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Resumen

El sindrome respiratorio agudo severo (SARS) es una enfer-
medad infecciosa emergente causada por el SARS-Coronavirus
(SARS-CoV). Una de las técnicas mas especificas y sensibles
para el diagnostico viroldgico es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se ha reportado que mediante PCR se
puede detectar el virus directamente de muestras de pacien-
tes durante la primera semana de hospitalizacion. En este
trabajo nos propusimos estandarizar e implementar una prue-
ba de diagnéstico molecular para el SARS-CoV en nuestra
region. La sintesis de ADNc se realiz6 a partir de ARN del
SARS-CoV donado por el Instituto de Medicina Tropical de la
Universidad de Frankfurt, Alemania, y simultaneamente se
amplificé una secuencia del virus mediante PCR. Después se
realizé una segunda amplificacion para aumentar la sensibili-
dad y especificidad. Los productos amplificados fueron detec-
tados mediante electroforesis y tincién con bromuro de etidio.
Variando las condiciones de amplificacion (concentracién de
iniciadores, ciclos de amplificacion y temperaturas de alinea-
miento), se lograron amplificar de manera reproducible dos
fragmentos de ADN del tamafio esperado (195 y 110 ph).
Con estos resultados podemos mencionar que la aplicacion
de pruebas moleculares permite una identificacion rapida,
sensible y especifica del SARS-CoV en pacientes sospechosos
en nuestra region.

Abstract

The etiological agent of SARS, an emerging infectious dis-
ease, is the coronavirus named SARS-CoV. Rapid diagnostic
test are very important for case recognition and manage-
ment of infected people. Because the Polymerase Chain
Reaction (PCR) has a high sensitivity and specificity it has
been used as a viral diagnosis tool. Several reports demon-
strate SARS-CoV detection by PCR from patients during
the firs week of hospitalization. The major aim of this work
was to standardize and set up in our region the molecular
diagnosis of this virus. We performed a cDNA synthesis
from SARS CoV-RNA (kindly donated by Bernhard Notch
Tropical Institute Hamburg, Germany) and simultaneously
we amplified by PCR a fragment of 195 bp in a single tube. In
order to increase sensibility and specificity we performed a
Nested PCR to amplify a second DNA fragment. Both PCR
products were detected by electrophoresis and ethidium
bromide staining. Variation in amplification parameters such
as, primers concentration, amplification cycles and anneal-
ing temperature, we amplified two reproducible fragments
of 195 and 110 bp. Based in our results, now we can apply
molecular assays, as PCR, in order to perform a highly sen-
sitive and specific molecular diagnosis of SARS-CoV in sus-
pected patients in our region.
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Introduccion

as nuevas plataformas tecnoldgicas desarro-

lladas en el &rea de la biomedicina, asi como
los avances en medicina genémica, internet y ban-
COs genéticos, nos permiten hoy en dia aislar mi-
croorganismos, secuenciar sus genomas, analizar-
los, compararlos con otros previamente aislados
e identificarlos en tan s6lo unos dias. Aprovechan-
do esta generacion de conocimientos, la virologia
moderna nos permite identificar agentes virales
causantes de enfermedades emergentes en pe-
riodos relativamente cortos.

De esta manera logro aislarse el agente etiol6-
gico causante del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS) a principios de 2003. ElI SARS es
una enfermedad infecciosa emergente de la cual
actualmente se han registrado 8,096 casos a nivel
mundial, con 774 defunciones.>? El SARS se iden-
tificd por primera vez en Guangdong, provincia
de China, en noviembre de 2002,® en donde se
reportaron 305 casos de neumonia atipica severa
altamente contagiosa.* La infeccion se transmitia
de persona a persona. A estos casos siguieron
reportes de Vietnam, Canada y Hong Kong. A
principios de 2003 existian ya mas de 2,353 per-
sonas infectadas en el mundo, de los cuales 4%
habia muerto.2® En respuesta al gran nimero de
casos Yy debido al temor de que la enfermedad se
convirtiera en una amenaza mundial, la Organiza-
cion Mundial de la Salud (OMS) en coordinacién
con diferentes laboratorios del mundo se dieron
ala tarea de identificar el agente etioldgico de esta
enfermedad. El virus causante del SARS se aislo
por primera vez en abril de 2003 y se identifico
como un virus de ARN al que se le llam6 SARS-
Coronavirus (SARS-CoV).1" Este virus fue clasifi-
cado dentro de la familia Coronaviridae, en la cual
se encuentran otros virus causantes de enferme-
dades respiratorias y gastrointestinales como:
22E, NL-63, OC43 y HKU1.18

