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El zika, dengue y chikungunya son enfermedades tropicales
transmitidas por mosquitos infectados por los virus del zika
(ZIKV), dengue (DENV) y chikungunya (CHIKV). Estos virus
tienen una amplia distribucion en la naturaleza, presentando
una estrecha relacion con las poblaciones humanas.
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Fuente: Instituto Nacional de Salud - Grupo ETV y Zoonosis.

Figura 1. Comportamiento epidemioldgico de Arbovirus en Colombia, 2021

Tomado de: Semana epidemioldgica 12 . 20 al 26 de marzo de 2022 [Internet]. Ins.gov.co. 2022 [citado el 13 de mayo de 2022]. Disponible en: https://www.ins.gov.co/buscador-
eventos/BoletinEpidemiologico/2022_Bolet%C3%ADn_epidemiologico_semana_12.pdf
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Objetivos

Objetivo general

Realizar una revision documental sobre los virus Zika, Dengue vy
Chikungunya y sus métodos inmunoldgicos y moleculares de diagndstico
en Colombia.

Objetivos especificos

Presentar una revision bibliografica actualizada sobre las generalidades y
caracteristicas de los virus ZIKV, DENV y CHIKV.

Identificar las técnicas inmunoldgicas y moleculares de diagndstico
empleadas en cuatro (4) ciudades para la deteccién de los virus ZIKV,
DENV y CHIKV.

Comparar los diferentes métodos de diagndstico inmunolégicos vy
moleculares para la deteccién de los virus ZIKV, DENV y CHIKV.



Antecedentes




Virus del Zika (ZIKV)
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Virus del Dengue (DENV)
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Virus del Chikungunya (CHIKV)
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Virus del Zika (ZIKV)

Envelope s
protein

Familia: Flaviviridae Membrane Capsid
Género: Flavivirus He protee]
Especie: Zika
Clasificacién de Baltimore: IV GenomicRNA < NGRS Agle ...

3 proteinas estructurales
7 proteinas no estructurales

Cellular and viral proteases

Microcefalia 7 ‘

Sindrome de Guillain Barré .)’/ "15\/ " \/ '2“; \/ NS3 \/ «\/:\/ :‘:\/ A \
Figura 2. Genoma del ZIKV

Tomado de: noerasuficientecondengueychiku.pdf [Internet]. [citado 7 de abril de 2021]. Disponible en:
http://www.unipamplona.edu.co/unipamplona/portallG/home_148/recursos/seminarios/05042016/noerasuficientecondengueychiku.pdf




Virus del Dengue (DENV)
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Figura 3. Estructura viral y genoma del DENV

Tomado de: 441942927002.pdf [Internet]. [citado 7 de abril de 2021]. Disponible en: https://www.redalyc.org/pdf/4419/441942927002.pdf
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Virus del Chikungunya (CHIKV)
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Figura 4. Seccion transversal del virus Chikungunya.

Tomado de: med08115.pdf [Internet]. [citado 7 de abril de 2021]. Disponible en: http://scielo.sld.cu/pdf/med/v54n1/med08115.pdf
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Técnicas de diagndstico
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Tomado deT ELISA: ¢Qué es? ¢En qué consiste? ¢Cuales son los distintos tipos de este ensayo y en qué se diferencian? [Internet]. AllScience. 2019 [citado el 18 de febrero de 2022].

Disponible en: https://www.e-allscience.com/blogs/articulos/elisa-que-es-en-que-consiste-cuales-son-los-distintos-tipos-de-este-ensayo-y-en -que-se-
diferencian#:~:text=ELISA%20indirecto%3A&text=En%20este%20m%C3%A9todo%2C%20el%20anticuerpo,una%20amplificaci%C3%B3n%20de%201a%20se%C3% B1lal.




Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Técnica de interacciéon Ag-Ac

HE
HE

Ac antiinmunoglobulina humana
y Ac secundario marcado

Isotiocianato de fluoresceina
(FITC) — Color verde manzana

Microscopio de fluorescencia

©00

Figura 6. Diagrama que representa el método indirecto.

