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Introducción

En diciembre de 2019, se identificaron casos nuevos de neumonía viral 
de origen desconocido en Wuhan, provincia de Hubei en China; denomi-
nada posteriormente como “nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV)” por 
la Organización Mundial de la Salud (oms) en enero de 2020. En el mes 
siguiente, el 2019-nCoV se extendió rápidamente dentro y fuera de la pro-
vincia de Hubei e incluso en otros países. Además, el fuerte aumento del 
número de casos produjo pánico generalizado entre las personas. Debido 
a que era una enfermedad respiratoria nunca antes experimentada y con 
una capacidad de infección amplia y rápida, atrajo la atención del mundo, 
pero sin manual de tratamiento y control (Jin et al., 2020).

El coronavirus 2 del síndrome respiratorio agudo severo (sars-CoV-2), 
inicialmente conocido como el nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV), es 
un agente zoonótico emergente que apareció en diciembre de 2019 y cau-
sa la enfermedad del coronavirus 2019 (covid-19) (Bonilla-Aldana et al., 
2020a). Este patógeno produce un síndrome que en algunos casos condu-
ce a una afección respiratoria de cuidados críticos, que requiere un manejo 
especializado en unidades de cuidados intensivos (Zhu et al., 2019; Chan 
et al., 2020; Chen et al., 2020; Huang et al., 2020; Bastola et al., 2020). 
El sars-CoV-2, taxonómicamente, es actualmente parte de la especie de 
los coronavirus relacionados con el sars que pertenecen al subgénero 
Sarbecovirus. Junto con los subgéneros Embecovirus, Hibecovirus, Mer-
becovirus y Nobecovirus, que forman parte del género Betacoronavirus 
(orden Nidovirales; suborden Cornidovirineae; familia Coronaviridae; 
subfamilia Coronavirinae) (Bonilla-Aldana et al., 2020a; Millan-Oñate 
et al., 2020; Ksiazek et al., 2003, Li et al., 2020; Gorbalenya et al., 2020).
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Otros Betacoronavirus antes han causado epidemias en las últimas 
dos décadas en Asia, como es el caso del sars en 2002-2003 en China 
(Ksiazek et al., 2003; Drosten et al., 2003; Kuiken et al., 2003), y más tar-
de con el Síndrome Respiratorio del Medio Oriente (mers-CoV) en 2012-
2013 en Arabia Saudita (De Wit et al., 2016; Al-Tawfiq y Gautret, 2019; 
Baharoon y Memish, 2019). Como se esperaba, se han identificado varias 
similitudes y diferencias en la epidemiología, las características clínicas 
y el tratamiento del sars, mers y covid-19 (Chan et al., 2020; Boni-
lla-Aldana et al., 2020b; Al-Tawfiq et al., 2014; oms, 2020a; oms, 2020b). 
Estos son virus de arn de cadena positiva envueltos, que se han aislado 
de murciélagos y que comparten homología de secuencia con otros virus 
aislados de humanos, sugiriendo a los murciélagos como huéspedes y re-
servorios naturales (Millan-Oñate et al., 2020; Rodriguez-Morales et al., 
2020; Plowright et al., 2017).

Conforme avanzó la pandemia, el sars-CoV-2 acumuló mutaciones 
que dieron origen a diversas variantes clasificadas por la oms como va-
riantes de preocupación (voc, por sus siglas en inglés), entre ellas Alpha, 
Beta, Gamma, Delta y Ómicron. Estas variantes presentaron diferencias 
en su transmisibilidad, capacidad de evasión inmunológica y comporta-
miento epidemiológico (oms, 2022; Harvey et al., 2021).

La aparición de nuevas variantes también resaltó la importancia de 
la vigilancia genómica y de la evaluación continua del desempeño de las 
pruebas diagnósticas moleculares. Aunque los ensayos de rt-qpcr utili-
zados durante la pandemia demostraron una elevada sensibilidad y espe-
cificidad, las mutaciones localizadas en regiones blanco del genoma viral 
hicieron necesaria la actualización y validación periódica de algunos pro-
tocolos diagnósticos para mantener su desempeño analítico (Harvey et al., 
2021; Wang et al., 2021).

Desde el 30 de enero del 2020, la Secretaría de Salud de México 
(ssa), publicó material informativo sobre la situación de la pandemia de 
covid-19 y sus repercusiones en México. Durante la fase inicial de la 
emergencia sanitaria, emitió un aviso preventivo de viaje hacia China, 
particularmente a la provincia de Hubei y diariamente publicaba un re-
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porte oficial con datos verificados por diferentes instituciones estatales y 
federales (ssa, 2020a).

Así mismo, la ssa a través de la Dirección General Epidemiológi-
ca (dge) elaboró el Lineamiento estandarizado para la vigilancia epide-
miológica y por laboratorio de enfermedad de covid-19, en el cual se 
establecen las definiciones operacionales, procedimientos de manejo de 
muestras, medidas de prevención y control de riesgos, además del algo-
ritmo diagnóstico ante el riesgo de introducción de este patógeno (ssa, 
2020b).

A partir de mayo de 2023, la Organización Mundial de la Salud (oms) 
determinó que la covid-19 ya no constituía una Emergencia de Salud 
Pública de Importancia Internacional (espii); sin embargo, el sars-CoV-2 
continúa siendo un problema de salud pública que requiere vigilancia epi-
demiológica y genómica para el monitoreo de variantes y la detección 
oportuna de cambios en su dinámica de transmisión (oms, 2023; Burki, 
2023).

La experiencia adquirida durante la implementación de las activida-
des diagnósticas para sars-CoV-2 permitió consolidar procedimientos 
estandarizados de bioseguridad, procesamiento de muestras y diagnóstico 
molecular. En este contexto, la presente obra reúne los principios y pro-
cedimientos operativos empleados en la Unidad covid del Laboratorio 
de Biología Molecular del Centro Universitario de la Costa (cucosta) de 
la Universidad de Guadalajara (UdeG), con el proposito de servir como 
herramienta de consulta y capacitación para el personal involucrado en 
actividades de diagnóstico molecular y vigilancia epidemiológica.
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Objetivos

general

Describir los principios, metodologías y procedimientos empleados en el 
análisis molecular de agentes virales de importancia epidemiológica, to-
mando como referencia la experiencia adquirida durante la implementa-
ción de las actividades diagnósticas para detección del virus sars-CoV-2 
Unidad covid del Laboratorio de Biología Molecular del cucosta.

particulares

1.	 Describir las medidas de bioseguridad aplicables al manejo de mues-
tras biológicas potencialmente infecciosas en laboratorios de diagnós-
tico molecular.

2.	 Establecer los procedimientos para la recepción, identificación, trans-
porte, conservación y procesamiento de muestras biológico-infeccio-
sas destinadas al análisis molecular de agentes virales.

3.	 Describir los procedimientos para la inactivación viral de las muestras 
biológicas potencialmente infecciosas.

4.	 Describir la metodología para la extracción y conservación del arn 
obtenido de las muestras biológico-infecciosas.

5.	 Describir los fundamentos y procedimientos para la detección del arn 
viral mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa con 
transcripción inversa en tiempo real (rt-qpcr).
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6.	 Establecer criterios de control de calidad para garantizar la confia-
bilidad de los resultados obtenidos mediante técnicas de diagnóstico 
molecular.

7.	 Contribuir al fortalecimiento de las capacidades de diagnóstico mole-
cular y respuesta a agentes virales de importancia epidemiológica, to-
mando como referencia la experiencia generada durante la pandemia 
de covid-19.
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Metodología

Los procedimientos descritos en esta obra surgen de la experiencia adqui-
rida durante la implementación de las actividades de diagnóstico molecu-
lar para la detección de sars-CoV-2 desarrolladas en la Unidad covid del 
Laboratorio de Biología Molecular del cucosta de la UdeG. Estas activi-
dades se desarrollaron como parte de la respuesta institucional a la emer-
gencia sanitaria provocada por la pandemia de covid-19 y permitieron 
consolidar una serie de procedimientos orientados a garantizar la calidad 
analítica, la bioseguridad y la confiabilidad del diagnóstico molecular.