Después de la identificacién del SARS-CoV se
iniciaron las investigaciones para establecer prue-

bas diagnosticas rapidas y sensibles que permitie-
ran la identificacién de los pacientes infectados lo
antes posible.1910

Los casos clinicos de pacientes con SARS pre-
sentaban fiebre y neumonia, signos que no permi-
ten diferenciar esta infeccion facilmente de otras
neumonias atipicas. Es por esto que el diagnésti-
co confirmatorio mediante pruebas especificas
cobrd suma importancia en sujetos infectados. En
la actualidad, las muestras bioldgicas utilizadas para
el diagndstico son de esputo, exudados faringeos
0 suero de pacientes con signos y sintomas su-
gestivos de SARS.

Entre las primeras pruebas que fueron estan-
darizadas se encuentran la deteccion de anticuer-
pos especificos contra el SARS-CoV. Uno de los
inconvenientes para lograr una identificacién réa-
pida del SARS-CoV mediante este examen inmu-
noldgico es el tiempo requerido para la genera-
cién de la respuesta inmune (alrededor de 10
dias).*!* También se logré cultivar el virus; sin
embargo, su utilizacion no es una herramienta
practica para el diagnéstico oportuno de esta
enfermedad.*!* Otras de las pruebas que se es-
tandarizaron fueron los ensayos moleculares,
mediante los cuales se amplifican secuencias
especificas del genoma viral por medio de la re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR). Los
iniciadores utilizados en la PCR fueron obteni-
dos a partir de secuencias concenso de otros
coronavirus ya conocidos, ademas de analizar las
muestras con iniciadores para otros virus cau-
santes de neumonias e influenza.?!® La técnica
de RT-PCR result6 ser una prueba rapida y sensi-
ble para detectar la infeccién producida por el SARS-
CoV en estadios tempranos de la infeccion. Esta
prueba permite la identificacion del virus directa-
mente de muestras de pacientes como esputo, exu-
dados faringeos, suero o plasma desde la primera
semana de hospitalizacion. Ademas se obtienen
resultados en 24 a 48 horas y a un bajo costo. La
OMS ha publicado los métodos de laboratorio
para el diagnostico de SARS validados inter-
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nacionalmente y como método principal se men-
ciona la identificacion del virus mediante PCR.

Debido a la amenaza de esta infeccion a nivel
mundial y que en nuestra region no se cuenta ac-
tualmente con un laboratorio especializado en la
identificaciobn molecular de agentes infecciosos
asociados a enfermedades emergentes, en este
trabajo nos propusimos estandarizar e implemen-
tar una prueba de diagndstico oportuno, rapida,
sensible y especifica para el SARS-CoV.

Material y métodos

Obtencion de la muestra. Para implementar y
estandarizar el diagnostico molecular de este vi-
rus nos pusimos en contacto con organismos in-
ternacionales como la OMS y el Instituto de Me-
dicina Tropical Bernhard Nocht para obtener el
material genético del SARS-CoV y la secuencia de
los iniciadores especificos para amplificar el ge-
noma viral, ya que en nuestro pais no se ha repor-
tado oficialmente ningln caso de SARS. La OMS
recomienda que para validar las muestras positi-
vas todas deberan procesarse por duplicado. En
el caso de pacientes, se recomienda tomar dos o
mas tipos de muestras o bien del mismo tipo to-
madas en dias diferentes, ademas de incluir en
todos los analisis controles negativos para detec-
tar contaminacion cruzada entre muestras. En
nuestro caso, las muestras utilizadas fueron de
ARN viral del SARS-CoV proporcionadas por el
Instituto para Medicina Tropical de la Universidad
de Frankfurt, Alemania, el cual pertenece a la red
de laboratorios para diagnostico del SARS avala-
dos por la OMS.

