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Resumen: Actualmente a nivel mundial se utiliza la reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) 
como una técnica de alta precisión en la detección y amplificación de secciones específicas de la estructura génica. En tal sentido 
es considerado como prueba diagnóstica molecular en la detección del SARS-CoV-2.  Se realizó una revisión de la literatura 
en artículos publicados en los últimos 5 años (2015 – 2020). Se consultaron las bases de datos: PUBMED (Medline), PUBMED 
CENTRAL, y SCIELO. Se recuperaron artículos en español, portugués, e inglés, mediante los términos de búsqueda SARS-
CoV-2, RT-PCR, y COVID-19. Las RT-PCR que utilicen especímenes de hisopado nasal y faríngeos son considerados como gold 
standard en casos sospechosos de COVID-19. Mediante lo revisado a nivel de Sudamérica, la RT-PCR resultó ser la prueba de 
elección durante el período menor a 7 días de infección, resaltando la producción in house en escala por Uruguay y la Prueba de 
amplificación isotérmica mediada por bucle (RT-LAMP) adaptado en Perú, como una alternativa diagnóstica rápida con principios 
similares a la RT-PCR, solo que para establecimientos de salud con menor equipamiento, e infraestructura y personal entrenado. 
La disponibilidad de pruebas diagnósticas moleculares también es crucial para el aislamiento de casos positivos y el seguimiento 
de la cadena epidemiológica de transmisión.
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Abstract: Currently, worldwide, the reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) is used as a high-precision technique 
in detecting and amplifying specific sections of the genetic structure. In this sense, it is considered a molecular diagnostic test in the 
detection of SARS-CoV-2. A review of the literature was carried out on articles published in the last 5 years (2015-2020). The following 
databases were consulted: PUBMED (Medline), PUBMED CENTRAL, and SCIELO. Articles in Spanish and English were retrieved, 
according to MESH terminology: SARS-CoV-2, RT-PCR, COVID-19. RT-PCR tests that use nasal and pharyngeal swab samples are 
considered the standard gold test in suspected cases of COVID-19. Through the South American review of molecular tests, RT-PCR 
turned out to be the test of choice in the countries of South America during the period less than 7 days of infection, highlighting 
the in-house production in scale by Uruguay and the Loop-mediated isothermal amplification test (RT-LAMP) adapted in Peru as a 
rapid diagnostic alternative with principles similar to RT-PCR, only for health facilities with less equipment, infrastructure, and trained 
personnel. The availability of molecular diagnostic tests is also crucial for isolating positive cases and monitoring the epidemiological 
chain of transmission.
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Introducción
Los coronavirus son un grupo de virus ARN altamente 

diversos de la familia Coronaviridae que se dividen en 4 gé-
neros: alfa, beta, gamma y delta, y que causan enfermedades 
de leves a graves en humanos y animales1. Sin embargo, tres 
coronavirus zoonóticos que causan enfermedades graves en 
humanos han emergido: el coronavirus del síndrome respirato-
rio agudo grave (SARS-CoV) en 2002-2003, el coronavirus del 
síndrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV)2; y, con 
un impacto aún mayor, el síndrome respiratorio agudo severo 
tipo-2 (SARS-CoV-2)3. En enero de 2020, el agente etiológico 
responsable de un grupo de casos de neumonía grave en Wu-
han, China, fue identificado como un nuevo betacoronavirus 
inicialmente llamado 2019-nCoV, actualmente SARS-CoV-2, 
distinto del SARS-CoV y MERS-CoV4. La secuencia genómica 