El contenido integra los procedimientos implementados, durante ese 
periodo con la revisión y actualización de lineamientos nacionales e in-
ternacionales emitidos por organismos especializados, así como con pro-
tocolos validados para la detección de material genético viral mediante 
técnicas de amplificación de ácidos nucleicos. Esta actualización incor-
pora la evidencia científica disponible con el propósito de mantener la 
vigencia y aplicabilidad de los procedimientos descritos.

La información se organiza de acuerdo con el flujo de trabajo emplea-
do en el proceso analítico de una muestra biológica, desde su recepción en 
el laboratorio, su conservación e inactivación viral hasta el procedimiento 
de análisis molecular desde la extracción del genoma viral hasta su detec-
ción mediante la técnica rt-qpcr. Asimismo, se incluyen los principios 
de bioseguridad, control de calidad y respuesta ante incidentes que con-
tribuyen a la estandarización de las actividades realizadas en laboratorios 
dedicados al análisis molecular de este tipo de agentes virales con impor-
tancia epidemiológica.
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Si bien la experiencia presentada surge del trabajo realizado durante 
la pandemia de covid-19, los principios y procedimientos aquí descritos 
trascienden ese contexto y constituyen una referencia para el fortaleci-
miento de las capacidades de diagnóstico molecular frente a otros agentes 
virales de importancia para la salud pública.
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Consideraciones éticas

Los procedimientos descritos en esta obra se desarrollan en apego a lo es-
tablecido en los artículos 3° fracción XVII, 134 fracción XIV, 136 fracción 
II, 137, 138 y 142 de la Ley General de Salud, así como en los apartados 
6.5.1, 6.5.2, 7.1.7, 8.1.2 y 8.1.3 de la Norma Oficial Mexicana NOM-
017-SSA-2-2012 para la vigilancia epidemiológica (Cámara de Diputados 
del H. Congreso de la Unión, 2026; ssa, 2023). Asimismo, se sustentan 
en el Reglamento Sanitario Internacional (2005), particularmente en los 
principios relacionados con la vigilancia epidemiológica, la respuesta ante 
eventos de importancia para la salud pública y la cooperación internacio-
nal (oms, 2024).

Las actividades de recepción, procesamiento y análisis molecular de 
muestras biológicas se realizan bajo los principios de protección de la 
salud pública, bioseguridad, responsabilidad profesional y prevención de 
riesgos biológicos, con estricto apego a la normatividad nacional e inter-
nacional aplicable.

De igual manera, los principios, metodologías y procedimientos des-
critos en esta obra se alinean con los lineamientos éticos establecidos en la 
Declaración Universal sobre Bioética y Derechos Humanos, promovien-
do el respeto por la dignidad humana, la responsabilidad científica y la 
protección de las personas involucradas en actividades de investigación, 
diagnóstico y vigilancia epidemiológica (unesco, 2005).
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Bioseguridad

Las recomendaciones descritas en este apartado tienen como finalidad es-
tablecer las medidas de bioseguridad y biocustodia necesarias para prote-
ger al personal que manipula las muestras biológicas durante los procesos 
de inactivación viral, extracción de arn y cuantificación génica mediante 
rt-qpcr, con el propósito de minimizar el riesgo de contagio y/o disper-
sión de los agentes patógenos fuera de las áreas de contención.

El laboratorio debe realizar una evaluación local de riesgos que permi-
ta identificar los peligros asociados a cada procedimiento y establecer las 
medidas de control necesarias para garantizar que las actividades diagnós-
ticas se desarrollen en condiciones seguras.

Durante la manipulación y procesamiento de muestras, incluido el 
material destinado a pruebas serológicas, según sea el caso, el personal 
debe seguir las Buenas Prácticas y Procedimientos Microbiológicos, así 
como los protocolos establecidos por cada laboratorio.

Las actividades del laboratorio de diagnóstico molecular no propaga-
tivo, incluida la secuenciación y las pruebas de amplificación de material 
genético de origen viral a partir de muestras biológicas de pacientes con 
sospecha o diagnóstico confirmado, deben llevarse a cabo aplicando los 
requisitos básicos de bioseguridad y las medidas de control adicionales 
que determine la evaluación local de riesgos.

El manejo de material con altas concentraciones de virus viables, como 
en los ensayos de propagación, aislamiento o neutralización viral, así como 
el procesamiento de grandes volúmenes de material infeccioso, debe reali-
zarse exclusivamente por personal capacitado siguiendo los procedimien-
tos establecidos para un laboratorio de Bioseguridad nivel 3 (bsl-3).
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La recepción, desembalaje y procesamiento de las muestras biológicas 
destinadas al diagnóstico de agentes virales de importancia epidemiológi-
ca, como sars-CoV-2, deben realizarse en instalaciones que cumplan al 
menos con los criterios de un laboratorio de Bioseguridad nivel 2 (bsl-2). 
Pare ello deben cumplirse los siguientes criterios: 
1.	 El personal de laboratorio tiene entrenamiento específico en el manejo 

de agentes patógenos y está dirigido por profesionistas competentes.
2.	 El acceso al laboratorio debe estar restringido al personal autorizado 

mientras se desarrollan las actividades.
3.	 El personal de laboratorio debe tomar precauciones extremas con el 

manejo de instrumentos punzocortantes.
4.	 Los procedimientos en los cuales se generan aerosoles infecciosos o 

salpicaduras, se deben realizar dentro de cabinas de bioseguridad u 
otros equipos de contención física apropiados.

Todo el personal que participe en la manipulación de muestras bioló-
gicas debe recibir capacitación para la colocación, uso y retiro del Equipo 
de Protección Personal (epp).

De acuerdo al protocolo de Bioseguridad y biocustodia para el ma-
nejo de pacientes durante la toma de muestras de casos sospechosos de 
enfermedad por covid-19 del Instituto de Diagnóstico y Referencia Epi-
demiológicos “Dr. Manuel Martínez Báez” (indre), la capacitación para 
la colocación, uso y retiro de epp debe considerar al menos (indre, 2020):
•• Vías de entrada de microorganismos al cuerpo
•• Tipos de protección personal disponible
•• Secuencia de colocación del epp

•• Secuencia de retiro del epp

•• Desecho del epp contaminado

vías de entrada de microorganismos al cuerpo

Los agentes virales de importancia epidemiológica pueden ingresar al or-
ganismo a través de diferentes vías, entre las que destacan la respiratoria, 
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la conjuntival, la digestiva y la percutánea. La principal vía de transmisión 
depende de las características biológicas de cada agente infeccioso y del 
mecanismo mediante el cual ocurre la exposición.

En el caso de sars-CoV-2, la transmisión interhumana se produce a 
través de diferentes vías que incluyen gotas, contacto directo y contacto 
indirecto a través de las superficies (Cuadro 1) (Lee y Hsueh, 2020). Estos 
mecanismos de transmisión se comparten con influenza y otros patógenos 
respiratorios (ssa, 2020c).

Cuadro 1. Mecanismo de Transmisión (ssa, 2020c)
Vía de 

transmisión

Mecanismo Agentes principales que 

se transmiten

Gotas Diseminación por gotas de más 

de 5 µm generadas por la persona 

fuente (al hablar, toser o estornudar) 

y que se pone en contacto con la 

mucosa nasal, oral o conjuntiva de 

un hospedero susceptible.

Las gotas alcanzan hasta un metro 

de distancia al hablar y cuatro me-

tros al toser o estornudar.

Coronavirus

Influenza virus

Adenovirus

Bordetella pertussis

Streptococccus pyogenes

Neisseria meningitidis

Vía aérea Diseminación en aerosoles de 

menos de 5 µm de diámetro.