Extraccion del ARN viral. Segln las indica-
ciones de la OMS, la muestra biol6gica debe mez-
clarse vigorosamente con N-acetil-L-cisteina en
volimenes iguales y 0.9% de cloruro de sodio.
Este proceso se lleva a cabo siempre bajo con-
diciones estériles y libres de ARNsas en un area
con nivel de bioseguridad nivel 3 dedicada ex-
clusivamente para la extraccién de ARN y utili-
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zando s6lo material preparado para extraccion
de ARN.%*

El proceso de extraccion de ARN de pacientes
infectados con el SARS-CoV se realiz6 en los la-
boratorios Alemanes. Alicuotas de ARN viral fue-
ron enviadas a nuestro laboratorio (muestras no
infecciosas), en donde se manejaron siguiendo
normas de bioseguridad nivel 2, utilizando una
cabina de bioseguridad tipo A Il para uso exclusi-
vo de material potencialmente infeccioso. Las
muestras de ARN viral del SARS-CoV se mantu-
vieron a -70 °C hasta su proceso.

Amplificacién del genoma viral. Para laiden-
tificacién del genoma viral del virus del SARS-CoV
se realizo la sintesis de ADN complementarios
(ADNC). La amplificacion del genoma viral se lle-
v0 a cabo utilizando iniciadores que amplifican una
region del genoma del virus del SARS.® Se efec-
tud la retrotranscripcion y primera amplificacion
en un solo paso (RT-PCR). Posteriormente, para
aumentar la sensibilidad en la deteccién y para
confirmar que la secuencia amplificada era espe-
cifica del SARS-CoV, se realiz6 una segunda am-
plificacion (PCR anidada).

RT-PCR y PCR anidada. En la reaccién de
RT-PCR se utilizaron los iniciadores BNIloutS2,
BNIoutAs, BNIinS, BNIIinS (cuadro 1), los cuales
amplifican un segmento de la region ab del ORF 1
(gen pol B). Las muestras se prepararon agregan-
do 2 uL ARN y 5.5 uL de agua DEPC, se incuba-
ron durante 10 minutos a 70 °C y 10 minutos en
hielo. La reaccion de RT-PCR se llevé a cabo en
un solo paso, se agregaron dNTP”s 0.2 mM, sul-

Cuadro I. Iniciadores oligonucleotidicos utilizados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y PCR anidada.

Iniciador Secuencia

BNIoutS2 (exterior) ATGAAT TACCAAGTCAATGGTTAC
BNIoutAs (exterior CAT AAC CAGTCGGTACAGCTAC
BNIinS (interior) GAAGCTATTCGT CACGTT CG

BNIinS (interior) CTG TAGAAAATCCTAGCT GGAG
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fato de magnesio 5 mM, primer BNIoutS2 0.5
uM, primer BNIoutAs 0.5 uM, mezcla de enzi-
mas RT/Taq 0.4 uL, en un volumen total de 20
uL. Se probaron distintas temperaturas de alinea-
miento y extension. Finalmente las condiciones es-
tablecidas fueron: 30 minutos a 45 °C, tres minu-
tos a 95 °C, 10 ciclos (10 segundos a 95 °C, 10
segundos a 60 °C, 20 segundos a 72 °C), 40 ci-
clos (10 segundos a 95 °C, 10 segundos a 56 °C,
20 segundos a 72 °C) y un paso final de cinco
minutos a 72 °C. Al final de la amplificacién, el
fragmento amplificado fue de 195 pb.

La mezcla de reaccién del Nested PCR conte-
nia 2 uL del producto amplificado, dNTP”s 0.2
mM, cloruro de magnesio 2.5 mM, primer BNIinS
0.5 uM primer BNIinAs 0.5 uM, 1 U de Taq Pla-
tinum, en un volumen total de 50 uL. Las condi-
ciones para la amplificacion, también variando la
temperatura de alineamiento fueron tres minutos
a 95 °C, 10 ciclos (10 segundos a 95 °C, 10 se-
gundos a 60 °C y 20 segundos a 72 °C), 25 ciclos
(10 segundos a 95 °C, 10 segundos a 56 °C, 20
segundos a 72 °C) y un paso final de cinco minutos
a 72 °C. El fragmento amplificado fue de 110 pb.

La visualizacion del producto amplificado se
realiz6 mediante andlisis electroforético, en un gel
de agarosa al 2% en buffer TBE 1X y tefiido con
bromuro de etidio. Las imagenes fueron captura-
das en un fotodocumentador UVP GSD 8000 con
el software LabWorks Ver 4.5.

