaccion
en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real para la deteccion de este virus. Diversos tipos de
muestra, reactivos y condiciones han sido estandarizados en diferentes paises para utilizar este ensayo como prueba
confirmativa de pacientes con COVID-19, siguiendo las indicaciones establecidas por la OMS en virtud de su alta sensibilidad
y especificidad. Las condiciones generales para obtener resultados confiables de su aplicacion implican detalles como la
obtencion de dcidos nucleicos en cantidad y pureza adecuadas de muestras que indiquen inequivocamente la presencia
delvirus en el paciente, incluso en etapas tempranas de la infeccion. El presente articulo presenta técnicas y procedimientos
empleados por diferentes protocolos disponibles para la deteccién de SARS-CoV-2 mediante ensayos RT-PCR, efectuando
comparaciones de parametros de desemperfo que permiten reconocer estrategias que pueden ser utilizadas en la mejora
de este tipo de pruebas diagnosticas.

Palabras clave
Reaccion en cadena de la polimerasa de transcriptasa reversa, coronavirus, técnicas y procedimientos diagndsticos,
aislamiento y purificacion, sensibilidad y especificidad.

Abstract

Availability of the SARS-CoV-2 sequence since January 2020, allowed the implementation of reverse-transcriptase
polymerase chain reaction assays in real time to detect the virus. Diverse sample types, reagents and conditions have
been standardized in different countries to use the assay as a confirmative test of patients with COVID-19, following the
indications established by WHO due to it high sensitivity and specificity. General conditions to achieve reliable results from
this test involve factors such as the acquisition of nucleic acids with acceptable quality and quantity, from suitable samples
that unequivocally indicate the presence of the virus in patients even at early stages of the infection. This article describes
diagnostic techniques and procedures used by different available protocols for the detection of SARS-CoV-2 through RT-
PCR assays, comparing performance parameters, which allow to recognize strategies that can be used to improve this type
of diagnostic tests.
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Introduccion

A inicios de 2020, el patégeno causante de
la enfermedad COVID-19 es detectado a
través de la reaccion en cadena de la poli-
merasa con transcripcion inversa en tiempo
real (RT-PCR, por sus siglas en inglés), el cual
es el ensayo establecido por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)' como prueba
confirmativa de la presencia del coronavi-
rus 2 del sindrome respiratorio agudo grave
(SARS-CoV-2). La rapida propagacion de la
enfermedad requiere que el ensayo de de-
teccion aplicado sea capaz de detectar nive-
les bajos del patdgeno, de forma especifica
y sensible con diferentes tipos de muestra.
Esta revision describe los tipos de muestra
evaluadas para confirmar COVID-19, su ma-
nejo vy las caracteristicas de desemperio de
protocolos publicados por diferentes labora-
torios a nivel mundial.

Muestras utilizadas para
la deteccion del SARS-CoV-2
mediante RT-PCR

Los hisopados nasofaringeos y orofaringeos
son las muestras tipicamente usadas para
confirmar la presencia de SARS-CoV-2 me-
diante RT-PCR? Sin embargo, el virus tam-
bién se ha detectado en especimenes de
otros sitios, a través de los cuales se han al-
canzado diferentes eficiencias de deteccion®.

Por la facilidad de su recoleccién en pa-
cientes y bajo riesgo infeccioso para pro-
veedores de salud, la saliva es una muestra
potencial en la deteccién de SARS-CoV-2 y
virus similares. Diferentes estudios confir-
man la utilidad de la saliva proveniente de la
garganta para el diagnéstico precoz y moni-
toreo rutinario de COVID-19, especialmente
en situaciones en las que la recoleccion de
muestras nasofaringeas puede estar contra-
indicada*>. Los centros de investigacion y
agencias de salud podrian utilizar esta me-
todologia de recoleccion ya que requiere
de la utilizacion de un equipo minimo®. Por
otro lado, resultados sobre la efectividad en
el caso de saliva procedente de gldndulas
salivales todavia no son los esperados’.