completa de este nuevo agente está disponible y se han de-
sarrollado diferentes protocolos y técnicas para su detección, 
aunque aún no se han validado por completo5. La introducción 
de un caso sospechoso relacionado con el 2019-nCoV en la Re-
gión de las Américas colocó en alerta a la Organización Pana-
mericana de la Salud/Organización Mundial de la Salud (OPS/
OMS) recomendando a los Estados Miembros garantizar su 
identificación oportuna, el envío de las muestras a laboratorios 
nacionales o de referencia y la implementación del protocolo 
de detección molecular para 2019-nCoV6,7. La OMS puso por 
su parte a disposición dos protocolos de diagnóstico molecular 
en la página web “Pruebas de laboratorio para casos humanos 
sospechosos del nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV)”8. Por 
tanto, hay una necesidad inmediata de un procedimiento de 
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prueba de detección de primera mano, que debe estar dispo-
nible para personas sintomáticas y asintomáticas que tengan 
contacto estrecho con un individuo infectado9. De esta manera 
se puede determinar si la persona probada es negativa o po-
tencialmente positiva para la presencia de SARS-CoV-2. Las 
plataformas de detección moleculares disponibles actualmen-
te para el SARS-CoV-2, se basan en un concepto simple de de-
tección indirecta de ARN por una prueba de reacción de cadena 
de polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) y la poste-
rior clonación y uso de ADN complementario (ADNc) en otras 
técnicas moleculares. En resumen, una persona portadora po-
tencial es sometido a una colección de frotis faríngeo (frotis 
de garganta) y/o esputo, esta muestra recolectada luego se 
procesa a través de una serie de procedimientos para purificar 
ARN viral, convertir ARN en ADNc mediante una transcripta-
sa inversa y medición del número de copias mediante gPCR 
utilizando conjuntos de cebadores específicos obtenidas de la 
secuencia genómica de SARS-CoV-210,11. Es así que, utilizando 
estos recursos disponibles, es posible que se pueda probar la 
presencia de SARS-CoV-2 de forma segura en un laboratorio 
certificado para Bioseguridad de Nivel II, mínimamente equi-
pado con una máquina gPCR12. Con el fin de desarrollar una 
plataforma molecular rápida, de alta precisión, de bajo costo, 
lista para el laboratorio y protocolos de laboratorio seguro 
para evaluar sujetos asintomáticos como un procedimiento de 
detección de primera mano para la detección del SARS-CoV-2.

El objetivo de este estudio fue identificar todos los recur-
sos disponibles que se han desarrollado en los países de Suda-
mérica para el diagnóstico molecular de SARS-CoV-2.

Virología del coronavirus
El genoma del SARS-CoV-2 contiene elementos específicos 

que facilitan la replicación del virus y la formación de la nucleo-

cápside y la proteína S de anclaje. El genoma está compuesto de 
segmentos estructurales y no estructurales que son utilizados 
como dianas en pruebas moleculares mostrada en la Figura 1.

Pruebas moleculares sars-cov-2 en el mundo
El examen molecular que se está empleando en todo el 

mundo para la detección directa de la infección con el SARS-
CoV-2 es la prueba de gPCR sobre los genes expresados por 
este virus. Se realizó el secuenciamiento del fragmento génico 
ORF1ab y de un fragmento de la proteína de la nucleocápsi-
de (NP). Para un diagnóstico confirmatorio de SARS-CoV-2, la 
OMS indica la detección del gen de la proteína E, seguida de 
la expresión del gen RdRp y la expresión del gen N solo si se 
requiriese un ensayo confirmatorio adicional13,14.

Wang, et al. analizaron diferentes muestras: nasales, hi-
sopados faríngeos, sangre, esputo, heces y orina provenientes 
de pacientes infectados con el virus en 3 hospitales de China. 
En pacientes graves en ventilación mecánica se recolectaron 
muestras del líquido de lavado broncoalveolar y de biopsia de 
cepillo de fibrobroncoscopio, para ser utilizado como fuente 
para la posterior extracción de material genético (ARN), RT-
PCR y diagnóstico. Se realizó la técnica de reacción de cadena 
de polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) en la cual se 
determinó dos genes dianas del fragmento génico para la de-
tección de SARS-CoV-2. El secuenciamiento incluyó el marco 
de lectura abierto 1ab (ORF1ab) y fragmento de proteína de la 
nucleocápside (NP). Se tomaron 1070 pruebas provenientes de 
205 pacientes infectados por SARS-CoV-2, en la cual el lava-
do broncoalveolar demostró tener un 93% de positividad para 
diagnóstico de SARS-CoV-2, seguido por esputo, 72%; hisopa-
do nasal, 63%; biopsia con cepillo de fibrobroncoscopia, 46%; 
hisopado faríngeo, 32%; heces, 29% y sangre, 1%; mientras que 
ninguna prueba con muestra de orina resultó positiva15,16.