Coronavirus 

Influenza virus

Mycobacterium tuberculosis

Virus del sarampión

Virus de la varicela

Contacto Contacto directo con el paciente o 

indirecto con superficies contami-

nadas.

Coronavirus

Influenza virus

Virus respiratorio sincitial

Staphyloccoccus aureus

La transmisión por contacto directo o indirecto con superficies conta-
minadas es posible, aunque se considera una vía menos frecuente, se sabe 
que los coronavirus humanos en general persisten en superficies inanima-
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das como metal, vidrio o plástico hasta por 9 días (Kampf et al., 2020; 
oms, 2024).

Por lo que es importante resaltar la higiene de manos, el evitar tocar 
nariz, ojos y boca (para evitar la autoinoculación), así como la adecuada 
limpieza y desinfección de superficies como pilares fundamentales en el 
control de infecciones (ssa, 2020c).

En el caso de sars-CoV-2, se ha descrito que es factible transmitir el 
virus de personas infectadas que se encuentran con síntomas leves o asin-
tomáticas, sin conocerse hasta el momento la frecuencia de estos casos y 
su efectividad para la transmisibilidad del virus, convirtiéndose en un ele-
mento que dificulta potencialmente el control de la epidemia. Cualquier 
persona que esté en contacto cercano (dentro de 1 metro) con alguien que 
tenga síntomas respiratorios (por ejemplo, estornudos, tos, etc.) está en 
riesgo de exponerse a gotas respiratorias potencialmente infecciosas (ssa, 
2020c).

tipos de protección personal disponible

A menos que un país decida lo contrario, considerando el conocimiento 
recién adquirido y las medidas preventivas efectivas descritas anterior-
mente, el aislamiento viral en muestras clínicas de pacientes sospechosos 
o confirmados de estar infectados con un coronavirus debe realizarse solo 
en laboratorios capaces de cumplir con los siguientes requisitos de conten-
ción adicionales (oms, 2020b):
•• Un sistema de ventilación controlada manteniendo el flujo de aire di-

reccional hacia la sala de laboratorio.
•• El aire de escape de la sala de laboratorio no se recircula a otras áreas 

dentro del edificio. El aire debe ser filtrado con un filtro de partículas 
de aire de alta eficiencia (por sus siglas en inglés hepa), si se reacon-
diciona y se recircula dentro del laboratorio. Cuando el aire de escape 
del laboratorio se descarga al exterior, debe dispersarse lejos de los 
edificios ocupados y las entradas de aire. Este aire debe descargarse a 
través de filtros hepa.
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•• Todas las manipulaciones de materiales infecciosos o potencialmente 
infecciosos deben realizarse en cabinas de bioseguridad debidamente 
mantenidas y validadas.

•• El personal de laboratorio debe usar equipo de protección, incluidos 
guantes de nitrilo desechables, batas envolventes, overoles con man-
gas que cubran completamente los antebrazos, cubre cabeza, cubre 
zapatos o zapatos exclusivos, protección para los ojos (lentes o care-
ta). La evaluación de riesgos debe informar el uso de protección respi-
ratoria (respirador de partículas con prueba de ajuste, por ejemplo, ue 
ffp2, N95 con certificación niosh de Estados Unidos 6 –o equivalen-
te– o protección superior).

•• En el laboratorio debe estar disponible un fregadero exclusivo para el 
lavado de manos.

•• La centrifugación de las muestras debe realizarse con rotores centrí-
fugos sellados o con cubiertas de muestra. Estos rotores o cubiertas 
deben cargarse y descargarse en una la cabina de bioseguridad.

Colocación y retiro de equipo de protección (epp)

secuencia de colocación del epp (véase Figura 1)
1.	 Vestir el uniforme quirúrgico y zapato de seguridad cerrado (rígido y 

antiderrapante; no tenis).
2.	 Colocación de una bata desechable, que cubra todo el torso y los bra-

zos hasta la muñeca y ajustar por detrás a la altura del cuello y cintura.
3.	 Colocar el primer par de guantes de nitrilo.
4.	 Colocación de cubrebocas.
•• Asegurar los cordones del cubrebocas en la mitad de la cabeza y en el 

cuello.
•• Acomodar en la cara y por debajo del mentón.
•• Verificar su ajuste.

5.	 Colocar el respirador N95.
•• Tomar el respirador con una mano y colocarlo sobre la nariz y boca.
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•• Tirar suavemente de la banda elástica superior y colocarla en la mitad 
de la cabeza por encima de las orejas.

•• Tirar la banda elástica inferior y colocarla a la altura del cuello.
•• Acomodar el respirador sobre nariz y boca.
•• Ajustar la banda metálica flexible en el puente nasal.
•• Acomodar en la cara y por debajo del mentón.
•• Verificar que el ajuste del respirador evite el ingreso de aire a través de 

las orillas y que pueda respirar cómodamente.
6.	 Colocación de lentes de seguridad.
•• Verificar que los lentes están en buen estado, sin rayaduras o manchas 

que dificulten la visión y que las bandas conserven su elasticidad.
•• Colocar los lentes sobre la cara y ojos.
•• Ajustar las bandas y el puente nasal para evitar caída o que estorben.

Figura 1. Orden de colocación del Equipo de Protección Personal (epp)

Higiene 
de manos

Pijama quirúrgica y 
zapato de seguridad

Bata 
desechable

Lentes de 
seguridad

Cubrebocas Gorro 
desechable
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externos

Guantes 
interiores
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de manos

Pijama quirúrgica y 
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Overol 
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GooglesMascarilla 
N95

Gorro 
desechable

Guantes 
externos

Guantes 
interiores
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•• Verificar que no interfiere con el sellado del respirador.
•• Es posible que, de acuerdo con una evaluación de riesgo, el usuario 

requiera reemplazar los lentes de seguridad por una careta.
7.	 Colocar un segundo par de guantes de nitrilo en cada mano.
•• Extender los guantes para que cubran la parte del puño en la bata.
•• Colocar la manga de la bata quirúrgica por debajo del guante.
•• Adherir el guante al puño de la bata con cinta microporosa.

8.	 Colocación de gorro quirúrgico.
•• Colocar el gorro quirúrgico cubriendo las orejas y la totalidad del ca-

bello; se recomienda colocarla después de haber recogido el cabello.
•• Asegurarse que el gorro quirúrgico quede por encima de las bandas 

elásticas de los lentes de seguridad y respirador o mascarilla.

precauciones durante el uso del epp

El personal debe de familiarizarse con el uso del epp antes de realizar 
algún procedimiento con las muestras. Asimismo, debe evitar introducir 
objetos personales al área de trabajo de forma innecesaria (anillos, relo-
jes, pulseras, celular, etc.), el cambio del par de guantes debe realizarse 
cuantas veces sea necesario, especialmente cuando exista riesgo de con-
taminación cruzada. El personal no debe abandonar las áreas de trabajo 
utilizando el epp ni con el uniforme quirúrgico o la bata del laboratorio a 
áreas de descanso, salas comunes o espacios externos al área de procesa-
miento de muestras.

secuencia de retiro del epp (véase Figura 2)
1.	 Segundo par de guantes de nitrilo
2.	 Bata desechable
3.	 Gorro quirúrgico
4.	 Lentes de seguridad
5.	 Respirador N95 o cubrebocas
6.	 Primer par de guantes de nitrilo
7.	 Lavado de manos
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desecho del epp contaminado

La ropa, los uniformes, las batas de laboratorio o las batas de aislamiento 
utilizadas como equipo de protección personal (epp) pueden contaminarse 
con patógenos potenciales (p. ej., Staphylococcus aureus resistente a meti-
cilina (mrsa), Enterococcus resistentes a vancomicina (vre) y Clostridium 
difficile). Aunque la ropa contaminada no se ha implicado directamente en 
la transmisión, existe la posibilidad de que las prendas sucias transfieran 
agentes infecciosos a pacientes sucesivos.