Tomado de: Inmunofluorescencia directa vs indirecta | Abcam [Internet]. [citado 14 de julio de 2021]. Disponible en: https://www.abcam.com/secondary-antibodies/direct-vs-
i ig indirect-immunofluorescence
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Tomado de: Niesters HGM, van Leeuwen WB. Quantitative Isothermal Molecular Amplification Techniques. En: van Pelt-Verkuil E, van Leeuwen WB, te Witt R, editores. Molecular Diagnostics: Part 1: Technical Backgrounds
and Quality Aspects [Internet]. Singapore: Springer; 2019 [citado 14 de julio de 2021]. p. 321-37. Disponible en: https://doi.org/10.1007/978-981-13-1604-3_7

iig Figura 7. Resumen esquematico de la tecnologia de amplificacion mediada por transcripcion (TMA)



PCR en Tiempo Real

Técnica molecular mas

sensible

Desnaturalizacién

P ikl 11111 1
Acumulacion de ADN/ARN o V

amplificado

Molécula fluorescente se

. . L. Hibridacién
asocia al material genético m" m_—[[[[r
amplificado y
.
No necesita electroforesis

— reduce contaminacion Extensién

Figura 8. PCR en tiempo real

Tomado de: ¢Como se realiza la prueba diagndstica PCR en tiempo real para deteccién de COVID-19? — Prueba de Coronavirus [Internet].
Pruebacoronavirus.com.mx. 2020 [citado el 10 de marzo de 2022]. Disponible en: https://pruebacoronavirus.com.mx/blog/como-se-
realiza-la-prueba-diagnostica-pcr-en-tiempo-real-para-deteccion-de-covid-19/
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Laboratorio
Laboratorio

clinico
hematoldgico

Hospital
Universitario
San Ignhacio

Colcan

Colsanitas

Bogota

Synlab

Abbalab

Mederi

Laboratorio
clinico central

Tipode |Virus que Tiempo de

Prueba
ELISA —
IgM
ELISA —
1gG

PCR

ELISA -
1gG
ELISA -
IgM
ELISA -
IgM

ELISA - IgG

ELISA —
IgM
PCR

ELISA - 1gG

ELISA -
IgM

F\.,F\ (=in}
tiempo
real

IFI - 1gG
IFI - IgM

ELISA - 1gG

ELISA -
IgM

ELISA - 1gG

ELISA -
IgM
ELISA -
IgM
ELISA -
IgM

detecta entrega
DENV 1dia
DENV Se pltocesan los
jueves
ZIKV ND
1dia
1dia
DENV
1dia
7 dias
ZIKV
7 dias
7 dias
1dia
DENV 1dia
15 dias habiles
8 dias habiles
8 dias habiles
CHIKV
5 dias habiles
5 dias habiles
DENV 2 dias habiles
2 dias habiles
DENV ND
2 dias

Cualitativa/Cuantitat
iva

Cualitativa

Cualitativa
Cualitativa

Cualitativa
Cualitativa
Cualitativa
Cualitativa

Cualitativa
Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa
Cuantitativa

Cualitativa
Cualitativa
Cuantitativa
Cuantitativa
Cualitativa
Cualitativa
ND

Cuantitativa

Costo

ND

ND

ND

49.000

49.000
ND

60.000

60.000
ND

S
60.000

S
60.000

S
250.000

S
85.000

S
85.000

S
60.000
S
60.000
S
55.000

S
55.000

ND

ND

ELISA es la técnica
inmunolégica en comun

Tabla 1. Tipos de pruebas para la deteccion de CHIKV, DENV, y ZIKV realizados en 12 laboratorios clinicos.
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Laboratorio

Central de
referencia
laboratorio clinico

Medellin

Bioreferencia
laboratorio clinico

Laboratorio
clinico
especializado
Nohemy Cruz

Cali

Laboratorio
Cartagena clinico Rosario
Arnedo

Tipo de
Prueba

Virus que
detecta

ELISA - 1gG

ELISA - IgM

ELISA - IgG

ELISA — IgM

ELISA — IgG

ELISA - IgM

DENV

Tiempo de
P Cualitativa/Cuantitativa
entrega
3 dias habiles ND
ND Cualitativa
ND Cualitativa
1dia Cualitativa
1 dia Cualitativa
1dia ND

Fuente: Elaboracion propia. *ND: No determinado

Costo

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ELISA es la técnica
inmunolégica en comun

DENV es el virus mas
detectado

Tabla 1. Tipos de pruebas para la deteccion de CHIKV, DENV, y ZIKV realizados en 12 laboratorios clinicos.