Figura 1. Estructura genómica del SARS-CoV-2
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Bajo la misma técnica, Liu et al. estudiaron una pobla-
ción de 4880 personas, las cuales 1875 fueron positivas para 
SARS-CoV-2, determinando diferentes tipos de detección de-
pendiendo a qué gen diana iba dirigido. Para el gen ORF 1ab 
fueron positivos 40.98% y para el fragmento de proteína de la 
nucleocápside (NP) fueron positivos 39.80%. Siendo la mues-
tra de lavado broncoalveolar de mayor positividad, 80% para 
NP, 100% para ORF1ab y 80% para ambos genes; seguido de 
esputo 49,12% para NP, 50.88% para ORF1ab y 49.12% para 
ambos genes; y hisopado nasal y faríngeo 39.64% para NP, 
40.81% para ORF1ab y 38.25% para ambos genes11.

Adicionalmente, la utilización de primers para la detec-
ción de SARS-CoV-2 para poder diferenciar de otros SARS-
CoV fue propuesta por Corman et al. En las cuales se diseñan 
fragmentos de secuenciamiento genético para ORF1ab RdRp 
para la posición 15361-15460 nts; para el fragmento de la 
proteína N en la posición 28555-28682 nts; y para el gen de 
la proteína E en la posición 26141-26253 nts. Para la mues-
tra obtenida proveniente de Wuhan en el 2019 (NM908947 
Wuhan-Hu-1) comparadas con otras muestras virales (NC-
004718 Sars-CoV) y según los primers diseñados se logró 
demostrar que todos eran una especie de SARS-CoV y de la 
subfamilia betacoronavirus. Ante ello se propuso analizar con 
otras muestras virales de la misma subfamilia, entre ellas, 
muestras que provenían de la ciudad de Wuhan como, Beta-
CoV/Wuhan/PBCAMS-WH-01/2019|EPI_ISL_402123; Beta-
CoV/Wuhan/IVDC-HB-01/2019|EPI_ISL_402119; BetaCoV/
Wuhan/IVDC-HB-04/2020|EPI_ISL_402120; BetaCoV/Wuhan/
IVDC-HB-05/2020|EPI_ISL_402121 y BetaCoV/Wuhan/WI-
V04/2019|EPI_ISL_402124; y muestras virales provenientes 
de murciélagos, MG772933 Bat SARSrelated CoV (bat-SL-
CoVZC45) y NC_014470 Bat SARS-related CoV (BM48-31/
BGR/2008). Demostrando variación en la secuencia de nucleó-
tidos para los genes RdRp y la proteína de la nucleocápside, 
pero sin encontrar diferencia para los genes de la proteína E, 
por lo cual se concluye la variabilidad con respecto a la se-
cuencia de nucleótidos entre la misma familia de SARS y su 
importancia para el diseño y estandarización de primers para 
la detección específica de SARS-CoV-2 para su diagnóstico10.

Sin embargo, el Centro para el Control y la Prevención de 
Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) en los Estados 
Unidos utiliza un método de detección diferente a lo estable-
cido por la OMS. Esta está enfocada en la detección principal 
del gen N1, N2, N3 y RP dando resultado positivo con valores 
de < 40.00 Ct17.

Métodos
El estudio presenta un registro nacional de investigación 

en salud con código EI00001613. Es de tipo observacional, 
descriptivo, transversal y retrospectivo. La revisión sistemáti-
ca del presente estudio abarca criterios para la inclusión de las 
diferentes pruebas moleculares realizadas en Latinoamérica 
para la detección del SARS-CoV-2.

Criterios de elegibilidad
Se cuenta con revisión bibliográfica internacional de artí-

culos publicados en las bases de datos en línea PUBMED (ht-
tps://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) y SCIELO (https://scielo.org/), 
seleccionando artículos de los últimos 5 años (2015-2020). Se 
utilizaron los siguientes términos de búsqueda según termi-
nología DeCS BIREME: COVID-19; Virus SARS; Diagnosis; RT-
PCR. Se incluyeron estudios en idiomas de inglés, portugués y 
español.