Todo el epp contaminado se desecha como residuos peligrosos bioló-
gico-infecciosos (rpbi). Cuando sea posible esterilice estos residuos den-
tro de una bolsa de polipapel en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Figura 2. Orden de retiro del Equipo de Protección Personal (epp)
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Manejo de derrames accidentales y 
descontaminación de áreas

Los derrames accidentales de muestras biológicas potencialmente infeccio-
sas representan un riesgo para el personal y pueden favorecer la contamina-
ción de las áreas de trabajo. Ante cualquier incidente, se deberá suspender 
inmediatamente la actividad en curso y aplicar las medidas de contención 
y descontaminación correspondientes (oms, 2020c; indre, 2020).

materiales para atención de derrames

1.	 Equipo de protección personal completo.
2.	 Material absorbente desechable (toallas absorbentes o papel dese-

chable).
3.	 Hipoclorito de sodio al 0.5 %.
4.	 Bolsas para residuos peligrosos biológico-infecciosos (rpbi).
5.	 Pinzas o fórceps para recuperación de material punzocortante.
6.	 Contenedor rígido para punzocortantes.

derrame dentro de una cabina de bioseguridad

1.	 Mantener la cabina de bioseguridad en funcionamiento durante todo el 
procedimiento. 

2.	 Colocar cuidadosamente material absorbente sobre el derrame para 
evitar la dispersión de aerosoles. 

3.	 Aplicar un desinfectante apropiado (por ejemplo, hipoclorito de sodio 
al 0.1 % o el desinfectante validado por el laboratorio), comenzando 
desde la periferia del derrame hacia el centro. 
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4.	 Dejar actuar el desinfectante durante el tiempo de contacto recomen-
dado por el fabricante o, en ausencia de esta información, durante al 
menos 30 minutos. 

5.	 Retirar el material absorbente utilizando pinzas y desecharlo en un 
recipiente para rpbi. 

6.	 Limpiar y desinfectar nuevamente la superficie de trabajo de la cabina. 
7.	 Retirar el equipo de protección personal conforme al procedimiento 

establecido y realizar higiene de manos.
8.	 Registrar el incidente (véase Anexo 1) e informar al responsable del 

laboratorio.

derrame fuera de la cabina de bioseguridad

1.	 Restringir inmediatamente el acceso al área afectada.
2.	 Notificar al personal presente sobre el incidente.
3.	 Esperar al menos 30 minutos antes de iniciar la limpieza para permitir 

la sedimentación de posibles aerosoles.
4.	 Colocarse el equipo de protección personal correspondiente.
5.	 Cubrir el derrame con material absorbente.
6.	 Aplicar hipoclorito de sodio al 0.5 % desde la periferia hacia el centro 

del derrame.
7.	 Mantener un tiempo de contacto mínimo de 30 minutos.
8.	 Retirar cuidadosamente los residuos y desecharlos como rpbi.
9.	 Limpiar y desinfectar nuevamente la superficie afectada.
10.	Registrar el incidente (véase Anexo 1) e informar al responsable del 

laboratorio.

ruptura de tubos o recipientes con muestras 
biológicas

En caso de ruptura de tubos o recipientes que contengan muestras po-
tencialmente infecciosas, los fragmentos de vidrio o plástico no deberán 
recogerse directamente con las manos. Se utilizarán pinzas o fórceps y el 
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material será depositado en un contenedor para residuos punzocortantes. 
Posteriormente se realizará el procedimiento de descontaminación corres-
pondiente al área afectada (oms, 2020c; indre, 2020).

descontaminación rutinaria de superficies

Al finalizar cada jornada de trabajo, las superficies de contacto frecuente, 
cabinas de bioseguridad, mesas de trabajo y equipos deberán limpiarse y 
desinfectarse utilizando los desinfectantes autorizados por el laboratorio, 
siguiendo los tiempos de contacto recomendados por el fabricante.

recepción de muestras en el laboratorio

Las muestras procesadas en la Unidad covid del Laboratorio de Biología 
Molecular del cucosta, se reciben únicamente en el área asignada para la 
Recepción de muestras en donde son registradas en el formato establecido 
(véase Anexo 1). Posteriormente, las muestras ingresan directamente al 
área de Manejo de Agentes Infecciosos donde se realiza la inactivación 
viral; esto con la finalidad de disminuir el riesgo de contaminación de 
otras áreas que no se han destinado al análisis de diagnóstico molecular.

Las muestras deben venir etiquetadas con los siguientes datos con 
nombre o clave del paciente, género, lugar de residencia, edad, fecha de 
toma de la muestra, procedencia de la muestra.

desembalaje de muestras en el laboratorio

Una vez ingresadas al área de Manejo de Agentes Infecciosos, el triple 
embalaje es ingresado a una Cabina de Seguridad Biológica clase II tipo 
A2 marca Labconco, modelo Purifier Logic+. 
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Plan de contingencia y 
respuesta a emergencias biológicas

accidentes con material punzocortante 
potencialmente contaminado

Los accidentes ocasionados por agujas, lancetas, vidrio roto u otros obje-
tos punzocortantes contaminados con material biológico representan un 
riesgo potencial para la salud del personal. Ante cualquier incidente de 
este tipo, se deberá actuar de manera inmediata siguiendo el procedimien-
to descrito a continuación (oms, 2020c; indre, 2020).

procedimiento de respuesta inmediata

1.	 Suspender inmediatamente la actividad que se esté realizando.
2.	 Retirar los guantes y el equipo de protección personal que pudiera 

estar contaminado.
3.	 Permitir el sangrado espontáneo de la herida sin ejercer presión 

excesiva.
4.	 Lavar la zona afectada con abundante agua y jabón durante varios 

minutos.
5.	 No utilizar sustancias irritantes, corrosivas o procedimientos que pue-

dan incrementar el daño tisular.
6.	 Notificar de inmediato el incidente al responsable del laboratorio.
7.	 Registrar el accidente en el formato institucional correspondiente 

(véase Anexo 1).
8.	 Acudir al servicio médico institucional para la valoración clínica y el 

seguimiento ocupacional correspondiente.
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9.	 Dar seguimiento a las indicaciones emitidas por el personal de salud 
ocupacional.

exposición por salpicaduras

En caso de exposición de mucosas o piel lesionada a material biológico 
potencialmente infeccioso:
1.	 Lavar inmediatamente la zona afectada con abundante agua.
2.	 En caso de exposición ocular, irrigar con agua o solución salina duran-

te varios minutos.
3.	 Notificar el incidente al responsable del laboratorio.
4.	 Solicitar valoración médica inmediata.

ruptura de recipientes con material biológico

En caso de ruptura de tubos, recipientes o contenedores con muestras bio-
lógicas potencialmente infecciosas, se deberá aplicar el procedimiento de 
manejo de derrames y descontaminación de áreas descrito en esta guía.

notificación del incidente

Todo accidente deberá documentarse mediante un reporte escrito que in-
cluya:
1.	 Fecha y hora del incidente
2.	 Tipo de accidente
3.	 Material involucrado
4.	 Actividad que se realizaba al momento del evento
5.	 Personal involucrado
6.	 Medidas correctivas implementadas

La documentación y análisis de los incidentes permiten identificar 
áreas de mejora y fortalecer las medidas de bioseguridad del laboratorio.
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Diagrama de flujo de trabajo

La etapa de progresión de la enfermedad de covid-19 determina qué mé-
todo de detección es más efectivo (véase Figura 3). 

Los métodos de laboratorio para diagnosticar covid-19 siguen dos 
vías: la detección del coronavirus en sí y la detección de la respuesta 
inmune adaptativa del cuerpo al virus. Como la enfermedad ataca prin-
cipalmente a los pulmones, las muestras tomadas del tracto respiratorio 
superior pueden ser de baja calidad y podrían dar lugar a falsos negativos 
al ser analizados con la técnica de rt-qpcr (Figura 4) (Biopanda, 2020).
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Figura 3. Método de Detección recomendado de acuerdo al 
avance de la covid-19

Fuente: Analizalab (2020).