Las secreciones conjuntivales también
han sido evaluadas, encontrdndose que
solo los pacientes con manifestaciones clini-
cas de conjuntivitis evidencian la presencia
de SARS-CoV-2 en sus muestras®,

Uno de los estudios més completos so-
bre la eficiencia de deteccion de este virus
mediante la prueba RT-PCR, evalu¢ dife-
rentes tipos de muestra de pacientes con
diagnostico clinico de COVID-19, e indico
que el fluido de lavado broncoalveolar y
esputo produjeron la mayor cantidad de

resultados positivos, sequidos de los hiso-
pados nasales, biopsias con cepillo de fibro-
broncoscopio 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 expresion 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 nasa-
les, células alveolares y en células de cérnea,
esofago, fleon, colon, higado, vesicula, rifio-
nes y testiculos’.

Los sobrenadantes de cultivos celulares
también han mostrado su utilidad como
muestras de estudio de SARS-CoV-2 y otros
virus, ademas de muestras fecales de reser-
vorios animales posiblemente transmisores
de estos tipos de coronavirus'®'2,

Métodos de extraccion
de ARN para detectar
coronavirus

La extraccion cuantitativa de acidos 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-
cion eficiente de virus en muestras clinicas.
Tanto las concentraciones virales absolutas
como relativas determinaran 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-
teccion tales como: homogeneizacion o di-
gestion enzimética de muestras sélidas o vis-
cosas; técnicas de filtracion y centrifugacion
diferencial. Ademas, se necesitara el uso de
endonucleasas para liberar genomas de las
particulas virales protegidos por nucleocap-
sides. Todos estos pasos aumentaran la con-
centraciéon absoluta y relativa de los acidos
nucleicos virales antes de su extraccion',

Una baja eficiencia de extraccion puede
dar senales pobres durante la amplificacion
exponencial y, por lo tanto, dar resultados
falso-negativos'*'. La baja calidad de ex-
traccion, por otro lado, puede contener una
variedad de inhibidores de la PCR, lo que
proporciona lecturas poco confiables du-
rante la amplificacion’>'¢. Por estas razones,
la seleccion de un método de extraccion
sera un paso fundamental para el éxito en la
deteccion de SARS-CoV-2.

Actualmente se utilizan dos métodos
principales de extraccién de ARN previo a la
RT-PCR para la deteccién de SARS-CoV-2: la
cromatografia de columnay la aplicacion de
particulas magnéticas.
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La extraccion utilizando cromatografia
por columna se basa en la adsorcion re-
versible del 4cido nucleico a un soporte de
silice (membrana) bajo condiciones deter-
minadas de pH y fuerza iénica 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 rapida y reversi-
ble del 4cido nucleico a estas, sequida de la
aplicacion 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 purificacion’®.

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 extraccién 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 de
América®’ (CDC, por sus siglas en inglés),
autoriza el uso de diferentes kits disponibles
comercialmente y ademas 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 (Tabla 1)?'. Entre los
kits mencionados en la tabla hay algunos
como el mini kit QlAamp® Viral RNA cuyo
uso ha mostrado ser exitoso en diferentes
publicaciones!'®'2?!,

Ademas, 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, separacion de solutos por solubili-
dad y separacion de fases liquidas mediante
ciclos de centrifugacion®. En los momentos
actuales, la carencia de soluciones de lisis
es un problema comun en los laboratorios
y parte esencial para lograr la extraccion de
ARN de SARS-CoV-2 de alta calidad y pure-
za. A través de un estudio multicéntrico se
evaluaron diferentes formulaciones de solu-
ciones de lisis verificando el desempefo de
los &cidos nucleicos obtenidos a través de
RT-PCR. Los ensayos demostraron la adecua-
bilidad de los 4cidos nucleicos obtenidos a
través del uso de un tampodn de lisis con
GITC (tiocianato de guanidina) 4 My Tritén
X-100 al 3 % (v/v), comparando incluso con
otras soluciones de extraccién comerciales.
Este tampon de lisis, ademds, incluye un
detergente que ayuda a desintegrar el virus
durante la extraccion 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,
Tritdon X-100 3 % (v/v), Azul de bromofenol
0.01 % p/V)*.