Estrategia de búsqueda
Se realizaron las siguientes búsquedas: (COVID-19 OR 

SARS-Cov-2 OR Coronavirus OR COVID-19 Testing) AND (RT-
PCR OR Diagnosis OR Polymerase Chain Reaction OR CO-
VID-19 Nucleic Acid Testing OR Real-Time Polymerase Chain 
Reaction OR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reac-
tion OR Multiplex Polymerase Chain Reaction OR PCR). Con 
filtros de búsqueda para: Abstract, Free full text, Classical 
Article, Review, in the last 5 years, Humans, English, Spanish, 
Adult: 19+ years. Las búsquedas se complementaron con revi-
siones específicas de las siguientes páginas web: Organización 
Mundial de la Salud (https://www.who.int/es), Agencia Nacio-
nal de Vigilancia de Salud-Brasil (https://www.gov.br/anvisa/
pt-br), Federación Médica de la Provincia de Buenos Aires-Ar-
gentina (http://www.femeba.org.ar) y Ministerio de Salud-Perú 
(https://www.gob.pe/minsa/). Ministerio de Salud de Bolivia (​​
https://www.minsalud.gob.bo/).    

Pruebas moleculares en Sudamérica
Las situaciones variadas de cada país en sudamérica los 

ha llevado a la utilización de pruebas diagnósticas como parte 
de un plan estratégico complementario para el SARS-CoV-2 
en caso de que los reactivos para la prueba de RT-PCR no se 
puedan sustentar durante el tiempo.

Para realizar las diferentes pruebas de detección de 
SARS-CoV-2 deben primero tener la presencia de criterios clí-
nicos, como la afectación de vía respiratoria asociada a fiebre, 
o sensación febril, tos, secreción nasal, dolor de garganta o di-

Tabla 1. Métodos Diagnósticos para   
SARS-CoV-2 en BRASIL.

Pruebas moleculares para el diagnóstico de COVID-19: La respuesta de Sudamérica
Molecular tests for the diagnosis of COVID-19: South America's response
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ficultad para respirar.  En aquellos casos se realizará la prueba 
de RT-PCR para detección de SARS-CoV-2, influenza y presen-
cia de virus sincitial respiratorio18.

En Brasil se utilizan diferentes pruebas de diagnóstico 
aprobados en un informe de la Agencia Nacional de Vigilancia 
Sanitaria (ANVISA) en la fecha del 12 de abril del 2020, en la 
cual se detallan diferentes pruebas recolectadas en base de 
datos de ANVISA19 (Tabla 1). 

En un informe aprobado el día 21 de abril del 2020 en Ar-
gentina por la Administración Nacional de Medicamentos, Ali-
mentos y Tecnología Médica (ANMAT) se utiliza como método 
de diagnóstico la técnica de RT-PCR. Los genes a los cuales 
apuntan la detección son; N, E, S, y RdRp, utilizando gabinetes 
de bioseguridad en instalaciones BSL-2 o su equivalente20.

En Uruguay se ha planteado la utilización de una prueba 
RT-PCR Real TM Fast (HEX) desarrollada in house para la de-
tección y diagnóstico de SARS-CoV-2. El principio de la técnica 
se basa en la detección del gen que codifica la proteína N, gen 
humano de la RNasa P (control humano interno), pudiendo uti-
lizar dos tipos de termocicladores, ROTOR GENE y ABI 7500. 
Dando una muestra positiva ct <35 con un control positivo de 
<3521.  

En Perú a mediados de septiembre se empezó a utilizar la 
prueba molecular rápida del tipo LAMP (amplificación isomé-
rica mediada en lazo), la cual disminuye el tiempo de espera 
para el diagnóstico de SARS-CoV-2, la cual lleva un resulta-
do en dos horas. Esta prueba de PCR-LAMP se enfoca en la 
detección también del gen N, ORF 1ab y S, demostrando una 
sensibilidad entre 80 y 100%, y una especificidad entre 73 y 
100% para el diagnóstico de SARS-CoV-222.

Países como Chile, Ecuador y Colombia en la detección del 
SARS-CoV-2 emplean la técnica de RT-PCR elaborada por Cor-
man y colaboradores en Berlín, la cual se basa en la detección del 
gen de la proteína E principalmente para luego dar una confirma-

ción de un segundo ensayo para el gen RdRp (10). Los diferentes 
ensayos establecidos en cada país se detallan en la tabla 2. 