Figura 4. Pruebas diagnósticas de laboratorio

Fuente: Modificado de Biopanda (2020).
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Cuadro 2. Capacidad diagnóstica de la Unidad covid del 
Laboratorio de Biología Molecular del cucosta de la UdeG
Técnica Equipos Capacidad instalada diaria

RT-qPCR BlackStar 96 Genes2Life

QuantStudio 5

120 muestras



29Juan Heriberto Torres Jasso y Miriam Partida Pérez

C
ua

dr
o 

3.
 D

es
cr

ip
ci

ón
 y

 c
on

di
ci

on
es

 e
sp

ec
ífi

ca
s p

or
 ti

po
 d

e 
m

ue
st

ra

Ti
po

 d
e 

m
ue

st
ra

M
at

er
ia

l
Te

m
pe

ra
tu

ra
 

de
 tr

an
sp

or
te

A
lm

ac
en

am
ie

nt
o

C
om

en
ta

rio
s

Ex
ud

ad
o 

fa
rín

ge
o 

y 
na

so
fa

rín
ge

o

M
ed

io
 d

e 
tra

ns
po

rte
 v

ira
l.

H
is

op
os

 d
e 

da
cr

ón
 o

 ra
yó

n 
co

n 
m

an
-

go
 d

e 
pl

ás
tic

o 
(e

xu
da

do
 fa

rín
ge

o)
.

H
is

op
os

 d
e 

da
cr

ón
 o

 ra
yó

n 
co

n 
m

an
-

go
 fl

ex
ib

le
 (e

xu
da

do
 n

as
of

ar
ín

ge
o)

.

2 
a 

8 
°C

< 
5 

dí
as

: 2
 a

 8
 °

C

> 
5 

dí
as

: -
70

 °
C

El
 e

xu
da

do
 fa

rín
ge

o 
y 

na
so

fa
rín

ge
o 

se
 d

eb
e 

co
lo

ca
r e

n 
el

 m
is

m
o 

tu
bo

 

pa
ra

 in
cr

em
en

ta
r l

a 
ca

rg
a 

vi
ra

l.

La
va

do
 b

ro
nq

ui
al

C
on

te
ne

do
r e

st
ér

il 
co

n 
m

ed
io

 v
ira

l
2 

a 
8 

°C
< 

48
 h

or
as

: 2
 a

 8
 °

C

> 
48

 h
or

as
: 2

 a
 8

 °
C

Pu
ed

e 
ha

be
r d

ilu
ci

ón
 d

el
 p

at
óg

en
o,

 

pe
ro

 a
un

 a
sí

 v
al

e 
la

 p
en

a 
to

m
ar

la
. S

e 

re
qu

ie
re

 c
om

o 
m

ín
im

o 
2 

m
L 

(1
 m

L 

de
 la

va
do

 b
ro

nq
ui

oa
lv

eo
la

r m
ás

 1
 

m
L 

de
 m

ed
io

 d
e 

tra
ns

po
rte

).
A

sp
ira

do
 tr

aq
ue

al
, 

as
pi

ra
do

 n
as

of
a-

rín
ge

o 
o 

la
va

do
 

na
sa

l

C
on

te
ne

do
r e

st
ér

il 
co

n 
m

ed
io

 v
ira

l
2 

a 
8 

°C
< 

48
 h

or
as

: 2
 a

 8
 °

C

> 
48

 h
or

as
: 2

 a
 8

 °
C

Se
 re

qu
ie

re
 c

om
o 

m
ín

im
o 

2 
m

L 
(1

 

m
L 

de
 la

va
do

 b
ro

nq
ui

oa
lv

eo
la

r m
ás

 

1 
m

L 
de

 m
ed

io
 d

e 
tra

ns
po

rte
).

B
io

ps
ia

 d
e 

pu
lm

ón
C

on
te

ne
do

r e
st

ér
il 

co
n 

m
ed

io
 v

ira
l

2 
a 

8 
°C

< 
5 

dí
as

: 2
 a

 8
 °

C

> 
5 

dí
as

: -
70

 °
C

2 
cm

3  d
e 

la
 p

ar
te

 v
is

ib
le

m
en

te
 m

ás
 

af
ec

ta
da

.



| 30 |

Procedimientos para toma de 
muestras clínicas

El éxito del diagnóstico virológico depende principalmente de la calidad 
de la muestra, así como de las condiciones de su transporte y almacena-
miento antes de ser procesada en el laboratorio. 

Todas las muestras deben ser colocadas en tubos con medio de trans-
porte viral perfectamente cerrado y etiquetado. El personal capacitado 
realizará el triple embalaje de las muestras, se asegurarán de colocarlas 
de forma individual en una gradilla dentro de una hielera rígida, la cual 
contendrá refrigerantes para mantener la muestra entre 2 a 8 °C y deberán 
ser enviadas en menos de 24 horas al Laboratorio de Biología Molecu-
lar-Unidad covid. Toda muestra deberá estar etiquetada con el nombre y 
apellido del paciente e ir acompañada del estudio epidemiológico de caso 
sospechoso de covid-19.

conservación y cadena de frío de las muestras

La integridad del material genético viral depende del mantenimiento ade-
cuado de la cadena de frío desde la toma de muestra hasta su procesa-
miento en el laboratorio. Todas las muestras deberán transportarse entre 2 
y 8 °C utilizando contenedores apropiados y refrigerantes suficientes para 
mantener la temperatura durante todo el trayecto. Cualquier interrupción 
de la cadena de frío debe registrarse y considerarse durante la interpreta-
ción de los resultados, debido al posible deterioro del arn viral y la con-
secuente disminución de la sensibilidad diagnóstica (oms, 2020c; indre, 
2020).
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criterios de aceptación de muestras

•• Que cumpla con la definición operacional de caso sospechoso de 
covid-19.

•• Que incluya estudio epidemiológico de caso sospechoso de covid-19 
correctamente llenado y validado.

•• Muestra en medio de trasporte viral (color rojo).
•• Muestra tomada con hisopo de rayón o dacrón.

criterios de rechazo de muestras

•• Que no cumpla con la definición operacional de caso sospechoso de 
covid-19. 

•• Que no incluya estudio epidemiológico de caso sospechoso de 
covid-19.

•• Muestra en medio de trasporte viral virado (amarillo o rosa).
•• Muestra tomada con hisopo de algodón y punta de madera.
•• Muestra con temperatura mayor a 8 °C.

La calidad de la muestra constituye uno de los factores más importan-
tes para la confiabilidad del diagnóstico molecular. El cumplimiento de 
los criterios de toma, transporte, conservación y aceptación de muestras 
permite minimizar errores preanalíticos que podrían afectar la sensibili-
dad y especificidad de las pruebas diagnósticas (oms, 2020d; Tang et al., 
2020).
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Procesamiento de muestras de hisopado para 
extracción de ácido ribonucleico (arn)

Las muestras de hisopado recolectadas de pacientes para pruebas de 
diagnóstico molecular con frecuencia contienen material mucoide o mu-
copurulento que hace que la muestra sea demasiado viscosa para un pro-
cesamiento eficiente posteriormente realizar para la extracción de ácidos 
nucleicos. En esta área se contará con una hoja de control para llevar el 
registro de observaciones encontradas en la manipulación de las muestras 
(véase Anexo 2).

materiales

•• Solución salina tamponada con fosfato estéril 0.01 M (pbs), pH 7.2
•• Micropipetas.
•• Punta de pipeta con barreras de aerosol.
•• Tubo de microcentrífuga de 1.5 mL o 2.0 mL estéril.
•• Tubo de tapón de rosca estéril de 10 mL o 15 mL (polipropileno).

precauciones

La manipulación y procesamiento de la muestra debe realizarse de acuerdo 
con pautas de seguridad biológica dictadas en el Protocolo de Bioseguri-
dad y Biocustodia para el manejo de pacientes durante la toma de mues-
tras de casos sospechosos de enfermedad por covid-19 (indre, 2020).