Dada laimportancia de evaluar la eficien-
Cia de extraccion de muestras heterogéneas
y con resultados de deteccion viral variables,
se realizd un estudio que evalud 8 métodos,
entre manuales y automatizados, para la
deteccion optima 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
50y 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 estandar, pero también
la capacidad de cada método, ya que es lo
que llevara a obtener los mejores resultados
en la deteccion de ARN viral®,

Ensayo RT-PCR
para detectar SARS-CoV-2

La RT-PCR es una técnica de laboratorio
que permite la identificacion, deteccion y
cuantificacion de ARN, utilizando este como
molde para sintetizar ADN complementario
(ADNC), el cual a su vez constituye la plantilla
para una reaccion de PCR en tiempo real. El
aumento exponencial en las copias de ADN
se ve reflejado en la aparicion de fluorescen-
Cia cuya intensidad es directamente propor-
cional a la cantidad de ARN en la muestra,
haciendo que esta reaccion sea altamente
sensible aun a bajas concentraciones de aci-
dos nucleicos virales.

Los genes de coronavirus anotados has-
ta ahora incluyen: ORF1 (marco de lectura
abierta 1) que comunmente es representa-
do en secciones ay b, N (nucleocapside), M
(membrana), E (envoltura viral), S (espiga vi-
ral), y ARN polimerasa dependiente de ARN
(RARP- por sus siglas en inglés), presente en
el ORF1b"%2” (Figura 1). Los cientificos enfa-
tizan que la seleccion de estos blancos ge-
némicos 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
deteccion de patdgenos relevantes, es im-
portante considerar aspectos como la sen-
sibilidad, especificidad y limite de deteccion
(LD). Enlatabla 2, se describen las caracteris-
ticas generales y los parédmetros de desem-
pefo mencionados de diferentes protocolos
para la confirmacion de COVID-19 utilizadas
en la actualidad (Tabla 2).
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Tabla 1. Kits comerciales validados (13 de julio de 2020) por el EE.UU.-CDC para la extraccién de ARN de SARS-CoV-221
Nombre comercial
mini kit QIAamp* Viral RNA
QlAamp* DSP Viral RNA Mini Kit

Tipo de muestras Método de extraccion

Fluidos corporales libres de células Columna con membrana de silice

Fluidos corporales libres de células, plasma (tratado con anticoagulantes  Columna con membrana de silice

que no sean heparina) o suero

EZ1° DSP Virus Kit and Buffer AVL  Suero humano, plasma, liquido cefalorraquideo (LCR), orina, sangre
completa, heces, medios de transporte, muestras respiratorias y
torundas secas

Particulas magnéticas

Roche MagNA  Pure™
Nucleic Acid Kit*

Roche MagNA Pure™ 96 DNA Sangre entera de mamifero, suero, plasma, orina, esputo, hisopos,
and Viral NA Small Volume Kit heces, lavado broncoalveolar (BAL), liquido cefalorraquideo (LCR) y
cultivos bacterianos (con o sin opcion de lisis externa)

Total Suero, plasma y sangre completa Particulas magnéticas de vidrio

Particulas de vidrio magnético

1 N " " " M N N N . n n "
L 1 t + T + + t t T + + + + T + t + + T + + + + T + + t T

ORF8

ORF3 = ORFﬁj -I ORF1 Oj
3-UTR

~ ORF1a [ ORF1b
3 o)
a ORF7a
Y ORF1a
b

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Estructura del genoma de SARS-CoV-2 con base en la secuencia publicada en GenBank (Nimero de acceso: MN975262)27,28.
Creada en BioRender.com a. Marcos de lectura abierta (ORF) 1a, 16, 3,6, 7ay 16 proteinas no estructurales. Los genes S, E, My N indican las cuatro
proteinas estructurales: espiga (), envoltura (E), membrana (M) y nucleocdpside (N). b. Se muestran las secuencias anotadas y las posiciones
aproximadas de los sets de primers y sondas utilizados para la deteccién mediante RT-PCR en los protocolos revisados en este articulo10-12,21.