Grafica 1. Tipos de pruebas diagnodsticas para los virus del ZIKV, DENV y CHIKV realizadas en laboratorios clinicos en
a. Bogota, b. Medellin, c. Cali, d. Cartagena.

a. Tipos de prueb,a_s diagnc')sticas,en b. Tipos de pruebas diagnoésticas en
laboratorios clinicos en Bogota laboratorios clinicos en Medellin
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c. Tipos de pruebas diagndsticas en d. Tipos de pruebas diagnosticas en
laboratorios clinicos en Cali laboratorios clinicos en Cartagena
50% 50%
ELISA es la técnica de
diagndstico mas empleada a
comparacion de las demas

ELISA IgM ELISA IgG PC PCR IFI'IgG IFI IgM ELISA IgM ELISA IgG PCR PCR IFI'IgG IFI IgM
tiempo real tiempo real
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Conclusiones

Se evidencia la importancia epidemioldgica y clinica de Ia
transmision de estos virus en los ultimos cinco (5) afios en
Colombia, ademas, el diagnostico de los mismos es
sumamente importante para la deteccion rapida y oportuna
del agente infeccioso impactando de manera positiva en el
tratamiento del paciente y a su vez en la salud publica.

Entre las técnicas de diagnostico para la deteccion de los
virus ZIKV, DENV y CHIKV se destacan las inmunoldgicas y
las moleculares, entre las cuales cada una proporcionan
diferentes ventajas y desventajas a la hora de utilizarlas.
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Conclusiones

La revision elaborada a las cuatro (4) diferentes ciudades en
Colombia brindan un panorama general en cuanto a las
posibilidades de acceder a una prueba de diagndstico, en
donde Bogota lleva una ventaja al contar con mas
laboratorios disponibles para la realizacion de las pruebas y
se destacan las pruebas inmunologicas.

Una de las técnicas de diagnostico mas empleada segun la
informacién obtenida es ELISA, debido a su accesibilidad a
comparacion de las demas pruebas, aunque la PCR en
tiempo real presenta una mayor especificidad y sensibilidad
en el diagndstico su costo es elevado debido al uso de
reactivos, equipos y el personal capacitado para su
realizacion.
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Intestino medio

Incubacion extrinseca: 6 a 8
dias
Incubacion intrinseca: de 4 a
M 10 dias

Anexo 1. Ciclo de replicacion viral dentro del mosquito

Tomado de: Mendez J, Lopez S, Sudrez J. Virus Zika en Panama y Latinoamérica: Aspectos clinicos y moleculares de un tema emergente [Internet]. puerta de la investigacién. 2015 [citado el 15 de abril de 2022].
Disponible en: https://www.researchgate.net/publication/301749045_Zika_virus_in_Panama_and_Latinamerica_Clinical_and_molecular_aspects_of_an_emerging_issue



Anexo 2. Ciclo replicativo de los arbovirus

Tomado de: Gonzalez L. Zika y su relacién con la microcefalia [Internet]. Repositorio.uniandes.edu.co. 2018 [citado el 15 de abril de
2022]. Disponible en: https://repositorio.uniandes.edu.co/bitstream/handle/1992/40507/u808523.pdf?sequence=1

1. Se unen a su receptor en la superficie celular.

2. Entran a la célula mediante endocitosis
mediada por receptor.

3. Se fusiona la membrana endosomal con Ia
membrana viral.

4. Se libera el RNA viral al citoplasma.

5. Se traduce.

6. Se replica en los complejos de replicacion.

7. Se ensambla

8. Van a las vesiculas exociticas al exterior
celular.

9. Infecta a células vecinas.
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Anexo 3. Ciclo de transmision del ZIKV

Tomado de: Lozada K. Estudio de la interaccidn del virus de Zika con proteinas de membrana celular [Internet]. Repositorioinstitucional.buap.mx. 2019 [citado el 15 de abril de 2022]. Disponible en:
https://repositorioinstitucional.buap.mx/bitstream/handle/20.500.12371/4784/838819T.pdf?sequence=1&isAllowed=y



Proteina Musashi-1 (MSI1) Z' KA

| y
el mosquito Aedes MICROCEFALIA

transmite el virus zika @ nevropediatraorg

..........
....