La muestra debe ser manipulada con cuidado para evitar la contamina-
ción cruzada, incluyendo el cambio de guantes entre muestras. Todas las 
muestras deben mantenerse frías durante el procesamiento.
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Extracción de ARN

objetivo

Establecer el método de obtención de arn viral de muestras clínicas para 
la detección de virus mediante la técnica rt-qpcr utilizando el kit de ex-
tracción manual de ácidos nucleicos qiaamp viral rna. En esta área se 
debe contar con una hoja de control para registrar el método empleado y 
las observaciones que surjan dirante el proceso (véanse Anexos 3 y 4).

campo de aplicación

Esta técnica está dirigida al personal del área de biología molecular res-
ponsable del diagnóstico de agentes virales de importancia para la salud 
pública, particularmente aquellos con alta transmisibilidad, potencial de 
brote o riesgo de generar enfermedad grave.

fundamento

kit de extracción qiaamp viral rna mini kit®
El kit de extracción de arn viral qiaamp proporciona una forma rápida y 
fácil de purificar arn viral para un uso confiable en tecnologías de ampli-
ficación. El arn viral se puede purificar del plasma (tratado con anticoa-
gulantes distintos de la heparina), suero y otros fluidos corporales libres de 
células. Las muestras pueden ser frescas o congeladas, pero si están conge-
ladas, no deben descongelarse más de una vez. El proceso de congelación 
y descongelación continuo de muestras de plasma conduce a una reducción 
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de los títulos virales, lo cual debe evitarse para una sensibilidad óptima. 
Los crioprecipitados se acumulan cuando las muestras se someten a ciclos 
repetidos de congelación-descongelación. Esto puede conducir a la obs-
trucción de la membrana qiaamp cuando se utiliza el protocolo de vacío.

El kit es de uso general y se puede emplear para aislar el arn viral de 
una amplia variedad de virus, pero no se puede garantizar el rendimiento 
de cada virus.

El kit combina las propiedades de unión selectiva de una membrana 
de sílice con la velocidad de una microcentrífuga o vacío. La muestra se 
lisa en condiciones altamente desnaturalizantes para inactivar las Ribonu-
cleasas (rnasas) y asegurar el aislamiento del arn viral intacto. El arn se 
une a una membrana de sílice y los contaminantes se eliminan eficiente-
mente en dos pasos utilizando dos tampones de lavado diferentes. El arn 
de alta calidad se eluye en un tampón especial libre de RNasas, listo para 
su uso directo o almacenamiento seguro. El arn purificado está libre de 
proteínas, nucleasas y otros contaminantes e inhibidores. La membrana 
garantiza una recuperación extremadamente alta de arn puro e intacto en 
solo 20 minutos sin el uso de extracción con fenol/cloroformo o precipi-
tación con alcohol.

verificación de reactivos y control de cadena 
de frío

Con el fin de garantizar la integridad de los reactivos y la confiabilidad de 
los resultados, todos los materiales utilizados para la extracción de arn 
deberán almacenarse y manipularse de acuerdo con las especificaciones 
del fabricante. Se deberá verificar periódicamente la temperatura de refri-
geradores, congeladores y ultracongeladores destinados al almacenamien-
to de reactivos y muestras biológicas (oms, 2020c; qiagen, 2020).

Antes de cada procedimiento, el personal responsable deberá comprobar:
1.	 La fecha de caducidad de los reactivos.
2.	 La integridad física de los envases y empaques.
3.	 La ausencia de contaminación visible o deterioro de los reactivos.
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4.	 El cumplimiento de las condiciones de almacenamiento recomenda-
das por el fabricante.

5.	 El registro de temperatura de los equipos de conservación.

Los reactivos que presenten evidencia de deterioro, contaminación, 
almacenamiento inadecuado o fecha de caducidad vencida no deberán uti-
lizarse en procedimientos diagnósticos.

La interrupción de la cadena de frío puede afectar la estabilidad de 
enzimas, sondas, iniciadores y controles utilizados en los procedimientos 
moleculares, comprometiendo el desempeño analítico y la confiabilidad 
de los resultados obtenidos.

equipo, material y reactivos

equipos e instrumentos de medición

•• Gabinete de Bioseguridad tipo II
•• Centrifuga
•• Refrigerador de -2 a -8 °C

material

•• Tubos polipropileno estériles de 1.8 mL (en frasco)
•• Guantes desechables de nitrilo
•• Micropipetas de volumen variable con capacidad de 100 a 1000 µL
•• Micropipetas de volumen variable con capacidad de 1 a 200 µL
•• Ultramicrocentrífuga con revoluciones hasta 20,000 g
•• Vórtex
•• Gasas estériles (en frasco)
•• Tubos cónicos de 50 mL
•• Gradillas para tubos polipropileno (2)
•• Puntas para pipeta de 100 a 1000 µL con filtro estériles
•• Puntas para pipeta de 1 a 200 µL con filtro estériles
•• Vaso de precipitados estéril de 1000 mL (para desechos)
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reactivos

•• Kit de extracción de arn viral qiagen (tubo colector, Columnas, Bu-
ffer concentrado AW-1, Buffer concentrado AW-2, Buffer de lisis avl, 
Acarreador, Buffer de elusión).

•• Etanol absoluto (100 %) grado biología molecular.
•• Etanol al 70 % para desinfectar (atomizador).

condiciones ambientales

•• Gabinete de Bioseguridad nivel II

obtención y conservación de la muestra

muestra para virus respiratorios

Pueden ser muestras respiratorias, incluyendo lavado bronquioalveolar, 
aspirado traqueal, esputo, aspirados o lavados nasofaríngeos y orofarín-
geos, hisopos nasofaríngeos/orofaríngeos. En los casos Enfermedad Tipo 
Influenza (eti) y Enfermedad Respiratoria Aguda Grave (irag), se toma 
muestra de exudado faríngeo o nasofaríngeo. Estas muestras se toman 
solamente dentro de los tres primeros 3 días (72 horas) de iniciados los 
síntomas.

Si el paciente está intubado, en los primeros cinco días después de 
iniciados los síntomas se tomará lavado bronquioalveolar, no menos de 
2 mL. En caso de defunción en la que se haya dictaminado como causa la 
neumonía aguda, se deben de recuperar muestras de pulmón, aproximada-
mente 2 cm del parénquima pulmonar visiblemente afectado, aún después 
de las 72 horas de iniciados los síntomas. Estos especímenes pueden ser 
biopsia de tejido fresco, el cual se pone en el medio de transporte viral.

muestra serológica y/o plasma

La extracción de arn de a partir de muestras de suero, plasma u otros flui-
dos requiere una inactivación inmediata de arnasas y la desnaturalización 
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de proteínas para garantizar su estabilidad; cualquier otra muestra diferen-
te deberá ser evaluada, así como su ensayo de extracción específico.

procedimiento (véase Figura 5)
1.	 Pipetear 560 µL de Buffer de lisis viral (avl) preparado que contiene 

arn transportador en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL.
Nota: Si el volumen de la muestra es superior a 140 µL, aumentar 

la cantidad de Buffer avl-portador de arn proporcionalmente (por 
ejemplo, una muestra de 280 µL requerirá 1120 µL de Buffer avl-por-
tador de arn) y usar un tubo más grande.

2.	 Agregar 140 µL de plasma, suero, orina, sobrenadante de cultivo ce-
lular o fluido corporal libre de células al Buffer avl transportador de 
arn en el tubo de microcentrífuga. Mezclar por vórtice de pulso du-
rante 15 s.