Resultados

Los iniciadores utilizados para la identificacion del
SARS-CoV amplificaron los fragmentos de ADN
del tamafio esperado (195 y 110 pb). Las bandas
de los productos amplificados de la PCR se obtu-
vieron después de varias modificaciones en tem-
peraturas de alineamiento. Los fragmentos am-
plificados del virus se detectaron de manera
reproducible como una banda de 195 pares de
bases como producto de la primera amplificacion
y una banda de 110 pares de bases en la segunda

amplificacion (figura 1). El experimento se repitio
tres veces, obteniéndose los mismos resultados
en todos los ensayos. El tiempo en el que se rea-
lizaron las amplificaciones con PCR y la deteccion
de los fragmentos amplificados fue de 10 horas.

Discusioén

El diagnostico de las enfermedades respiratorias
agudas que se realiza en la actualidad en los cen-
tros regionales de diagnéstico se basa principal-
mente en la utilizacion de pruebas bacterioldgi-
cas, en las cuales el resultado tiende a tardar
alrededor de cinco dias y no es certero en mu-
chos de los casos. Actualmente las pruebas de
diagnostico molecular son altamente sensibles y
permiten la identificacion de bacterias, hongos y
virus con una alta sensibilidad, especificidad y ra-
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Figura 1. Geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de
etidio. En el gel 1 se observan los resultados de la RT-PCR en
donde se obtuvo un fragmento de 195 pb, se observa el mar-
cador de peso molecular (M), el control negativo (carril 1) y
los controles positivos en los carriles 2 y 3. En el gel 2 se
observan los resultados de la PCR anidada, se obtuvo un frag-
mento de 110 pb; se observa el marcador (M) en los carriles
2y 4los controles positivos, asi como los controles negativos
en los carriles 1y 3.
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pidez. Ademaés, utilizando las técnicas de PCR,
pueden detectarse los genomas de practicamen-
te cualquier microorganismo del cual se conozca
la secuencia de su material genético.

En este trabajo se estableci6 el diagnéstico
molecular para el virus SARS-CoV por medio de
la RT-PCR anidada en nuestro laboratorio. El en-
sayo es rapido, altamente sensible y puede reali-
zarse en menos de 48 horas. Comparado con la
PCR tradicional, la PCR anidada nos permitio au-
mentar la sensibilidad y especificidad del estudio,
lo que nos posibilitara analizar muestras con baja
carga viral. Esta metodologia permite ademas ana-
lizar cualquier tipo de muestras biolGgicas de pa-
cientes infectados. No se obtuvieron falsos posi-
tivos y los controles negativos no presentaron
bandas de amplificacién, con lo que aseguramos
no tener contaminacion cruzada entre muestras.

La OMS recomienda que este tipo de pruebas
sea realizado en laboratorios con amplia experien-
cia en diagnoéstico molecular, que sigan las normas
de bioseguridad apropiadas (nivel 2 y 3), que ten-
gan criterio para manejar este tipo de muestras y
que realicen las pruebas con alta calidad. Nuestro
laboratorio cuenta con amplia experiencia en prue-
bas de diagndstico molecular de agentes infeccio-
sos, entre los que se encuentran el VIH-1, virus
de la hepatitis C, citomegalovirus, virus del Oes-
te del Nilo, entre otros. Ademas, contamos con
infraestructura que nos permite manejar mues-
tras altamente infecciosas con nivel de bioseguri-
dad que protege al personal y al medio ambiente.

Conclusiones

Con estos resultados podemos mencionar que a
partir de mayo de 2004, la Universidad Auténo-
ma de Nuevo Ledn (UANL) cuenta con las prue-
bas moleculares necesarias para detectar la se-
cuencia genética del SARS-CoV en pacientes
sospechosos. Este tipo de pruebas permitira iden-
tificar de manera mucho mas certera y oportuna
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cualquier posible caso de infeccion en nuestro pais,
lo que disminuird el nimero de contagios. Ade-
mas, es importante mencionar que este tipo de
pruebas moleculares facilitard a los médicos del
pais el diagnéstico y tratamiento de pacientes sos-
pechosos de padecer estas enfermedades emer-
gentes. Se debe resaltar la necesidad de estable-
cer este tipo de estudios moleculares que
permitirian afrontar una emergencia epidemiolo-
gica como el SARS u otros virus emergentes.
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