Se une al genoma del virus para
replicarse

”
[:3 neuropediatra.org
3

zika

el zika atraviesa
la placenta
Células vulnerables a la muerte
celular inducida por el virus

Interrumpiendo desarrollo lesiona el cerebro y
normal de las células madre causa microcefalia
neuronales

Anexo 4. El ZIKV y la microcefalia

Tomado de: El virus zika y la microcefalia - neuronas en crecimiento [Internet]. neuronas en crecimiento. 2016 [citado el 15 de abril de 2022]. Disponible en: https://neuropediatra.org/2016/01/25/el-virus-zika-
y-la-microcefalia/
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g Qué es

Polineuritis de causa desconocida que
progresa rapidamente.

W74

T Coémo actia

El proceso inflamatorio permite que los linfocitos
entren en los espacios perivasculares y destruyan
la vaina de mielina que cubre los nervios
periféricos o craneales. Las raices nerviosas
posteriores (sensoriales) y anteriores (motoras)
pueden verse afectadas debido a esta
desmielinizacidn segmentaria, por lo que los
individuos pueden experimentar pérdidas tanto
sensoriales como motoras.

(PN 4

-3 Afecciones

« Afectacion del sistema nerviosoauténomo (SNA).

« Afectacion de los nervios craneales.

« Afectacion de las ralces nerviosas posteriores

(motoras).
« Debilidad motora simétrica, alteracién de la

postura y del sentido de la vibracidn, ausencia de

reflejos tendinosos profundos o hipoactivos,

hipotonia en los musculos afectados y disminucién

de la capacidad ventilatoria.

W,

</

\\
L)
=

\
i

U

\

\

AN

SXN
7

o

AR
=

“'\

77

_—
27
Vs .

o
|l

S

s

T g

Sintomas

« Debilidad progresiva.
« Arreflexia.

Pruebas diagnésticas

« Puncion lumbar y anilisis del LCR.
« Electromiografia (EMG) y estudio de

conduccién nerviosa.

« Hemograma completo.
« Estudio de potenciales evocados (auditivos,

visuales y del tronco encefilico).
\‘

}h
Consecuencias
_%;

El axdn resulta relativamente poco afectado.
« Insuficiencia respiratoria (50% afectados).
« Debilidad de los musculos respiratorios.

Alto riesgo para la vida del paciente (24 a
72 h después del inicio de los sintomas).

El 159 de los pacientes tienen una recuperacién
neuroldgica completa, y otro 65% tienen déficits
leves que no interfieren con las actividades de la
vida diaria (AVD).

©00¢

1% de pacientes infectados por
Zika

Produccion de  anticuerpos
antigangliosidos alterando al
SNP

Moléculas del SNC vy SNP
pierden sus propiedades dando
paso a dafio neuroldgico

Debilidad en extremidades vy
pérdida de reflejos

Anexo 5. Sintomas del Sindrome de Guillain-Barré

Tomado de: RECOMENDACIONES PARA PREVENIR EL SINDROME DE GUILLAIN BARRE EN II.EE. | Ugel01 [Internet]. UgelO1.gob.pe. 2022 [citado el 15 de abril de 2022]. Disponible en:

https://www.ugel01.gob.pe/noticia/recomendaciones-para-prevenir-el-sindrome-de-guillain-barre-en-ii-ee/



Fluorescencia

Cinética de amplificacion de la PCR
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Anexo 6. Cinética de amplificacion de la PCR

Tomado de: Aguilera P, Ruiz Tachiquin M, Rocha Munive M, Pineda Olvera B, Chanez Cardenas M. PCR en tiempo real [Internet]. Www2.inecc.gob.mx. 2018 [citado el 23 de abril de 2022]. Disponible en:
http://www2.inecc.gob.mx/publicaciones2/libros/710/pcrtiempo.pdf