Nota: Para garantizar una lisis eficiente, es esencial que la muestra 
se mezcle completamente con Buffer avl para obtener una solución 
homogénea. También se pueden usar muestras congeladas que solo se 
hayan descongelado una vez.

3.	 Incubar a temperatura ambiente (15-25 °C) durante 10 min.
Nota: La lisis de partículas virales se completa después de incuba-

ción de 10 minutos a temperatura ambiente. Los tiempos de incuba-
ción más largos no tienen efecto sobre el rendimiento ni la calidad del 
arn purificado.

4.	 Centrifugar brevemente el tubo para eliminar las gotas del interior de 
la tapa.

5.	 Agregar 560 µL de etanol (96-100 %) a la muestra y mezcle por vórti-
ce de pulso durante 15 s. Después de mezclar, centrifugar brevemente 
el tubo para eliminar las gotas del interior de la tapa.

Nota: Usar solo etanol, ya que otros alcoholes pueden reducir el 
rendimiento y la pureza del arn. No usar alcohol desnaturalizado, 
que contiene otras sustancias, como metanol o metiletilcetona. Si el 
volumen de la muestra es superior a 140 µL, aumentar la cantidad de 
etanol proporcionalmente (por ejemplo, una muestra de 280 µL reque-
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rirá 1120 µL de etanol). Para asegurar una unión eficiente, es esencial 
que la muestra se mezcle completamente con el etanol para producir 
una solución homogénea.

6.	 Aplicar cuidadosamente 630 µL de la solución del paso 5 a la columna 
qiaamp Mini (en un tubo de recolección de 2 mL) sin humedecer el 
borde. Cerrar la tapa y centrifugue a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 
minuto. Colocar la columna qiaamp Mini en un tubo de recolección 
limpio de 2 mL y desechar el tubo que contiene el filtrado.

Nota: Cerrar cada columna de centrifugado para evitar la contami-
nación cruzada durante la centrifugación.

Nota: La centrifugación se realiza a 6000 x g (8000 rpm) para 
limitar el ruido de la microcentrífuga. La centrifugación a toda veloci-
dad no afectará el rendimiento o la pureza del arn viral. Si la solución 
no ha pasado completamente a través de la membrana, centrifugar 
nuevamente a una velocidad más alta hasta que toda la solución haya 
pasado.

7.	 Abrir con cuidado la columna qiaamp Mini y repetir el paso 6. Si el 
volumen de la muestra fue superior a 140 µL, repetir este paso hasta 
que todo el lisado se haya cargado en la columna de centrifugado.

8.	 Abrir con cuidado la columna qiaamp Mini y agregar 500 µL de Bu-
ffer de lavado (AW1). Cerrar la tapa y centrifugar a 6000 x g (8000 
rpm) durante 1 minuto. Colocar la columna qiaamp Mini en un tubo 
de recolección limpio de 2 mL (incluido) y desechar el tubo que con-
tiene el filtrado.

Nota: No es necesario aumentar el volumen de Buffer AW1 inclu-
so si el volumen de muestra original era mayor de 140 µL.

9.	 Abrir con cuidado la columna qiaamp Mini y agregue 500 µL de Bu-
ffer de lavado (AW2). Cierre la tapa y centrifugue a toda velocidad 
(20,000 x g; 14,000 rpm) durante 3 min. Continúe directamente con 
el paso 11, o para eliminar la posible transferencia de Buffer AW2, 
realice el paso 10 y luego continúe con el paso 11.

Nota: el Buffer residual AW2 en el eluato puede causar problemas 
en las aplicaciones posteriores. Algunos rotores de centrífuga pueden 
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vibrar con la desaceleración, lo que da como resultado un flujo con-
tinuo que contiene Buffer AW2 y entra en contacto con la columna 
qiaamp Mini.

Quitar la columna qiaamp Mini y el tubo de recolección del rotor 
también puede hacer que el flujo entre en contacto con la columna 
qiaamp Mini. En estos casos, se debe realizar el paso opcional 10.

Recomendación: coloque la columna qiaamp Mini en un nuevo 
tubo de recolección de 2 mL (no incluido) y deseche el tubo de re-
colección viejo con el filtrado. Centrifugar a toda velocidad durante 
1 min.

10.	Colocar la columna qiaamp Mini en un tubo limpio de microcentrífu-
ga de 1.5 mL (no incluido).

Desechar el tubo de recolección anterior que contiene el filtrado. 
Abrir con cuidado la columna qiaamp Mini y agregar 60 µL del Bu-
ffer de elución (ave). Cerrar la tapa e incubar a temperatura ambiente 
durante 1 minuto.

11.	Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 min. Una sola elución 
con 60 µL de tampón ave es suficiente para eluir al menos el 90 % 
del arn viral de la columna qiaamp Mini. Realizar una doble elución 
con 2 x 40 µL de Buffer ave aumentará el rendimiento hasta en un 
10 %. La elución con volúmenes de menos de 30 µL conducirá a ren-
dimientos reducidos y no aumentará la concentración final de arn en 
el eluato.

El arn viral es estable hasta por un año cuando se almacena entre 
-30 °C a -15 °C.

La obtención de arn viral íntegro y libre de contaminantes es 
un requisito indispensable para garantizar la eficiencia de las etapas 
posteriores de amplificación molecular. La correcta ejecución de los 
procedimientos de extracción y conservación del arn contribuye a 
mejorar la calidad analítica y la confiabilidad de los resultados diag-
nósticos (qiagen, 2020; Tang et al., 2020).
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Figura 5. Procedimiento de extracción empleando el 
kit de extracción qiaamp Viral rna Mini kit®

QIAamp Viral RNA
Mini Spin Procedure

Sample

Bind

Wash (Buffer AW1)

Wash (Buffer AW2)

Elute

Pure viral nucleic acid

Lyse
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Diagnóstico mediante RT-qPCR

objetivo

Establecer el procedimiento para la detección del material genético viral 
mediante la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa con Trans-
criptasa Inversa Cuantitativa en Tiempo Real por sus siglas en inglés 
rt-qpcr. En esta área se contará con una hoja de control para registrar qué 
muestras fueron incluidas en cada corrida y que posiciones de pocillos en 
las placas corresponde a cada muestra, así como, el registro de las obser-
vaciones derivadas del procedimiento realizado (véase Anexo 5).

campo de aplicación

Esta técnica está dirigida al personal del área de biología molecular parti-
cipante en el diagnóstico de virus con potencial pandémico. 

fundamento

La reacción en cadena de la polimerasa es conocida como pcr por sus si-
glas en inglés. Consiste en la amplificación de regiones específicas de adn 
mediante ciclos de temperatura y una enzima polimerasa para obtener un 
gran número de copias de un fragmento de adn particular, amplificán-
dolo para propósitos de diagnóstico e investigación. En los procesos de 
pcr se requiere la utilización de polimerasas termostables, como la Taq 
dna polimerasa, debido a que es necesario aplicar altas temperaturas para 
desnaturalizar la molécula de adn. La rt-qpcr es una variante de la pcr, 
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utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta 
el producto de la amplificación de adn. Para ello emplea un molde de adn 
complementario (adnc) generado a partir del arn viral mediante la acción 
de una transcriptasa reversa, así como iniciadores específicos, desoxinu-
cleótidos trifosfatados (dntps), una solución amortiguadora apropiada y 
una adn polimerasa termoestable responsable de la amplificación de la 
secuencia blanco. A dicha mezcla se le adiciona una sonda marcada con 
un fluoróforo que, en un termociclador que contenga sensores para medir 
fluorescencia tras excitar el fluoróforo a la longitud de onda apropiada, 
permita medir la tasa de generación de uno o más productos específicos 
en cada ciclo.