Tabla 2. Condiciones de reaccion de RT-PCR para la deteccién de SARS-CoV-2

Entidad Secuencia de Primers y Sonda* de los blancos genéticos Mezcla para qRT-PCR Condiciones de
amplificacion
Universidad ORF1b  F  5-TGGGGYTTTACRGGTAACCT-3'(Y =C/T,R=A/G) Unamezclade 20 uL de Transcripcion inversa
de Hong R 5 AACRCGCTTAACAAAGCACTC-3'(R = A/G) - monoplex RT-PCR contenia:  a 50 °C durante 5 min,
Kong;;—iong P 5 TAGTTGTGATGCWATCATGACTAG3” 5uL de master mix d? mactwgoon dg la
Kong (En 5-FAM/ZEN/3-IBFQ; W = A/T) relacoon 4X (TagMan” Fast transcriptasa |nversa'a 95
Virus °C durante 20 s, 40 ciclos
N P 5-TAATCAGACAAGGAACTGATTA-3” Mezcla maestra de 1 paso,  de amplificacion
R 5-CGAAGGTGTGACTTCCATG-3" ThermoFisher), 0.5 umol/L (desnaturalizacion a 95 °C
P 5 -GCAAATTGTGCAATTTGCGG-3” por cada primer forward durante 5 s; alineacion/
(En 5'-FAM/ZEN/3-IBFQ) y reverse, 0,25 umol/L de extension a 60 °C por
sonda y 4 plL de muestra 3059).
de ARN.
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China-CDC'?  ORFlab F  5-CCCTGTGGGTTTTACACTTAA-3" Una mezcla de reaccion El ciclo térmico incluy6 42
R 5-ACGATTGTGCATCAGCTGA-3’ de 25 yL contenfa 12,5 uL °Cx 5 min, sequido de 95
- de 2x Master Mix OneStep ~ °Cx 10 segundos y luego
Ps 7FAM’,CCGTCTGCGGTATGTGGAAAGGTTATGG’ PrimeScript™ RT-PCR 40 ciclos de 95 ° C durante
BHQI-3 (Takara, Japén), 0,5 uL 105y 60 ° Cdurante 45
N F 5-GGGGAACTTCTCCTGCTAGAAT-3” de transcriptasa inversa / s. Cada ejecucion incluyé
R 5 -CAGACATTTTGCTCTCAAGCTG-3’ mezcla de ADN polimerasa  un control de plantilla
Taq, 5 pl de ARN extraido, gendmica SARS-CoV-2'y
P S-FAM-TTGCTGCTGCTTGACAGATT-BHQIT-31 concentraciones de 400 al menos dos controles
nmol/L de primers, y 200 negativos o simulados
nmol/L de sonda. (para la extraccion y el
paso de amplificacion por
PCR).
EEUU-CDC* NI F 5-GACCCCAAAATCAGCGAAAT-3” N es el factor de conversion — Termofisher, lleva a
R 5-TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG-3 del volumen de reactivo cabo 4 etapas: la retro
P 5 FAM-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC- por regcdén, sin<15,Nes tran‘scripci‘én a ‘25 OF; X
BHO1** n+1;sin 15 Nesn+2.Una  2miny lainactivacion a
reaccion contiene 5,5 pl 50°C x 15 min. Luego la
N2 F 5 TTACAAACATTGGCCGCAAA-3 de ARN extraido, 1,5 uL de  desnaturalizacion a 95 °C
R 5-GCGCGACATTCCGAAGAA-3” primers/sonda, kit de RT- x 2 min, y 45 ciclos a 95
P 5-FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1**  PCRsegun el detalle: Master  °Cx3sya55°Cx30s.
mix Termo Fisher TagPath™  Promega GoTag® realiza la
RP F 5-AGATTTGGACCTGCGAGCG-3” (5,0 pb); Sistema retro transcripcion a 45 °C
- - PromegaGoTaq’ Probe x 15 miny la inactivacion
R 5-GAGCGOLTGTCTCCACAAGT3 (10.0 uL del master mix con  a 95 °C x 2 min. Luego
p 5 -FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ-1 ** dUTP 04 UL de Go SCI’ipt RT 45ciclosa95°Cx3s ya
Mix); UltraPlex™ ToughMix™ 55 °C x 30 s. Quantabio
(4x) Quantabio. (5,0 uL) qScript™ realiza la retro
transcripcion a 50 °C x
10 min y la inactivacion
a 95°Cx 2 min. Luego
45 ciclosa95°Cx3sya
55°Cx30s.
Alemania RdRP F 5-GTGARATGGTCATGTGTGGCGG-3'(R=G/A) Una reaccion de 25 ul El ciclo térmico se realizd
(Charité)" R 5" CARATGTTAAASACACTATTAGCATA-3"(R=G/ contenia 5 L de ARN, a 55°Cdurante 10" para
AS=G/C) 12,5 yL de 2 X tampodn la transcripcién inversa,
P S PMCCAGGTOOMACTICNTCMGGIGNTGC:  (EERTIERRln i SR ot
BBQ 3 IW=ATM=A/C, REG/A) RT-PCR de un solo paso con 95 °C durante 15's, 58 °C
P, 5-FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC- Platinum™ Taq Polymerase  durante 30's.
BBQ-3” (Invitrogen, Darmstadt,
E F 5"-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3 Alemania; conteniendo
R 5-ATATTGCAGCAGTACGCACACA 04 mM de cada trifosfato
P 5-FAM-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BRQ  de desoxirribonudieotidos
- - y 3,2 mM de sulfato de
N F 5-CACATTGGCACCCGCAATC-3 .
magnesio), T uL de mezcla
R 5-GAGGAACGAGAAGAGGCTTG-3" de transcriptasa inversa
p 5"-FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACATTGCCA- /Taq del kit, 0,4 uL de