Acido nucleico que transfiere el
cadigo genético

Determina el orden en que se
uniran los aminoacidos de una
proteina

D000

v
I\/’N mMmRNA
v

Protein
® @ ® @ ®

Lleva la informacion desde el
ADN en el nucleo de la célula al
citoplasma

Elaboracidon de proteinas

Anexo 7. ARN mensajero

Tomado de: Aguilera P, Ruiz Tachiquin M, Rocha Munive M, Pineda Olvera B, Chanez Cardenas M. PCR en tiempo real [Internet]. Www2.inecc.gob.mx. 2018 [citado el 23 de abril de 2022]. Disponible en:
http://www2.inecc.gob.mx/publicaciones2/libros/710/pcrtiempo.pdf
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Genetic material present in the virion
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NS NDEO
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VAVAVAVY 4 P _/ %ﬁg RNA (+) son idénticos al RNAm
MRNA viral
)4\\ Pueden ser traducidos
@ @ Baltiinore Classification @ inmediatamente por el
System hospedador

proteins

Anexo 8.

Sistema de clasificacion Baltimore

Tomado de: Clasificacién de Baltimore [Internet]. microbioblog. 2022 [citado el 16 de mayo de 2022]. Disponible en: https://twitter.com/microbioblog/status/735202981830742016



Se excreta en diferentes fluidos
corporales

RNA en sangre es casi
indetectable después de |Ia
semana de la enfermedad

Anexo 9. Eliminacion del virus



El mosquito adulto puede vivir
hasta un mes.

Los mosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
gue contenga agua.

Las crisalidas viven en el agua.
Demoran entre 2 y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos

con capacidad para volar.

"N
LA
~7’

Cuando los huevos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacion, el cual puede
durar desde unos cuantos
dias hasta meses.

Las larvas viven en el agua.
Se convierten en crisalidas
en tan solo 5 dias.

Anexo 10. Ciclo de vida de mosquito Aedes aegypti

Tomado de: Pino Romero N, Wainer G. Un Modelo Computacional de la Transmision del Dengue por Autdmatas Celulares [Internet]. researchgate.net. 2019 [citado el 18 de mayo de 2022]. Disponible en:
https://www.researchgate.net/publication/338235429 _Un_Modelo_Computacional_de_la_Transmision_del_Dengue_por_Automatas_Celulares
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Debe sospecharse que una persona
tiene dengue cuando presenta una
fiebre elevada (40°C) acompafiado de
dos de los siguientes sintomas durante
la fase febril (2 a 7 dias)

- Cefalea muy intensa
- Dolor detras de los globos oculares
- Dolores musculares y articulares
- Nauseas
- VVomitos
- Agrandamiento de ganglios linfaticos
- Sarpullido

Anexo 11. Clasificacion del dengue segun la OMS

-

El paciente entra en lo que se denomina fase
critica por lo general de 3 a 7 dias después de
iniciarse la enfermedad.

Y

- Dolor abdominal intenso
- VVomitos persistentes
- Respiracion acelerada
- Hemorragias en encias o nariz
- Hepatomegalia
- Presencia de sangre en vomito o heces

Y

El dengue grave es una complicacion
potencialmente mortal porgque cursa
con extravasacion de plasma,
acumulacion de liquidos, dificultad
respiratoria, hemorragias graves o
falla organica.



-Deteccion La reacciodn se realiza en un solo
-Amplificacion tubo: Preparacién, amplificacion y
aptura del blanco deteccion
~.
Y
an Técnica
F Amplificaci isotérmi Luminémetro
Produce l
amplicones de RNA polimerasa
RNA Bafio de maria en
L lugar de un
. termociclador
Transcripiasa
reversa
) ) La enzima luciferasa
Mﬁ el glﬂddﬂ cataliza |a oxidacién de
intensic 2 un sustrato de protelna
bioluminiscencia luciferina que emite luz

Hace copias de
ADMc del acido
nucléico viral

l

Unidad de medida se conoce
como Unidades Relativas de Luz
(URL)

Anexo 12. Amplificaciéon mediada por Transcripcion (TMA)



Temperatura

Tener una Sar Se obtienen
secuencia del diferentes tipos de
gen de interés SEEELLETE Tamafio informacion

:

Bases de daios

De 17 a 20 pb Con distintos fluoréforos
MCEI, BLAST, - i i
( PRIMER 3) aproximadamente que emitan diferente
ER longitud de onda