verificación previa al ensayo

Antes de preparar cada corrida de rt-qpcr se deberá verificar que los re-
activos empleados se encuentren dentro de su periodo de vigencia, hayan 
sido conservados bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas 
por el fabricante y no presenten signos de deterioro. Asimismo, deberá 
confirmarse el adecuado funcionamiento del termociclador y de los equi-
pos de refrigeración utilizados para la conservación de reactivos y contro-
les (Bustin et al., 2009; Tang et al., 2020).

controles de calidad de la rt-qpcr

Con el fin de garantizar la validez de los resultados obtenidos mediante 
rt-qpcr, cada corrida deberá incluir controles de calidad que permitan 
verificar el correcto funcionamiento de los reactivos, la ausencia de con-
taminación y el adecuado desempeño del proceso analítico (Bustin et al., 
2009; Tang et al., 2020).

control positivo

Consiste en una muestra que contiene material genético viral previamente 
caracterizado. Su función es verificar que los reactivos, el programa de 
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amplificación y las condiciones generales de la reacción permiten la de-
tección adecuada de la secuencia blanco.

control negativo de amplificación

Consiste en agua libre de nucleasas o un reactivo sin material genético. Su 
función es detectar contaminación cruzada durante la preparación de la 
mezcla de reacción o contaminación de reactivos.

criterios de aceptación y rechazo de corridas de 
rt-qpcr

Una corrida de rt-qpcr será considerada válida únicamente cuando los 
controles de calidad presenten el comportamiento esperado. Los criterios 
para la interpretación de los controles positivo y negativo, así como las 
acciones correctivas correspondientes, se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Interpretación de los controles de calidad de la rt-qpcr

Resultado del control Interpretación Acción

Control	positivo 

amplifica adecuadamente.

Corrida válida. Continuar con la interpre-

tación de resultados.

Control	positivo

no amplifica.

Posible degradación de 

reactivos, error de prepa-

ración o falla del equipo.

Repetir	 la corrida 

completa.

Control	negativo

no amplifica.

Corrida válida. Continuar con la interpre-

tación de resultados.

Control	negativo 

amplifica.

Contaminación cruzada 

o contaminación de 

reactivos.

Invalidar la corrida y 

repetir el ensayo.

Los resultados de las muestras clínicas únicamente deberán interpre-
tarse cuando los controles de calidad cumplan los criterios de aceptación 
establecidos.
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equipos e instrumentos de medición

•• Centrifuga para placas
•• Microcentrifuga para tubos Polipropileno
•• Cabina de flujo laminar con lámpara de Luz UV
•• Micropipetas de 1000 µL, 100µL, 10 µL
•• Vortex
•• Refrigerador (2-8 °C)
•• Congelador (-4 a -21 °C)
•• Ultracongelador (-4 a -86 °C)
•• Termociclador BlackStar 96 Genes2life

material

•• Placas de 96 pozos Fast
•• Mica autoadherible para placa
•• Puntas estériles libres de rnasas, con filtro de 10 µL
•• Puntas estériles libres de rnasas, con filtro de 200 µL
•• Puntas estériles libres de rnasas, con filtro de 1000 µL
•• Bloque de enfriamiento
•• Sanitas
•• rnasa Away
•• Alcohol
•• Guantes de nitrilo
•• Batas desechables
•• Caretas desechables
•• Gradillas para tubos Polipropileno
•• Marcadores indelebles de punta fina
•• Formato para registro de muestras
•• Pipetas
•• Bolsas de polipropileno
•• Contenedores para puntas de desechables
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protocolo de trabajo

1.	 Realizar los cálculos correspondientes al número de reacciones a pre-
parar tomando como referencia el siguiente Cuadro 5:

Cuadro 5. Componentes de reacción de rt-qpcr

Componente Volumen 1 rxn

Primer mix 2 µL

Enzima 0.5 µL

Buffer 12.5 µL

RNA 5 µL

Agua libre de nucleasas Ajustar a volumen final

Volumen de reacción 25 µL

2.	 Una vez preparado la mezcla de reacción (Master Mix), dispensar el 
volumen correspondiente y agregar rna.

3.	 Asegurarse de incluir control negativo en cada ensayo, agregando el 
agua necesaria para compensar el volumen de reacción.

4.	 Una vez preparadas las reacciones programar el siguiente protocolo de 
termociclado (Figura 6):

Figura 6. Programa de rt-qpcr

45 ciclos

55 °C

10 min

3 min 15 s

30 s

94 °C 94 °C

58 °C
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Las sondas de la mezcla de inciadores (Primer Mix) se encuentran 
marcadas con fam (Verde). La toma de datos de fluorescencia se realiza 
en el paso de 58 °C.

interpretación y relevancia de los resultados

La rt-qpcr constituye una de las herramientas más sensibles y específi-
cas para la detección de virus con genoma de arn. Durante la pandemia 
de covid-19 se consolidó como el método de referencia para la identi-
ficación de sars-CoV-2 y en la actualidad continúa siendo ampliamen-
te utilizada para el diagnóstico de diversos virus de importancia médica, 
ya que permite identificar secuencias específicas del arn viral presentes 
en muestras biológicas de pacientes con sospecha de infección (Corman 
et al., 2020; Tang et al., 2020). La confiabilidad de los resultados depen-
de de la adecuada ejecución de todas las etapas del proceso diagnóstico, 
incluyendo la toma de muestra, conservación y transporte, la extracción 
del arn viral y la correcta preparación de las reacciones de amplificación 
(Tang et al., 2020).

La obtención de resultados válidos requiere el cumplimiento de las 
medidas de bioseguridad, la utilización adecuada de controles de calidad y 
el apego a los procedimientos estandarizados descritos en esta guía. La es-
tandarización de estas metodologías permite mejorar la reproducibilidad 
de los resultados entre laboratorios y fortalecer las actividades de vigilan-
cia epidemiológica y respuesta ante emergencias sanitarias causadas por 
agentes virales emergentes (oms, 2020c).

Importante: En caso de que los resultados obtenidos sean positivos 
o sospechosos de positivos, es obligación notificar al Instituto de Diag-
nóstico y Referencia Epidemiológicos (indre) https://www.gob.mx/salud 
(Figura 7).
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anexo 2
Laboratorio de Biología Molecular, Unidad covid

Hoja de Control de Recepción de Muestras

Fecha:                 Turno:                  Responsable de recepción:   

Nombre o Clave Hora Procedencia Observaciones
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anexo 3
Laboratorio de Biología Molecular, Unidad covid

Hoja de Control de Inactivación

Fecha:                 Hora:                   Responsable:                                                            

Identificación de muestra Método Observaciones
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anexo 4
Laboratorio de Biología Molecular, Unidad covid

Hoja de Control de Extracción de arn

Fecha:                 Hora:                    Responsable:

Identificación de muestra Método / Kit Observaciones
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Principios y metodología del análisis molecular de 
agentes virales de importancia epidemiológica. El caso 
de COVID-19 presenta un abordaje integral del trabajo en un 
Laboratorio de Biología Molecular aplicado al diagnóstico del 
SARS-CoV-2. La obra expone los fundamentos metodológicos 
que sustentan cada etapa del proceso analítico, desde la bio-
seguridad y el manejo ético de muestras clínicas, hasta la ex-
tracción de ARN y la detección molecular mediante RT-qPCR.

El contenido se desarrolla a partir de evidencia científi -
ca actualizada y de la experiencia operativa en el contexto de 
la pandemia, integrando criterios técnicos, normativos y de 
control de calidad que garantizan la confi abilidad del diag-
nóstico molecular. Asimismo, se incluyen diagramas de fl ujo, 
esquemas de trabajo y formatos de control que permiten com-
prender la lógica del proceso analítico sin perder de vista su 
fundamento científi co.

Dirigida a estudiantes, profesionales y personal del área 
de la salud y las ciencias biológicas, esta obra constituye un 
referente metodológico para la comprensión del análisis mo-
lecular de enfermedades infecciosas emergentes, con un en-
foque formativo y de interés permanente para la práctica y la 
enseñanza de la biología molecular aplicada. 