BBQ-3’

una solucion de sulfato
de magnesio 50 MM
(Invitrogen),y 1 ug de
albumina de suero bovino
no acetilado (Roche).

*F: Forward, R: Reverse, P: Sondas. **Las sondas TagMan® estdn marcadas en el extremo 5 con la molécula reportera 6-carboxifluoresceina (FAM) y con el
inhibidor, Black Hole Quencher 1 (BHQ-1) (Biosearch Technologies, Inc,, Novato, CA) en el 3-final.

Chu et al. (2020)"° disefaron un ensayo
RT-PCR dirigido a amplificar las regiones
ORF1b y N del genoma viral, basdndose en
el alineamiento de las secuencias de SARS-

CoV-2 (Genbank MN908947), con las de
otros coronavirus tipo SARS encontrados en
humanos y murciélagos. Se evalud la espe-
cificidad del ensayo amplificando ARN ex-
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traido de: coronavirus humanos cultivados,
muestras respiratorias humanas positivas
para virus endémicos y esputo de pacientes
sin infecciones virales respiratorias. El ensa-
yo fue especifico para los virus del subgé-
nero Sarbecovirus (incluyendo SARS-CoV-2),
posiblemente debido a la insuficiente in-
formacion de SARS-CoV-2 en el momento
del disefio de la prueba y con el afan de los
investigadores de considerar eventos de di-
versidad genética del virus.

La sensibilidad se evalué en muestras de
hisopado de garganta recolectadas entre 3
y 5 dias posteriores al inicio de sintomas. Di-
luciones de ARN hasta el cuarto orden (107
permitieron detectar el gen que codifica la
protefna N en todas las diluciones y el OR-
F1b hasta la tercera dilucién, sugiriendo que
la deteccion de N es 10 veces mas sensible
que la de ORF1b. El LD se calculd utilizan-
do como molde plasmidos conteniendo las
secuencias anotadas, diluidos en serie hasta
el séptimo orden (107), observadndose efi-
ciencias de amplificacion de 99,6 %y 95,4 %
para ORF1by N, respectivamente. Adicional-
mente, estos resultados de LD se determina-
ron en muestras con 10 0 mas copias de las
secuencias de interés en reacciones con un
minimo de 35 ciclos de amplificacion'®.

Las pruebas RT-PCR para la deteccion de
COVID-19 desarrolladas por los CDC de Chi-
na'>*', se basan en el andlisis de dos geno-
mas completos de SARS-CoV-2 obtenidos
en sus laboratorios (nUmeros de acceso en
GISAID EPI_ISL_402119 y EPI_ISL_402120)*.
Las secuencias seleccionadas como objeti-
vo fueron las correspondientes al ORF1ab
y los genes que codifican las protefnas E y
N. Ademas, los primers y sondas correspon-
dientes al gen RdRp disefiados anterior-
mente® fueron utilizados como referencia,
por su capacidad de amplificacion de alfa
y betacoronavirus procedentes de mur-
ciélago®. La especificidad de los ensayos
se determind experimentalmente usando
ARN de 6 cepas de coronavirus endémicos
en humanos y una cepa de influenza A. Los
resultados mostraron la especificidad de los
ensayos para la deteccion del ORFlab y del
gen N; sin embargo, se observé que los diri-
gidos a detectar los genes E y RdRP no solo
amplificaban las secuencias de SARS-CoV-2
sino que también las de SARS-CoV. El LD se
evalu6 mediante la elaboracion de curvas
de calibracion de cada gen buscado, utili-
zando una reserva de ARN de SARS-CoV-2
con copias gendmicas predeterminadas.