TrA: Son més
dificiles de
desnaturalizar

Mo més de 4
nucleotidos
seguidos

_ Anexo 13. PCR en Tiempo Real

Fasz Inicial: primero 15
ciclos |a fluorescencia as
insuficiente

v

Fasz Exponencial:
abundante reactivo,
eficiencia cercana al 100%

\J

Fasz Lineal Reactivos
limitantes, presenta
decaimiento de la actividad
enzimaica

v

Fasa Estacionaria;
Amplificacion se detiene, se
agotan los componentes




Lugar de /\

union de
( antigenos
Parte variable: esta parte varia
de un anticuerpo a otro, segun
Parte qué antigeno sea el objetivo del
variable anticuerpo. El antigeno se
adhiere a la parte variable.
= — X
Parte constante: esta parte es
una de las cinco estructuras
distintas que determinan el tipo
de anticuerpo: IgG, IgM, IgD, IgE,
Parte .
o IgA. Caracteristico de cada
constante especie.

Interacciona con receptores
celulares

o

Anexo 14. Estructura basica en Y de los anticuerpos

Tomado de: Estructura basica en Y de los estudios - Manual MSD versién para publico general [Internet]. Manual MSD versidn para publico general. 2022 [citado el 6 de junio de 2022]. Disponible en:
https://www.msdmanuals.com/es-co/hogar/multimedia/figure/estructura-b%C3%A1sica-en-y-de-los-anticuerpos



Paso 1: Cebador promotor se une a la diana de ARN 1 m

e TRNA Target

Paso 2: La transcriptasa inversa crea una copia de ADN » mm _...+

de la diana de ARN +

Paso 3: Duplex ARN:ADN 3 m DNA
RMNA

RMAse H
Paso 4: Las actividades de RNAsa de la transcriptasa - Activities Resultado: Una
inversa degradan el ARN 4 DNA . .
+ amplificacion de mil

Paso 5: Cebador 2 se une al ADN vy la transcriptasa 5 o millones de veces
inversa crea una nueva copia de ADN s 1111111

HT = Primer 2

Paso 6: Plantilla de dsDNA con secuencia promotora & w DNA Template
— 1

F’rnmmer
Paso 7: ARN polimerasa inicia Primer Paso 12: Cebador promotor se une al
transcripcién del ARN a partir del moIde W m“ i ADN recién sintetizado y se repite
de ADN
100-1000 copies “ RBMA amplimer
Paso 8: Se producen entre 100 y 1000 5 Paso 11: Actividad RNAsa de Ia
. . — | ——
copias de amplicon de ARN Trans. Inversa degrada el ARN
RMAse H
& Activities
Paso 9: Cebador 2 se une a cada o T— 10 Paso 10: Duplex de ARN:ADN
amplicon de ARN y la Trans. Inversa crea - RT !P_'. ) W{Hﬂm
mrmer
una nueva copia de ADN -p

Anexo 15. Resumen esquematico de la tecnologia de amplificacion mediada por transcripcion (TMA)

Tomado de: Niesters HGM, van Leeuwen WB. Quantitative Isothermal Molecular Amplification Techniques. En: van Pelt-Verkuil E, van Leeuwen WB, te Witt R, editores. Molecular Diagnostics: Part 1: Technical Backgrounds and Quality
Aspects [Internet]. Singapore: Springer; 2019 [citado 14 de julio de 2021]. p. 321-37. Disponible en: https://doi.org/10.1007/978-981-13-1604-3_7



Unica mezcla en un mismo tubo

Material de partida: ARN mensajero V: Menor tiempo de preparacion,

%&% menor riesgo de contaminacion

D: menor sensibilidad, la RT
necesitara primers especificos.

Heversi li_"'_:r.
INSCNIRION
Se hacen reacciones
independientes
I:’qg;gtep @ V: Mayor sensibilidad, se
' gy conserva el ADNc
Reversa aFPCH
transcriptiol D: Mayor tiempo de
Es necesario hacer retrotranscripcion previa a la gPCR preparacién, mayor riesgo de
Se sintetizard cDNA a partir del Polimerasa solo puede usar de contaminacion.

ARN de las muestras molde al ADN

Anexo 16. One-Step RT-qPCR y Two-Step RT-gPCR

Tomado de: Choice of One-Step RT-qPCR or Two-Step RT-qPCR [Internet]. International.neb.com. 2022 [cited 7 June 2022]. Available from: https://international.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-
gpcr/choice-of-one-step-rt-qpcr-or-two-step-rt-gpcr