En Bolivia las pruebas de diagnóstico han sido manejadas 
con métodos moleculares, entre ellos la prueba de PCR que 
detecta 2 marcadores del genoma del virus SARS-Cov-2 el 
gen E y gen RdRP. 25,26 En pruebas rápidas moleculares el 
país adquirió xpert Xpress SARS-CoV-2 test (cepheid) y el ab-
bott ID NOW COVID-19 test (Abbott)27,28.

En Trinidad y Tobago las pruebas de mayor alcance y 
uso han sido las pruebas de antígeno para las cuales se piden 
muestra tipo nasal y nasofaríngeo, y las pruebas de amplifi-
cación de ácido nucleico para el SARS-CoV-2 que identifican 
específicamente las secuencias de ARN con muestras de tipo 
nasal, nasofaríngeo, orofaríngeo, esputo y saliva29,30. Sin em-
bargo, se han implementado métodos diferentes para ampli-
ficar los ácidos nucleicos y detectar el virus que incluye re-
acción de amplificación de endonucleasa de mellado (NEAR), 
amplificación mediada por transcripción (TMA), amplificación 
isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplificación depen-
diente de helicasa (HDA), repeticiones palindrómicas cortas 
agrupadas regularmente interespaciales (CRISPR) y amplifi-
cación de desplazamiento de hebra  (SDA)31.

En Paraguay en asociación con la OPS se estableció como 
técnica estándar el uso de la prueba de Reacción en Cadena 
de la Polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para la detección 
del SARS-CoV-2 con muestras de hisopado nasal y faríngeo 
recolectadas mediante técnica estándar en medio de cultivo 
viral y transportadas al centro de referencia, en cadena de frío. 
Siguiendo las recomendaciones de la OPS, Paraguay optó por 
la detección de dos genes: el gen E (cuya presencia indica que 
pertenece a la familia de beta coronavirus) y RdRp (cuya pre-
sencia es específica para el SARS-CoV-2 y sirve como confir-
mación)32,33.

Pruebas moleculares para el diagnóstico de COVID-19: La respuesta de Sudamérica
Molecular tests for the diagnosis of COVID-19: South America's response

Figura 2. Bases de datos y estudios consultados para la relización de esta revisión.
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Conclusiones
Las pruebas moleculares están basadas en la técnica 

de transcripción reversa seguida de la reacción en cadena de 
polimerasa cuantitativa (qRT-PCR) denominada como el Gold 
estándar para detección de SARS-CoV-2. Esta prueba detecta 
genes conservados del virus como el gen RNA dependiente de 
RNA polimerasa (RdRp), el gen de la cápside (E) y el gen de la 
proteína Spike (S); actualmente existen kits moleculares en los 
que se identifica más de un gen, mejorando así la especificidad 
y eficiencia de la prueba. Para la detección de genes virales 
se usan muestras de hisopado nasofaríngeo, esputo y lavado 
bronquio-alveolar de una persona infectada, siendo estos dos 
últimos los de mejor sensibilidad; esta técnica, en algunos 
casos, permite la detección incluso hasta una semana antes 
del inicio de los síntomas. Además del qRT-PCR, existe otra 
técnica molecular siendo implementada recientemente para 
la detección de SARS-CoV-2, la transcripción reversa seguida 
de una amplificación isotérmica mediada por lazo (RT– LAMP) 
desarrollada por Baek y colaboradores a inicios de este año. 
En este ensayo se utilizan primers diseñados para amplificar 
genes del virus SARS-CoV-2, como por ejemplo el gen de la 
nucleocápside del RNA viral, como es mostrado en otros es-
tudios, los genes ORF1ab y Spike. RT-LAMP genera resulta-
dos en aproximadamente 30 minutos y es interpretado por 
una evaluación colorimétrica que no tiene reacción cruzada 
aparente con otros coronavirus, virus de influenza u otros vi-
rus respiratorios. Tanto qRT-PCR como RT-LAMP tienen alta 
especificidad en casos de bajo o nulo sesgo operacional, sin 
embargo, la existencia de un error en la toma de muestra 
puede dar como resultado un falso negativo siendo este uno 
de los problemas más frecuentes. Eventualmente la falta de 
experiencia del personal de colecta, dan como resultado una 
amplificación insatisfactoria o un resultado falso negativo. Un 
paciente falso negativo es un riesgo para la salud pública por 
la capacidad de diseminación, obstaculizando así el objetivo de 
contener la propagación del virus.
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