Los autores indicaron que los ensayos
bajo las condiciones propuestas son capa-
ces de detectar un minimo de 0,2 copias de
ORF1ab por pL y 0,7 copias de los genes Ny
E por L, en reacciones con un maximo de

37 ciclos. Para evaluar la sensibilidad de la
deteccion se prepararon diluciones seriadas
1:10 de ARN obtenido a partir de muestras
clinicas, a través de lo cual se evidenci6 la
capacidad de detectar el ORFl1ab y los ge-
nes £y N bajo las condiciones de reaccién
en todas las diluciones hasta las 1 en 10 000,
mientras que el gen RdRp solamente pudo
ser detectado hasta la dilucién 1 en 1000,
indicando ser la reaccion menos sensible de
las cuatro. Ademads, si bien evaluaron la sen-
sibilidad de los ensayos en diferentes mues-
tras clinicas, no estandarizaron la carga viral
entre ellas, por lo que no se puede inferir
acerca de la sensibilidad del método sobre
cada matriz, sino méas bien sobre la posible
carga viral intrinseca de cada muestra'?*,

Corman et al. (2020)" ensayaron la de-
teccion de SARS-CoV-2 con los genes que
codifican las proteinas E, N y la enzima
RdRp. Primers y sondas fueron disefados a
partir de alineaciones de 375 secuencias de
coronavirus tipo SARS procedentes de Gen-
bank, las del genoma del virus publicadas
en virological.org y GISAID. Para determinar
la especificidad de los ensayos disefiados,
determinaron: la estabilidad quimica de los
oligonucledtidos para excluir la reactividad
entre si; la reactividad cruzada realizando los
ensayos de Ey RdRP con ARN de cultivos ce-
lulares de cinco coronavirus endémicos hu-
manos; y la exclusividad realizando los mis-
mMos ensayos que en la reactividad cruzada,
pero con 297 muestras clinicas positivas a
virus respiratorios provenientes de bioban-
cos en Europa y Asia.

En la estabilidad quimica, los oligonu-
cledtidos no mostraron producir fluorescen-
cia al reaccionar entre si. En la reactividad
cruzada ninguno de los virus o preparacio-
nes de virus diferentes a SARS-CoV-2 proba-
dos, mostré reactividad con ninguno de los
dos ensayos. En los ensayos de exclusividad,
la mayorfa de las reacciones no indicaron
eventos de deteccion de falsos positivos. Sin
embargo, sefala que podrian observarse
problemas de deteccion falsa causados por
el manejo rédpido de muestras y/o introduc-
cion de nuevas pruebas y controles de diag-
noéstico durante el desarrollo de los ensayos.

Se evalud la sensibilidad analitica del
ensayo por duplicado utilizando sobrena-
dante de cultivos celulares de viriones de
Frankfurt-1 de cepa SARS-CoV-2, cultivados
en células Vero. El sobrenadante se concen-
tré 20 veces su volumen inicial y se purifico.
Todos los ensayos fueron altamente sensi-
bles, obteniéndose 5,2 copias por reaccion
para el ensayo del gen E y 3,8 copias por
reaccion del gen RdRp, con una probabili-
dad de deteccién del 95 % para ambos (no
se reportaron los resultados obtenidos para
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N). Adicionalmente diseflaron una sonda
para RdRp (RARP_SARSr-P1) que detecta
SARS-CoV y SARS-CoV-2, que en conjunto
con la sonda especifica para SARS-CoV-2
(RARP_SARSI-P2) permitieron discriminar en
la muestra la presencia de ambos virus. El LD
se determind utilizando ARN gendmico de
SARS-CoV'y transcritos sintéticos de ARN del
gen E y RdRp de SARS-CoV-2. Las gréficas
de los resultados indicaron limites de detec-
cion para el gen E de 3,9 copias por reaccion
y del gen RdRp de 3,6 copias por reaccion,
con un 95 % de confianza con intervalos de
28-98yde27-117 respectivamente.

El gen N (regiones N1y N2) es el blan-
co elegido para las pruebas RT-PCR confir-
mativas de COVID-19 por los CDC de los
EE.UU?". Ademas, seleccionaron el gen RP
(ARNasa humana) como control del ensayo.
Los primers se disefaron con base en el ali-
neamiento de las secuencias de SARS-CoV-2
disponibles en GenBank (a febrero 2020),
concordantes al 100 % con estas a excep-
cion del primer forward N1, que presenta
una discordancia nucleotidica y segun los
autores implica riesgos minimos de falsos
positivos. La especificidad de estos ensayos
fue evaluada solamente in silico: se uso la
plataforma BLASTn para comparar las se-
cuencias de los primers y sondas contra se-
cuencias nucleotidicas de dominio publico
y se evaluaron pardmetros de concordancia
y de penalizacion, para crear y extender es-
pacios para el alineamiento.

Los resultados de esta comparacion
mostraron homologia del primer forward
N2 y la sonda N1 para coronavirus de mur-
ciélagos relacionados con SARS y SARS-CoV.
No obstante, al realizar el anélisis combinan-
do primers y sondas, no hubo predicciéon de
falsos positivos potenciales. Adicionalmen-
te, la especificidad de N1y N2 fue evaluada
contra preparaciones de tftulos conocidos
de 20 agentes infecciosos que inclufan virus
y bacterias asociados a enfermedades respi-
ratorias, mostrando no amplificar en reac-
ciones con dichos agentes infecciosos. Para
la determinacion del LD se afiadieron titulos
conocidos de ARN sintéticos correspon-
dientes al gen N de SARS-CoV-2 (GenBank:
MN908947.2) a un diluyente (suspension de
células humanas A549 y medio de transpor-
te viral), simulando una muestra clinica. Se
ensayo la deteccion del ARN extraido (con
una concentracion de 3 copias de ARN/uL)
y dos diluciones seriadas 1:3y 1:9 con 20 ré-
plicas.

El LD del ensayo N2 fue de 0,3 copias de
ARN por L, con al menos 36 ciclos, y para
el ensayo N1 fue de 1 copia por pL, con al
menos 33 ciclos, ambos con el kit de extrac-
cion QIAGEN® DSP Viral RNA Mini Kit (95 %

de confianza). Adicionalmente, se evalud la
equivalencia del LD de los dos genes en di-
ferentes quimicas de fluorescencia, median-
te la preparacion triplicada de diluciones se-
riadas 1:10, 1:100 y 1:1000, partiendo de una
solucion de 100 copias/uL de ARN de las
secuencias de interés. El LD fue de 1 copia
de ARN/uL para ambos ensayos con cada
master mix, exceptuando la version BHQ de
Promega GoTag®, que requiere al menos 10
copias de ARN/uL?".

Conclusion

La seleccion de la muestra y el método de
extraccion de sus acidos nucleicos son fac-
tores importantes que influirdn sobre el éxi-
to de ensayos moleculares de RT-PCR para la
deteccion de virus.

De los cuatro ensayos para la confirma-
cion de COVID-19 analizados en este arti-
culo, todos muestran niveles de especifici-
dad de altos a medios para distinguir entre
SARS-CoV-2 de otros virus causantes de
afecciones respiratorias en diferentes mues-
tras. La sensibilidad y el limite de deteccion
muestran ser muy buenos pudiéndose de-
tectar, en algunos casos, desde menos de
una copia de ARN blanco por microlitro, lo
que avala este tipo de prueba como un en-
sayo de eleccién para confirmar la presencia
del virus. La diversidad de genes blanco y de
control propuestos, han permitido distin-
guir entre SARS-CoV-2, otros coronavirus y
el ARN de hospederos infectados, lo cual es
indispensable ante la perspectiva de la apa-
ricién de nuevas especies de betacoronavi-
rus patdbgenos para la humanidad.
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