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RESUMEN 
La presente tesis se encuentra dentro del marco del proyecto “Estudio de genomas 

de SARS-CoV-2 y su aplicación para el diseño de nuevos sistemas de diagnóstico 

aplicados a la región de Cusco” concedido a través del Convenio Nº 007-2020-

UNSAAC. En el presente trabajo se realizó la estandarización y validación de una 

SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR para el diagnóstico de COVID-19 en la región del 

Cusco, para este propósito se seleccionó un conjunto de cebadores dirigidos a los 

genes de la envoltura (E) y la nucleocápside (N) de SARS CoV-2; adicionalmente se 

diseñó 2 cebadores dirigidos al gen (E) utilizando la herramienta bioinformática 

primer3plus, los cebadores diseñados y seleccionados se analizaron utilizando la 

herramienta bioinformática oligoanalyzer, la estandarización de la SEMI-NESTED 

MULTIPLEX PCR se realizó utilizando una muestra de ARN sintético de SARS CoV-

2 y una muestra positiva para COVID-19. 

Posteriormente se realizó la validación de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 

analizando 152 muestras (39 positivas y 113 negativas), los valores de sensibilidad, 

especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) se 

calcularon comparando los resultados de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR con la 

prueba estándar de oro RT-qPCR, la concordancia entre la SEMI-NESTED 

MULTIPLEX PCR y la RT-qPCR se determinó calculando el coeficiente de kappa.  

La SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR obtuvo una sensibilidad de 92.31%, 

especificidad de 96.46%, VPP 90.00%, VPN 97.32%, el coeficiente de kappa fue de 

0.89 lo que indica una concordancia muy buena entre la SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR y la RT-qPCR, seguidamente se realizó la validación del cebador diseñado 

F_E26080 analizando 25 muestras positivas y 47 muestras negativas obteniendo una 

sensibilidad de 96%, especificidad de 97.8%, VPP 96%, VPN 98.83% y coeficiente de 

kappa de 0.93. Se consiguió estandarizar y validar una SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR que amplifique con éxito regiones de los genes E y N de SARS CoV-2 como una 

alternativa para el diagnóstico de la COVID-19 en la región del Cusco. 

Palabras clave: SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR, SARS CoV-2, PCR, COVID_19. 

 



II 
 

INTRODUCCIÓN 
El COVID-19 es una infección respiratoria aguda severa producida por el virus SARS-

CoV-2 perteneciente a la familia Coronaviridae, el COVID-19 fue declarado como 

pandemia en marzo del 2020 por la Organización Mundial de la Salud (WHO, 2020), 

el SARS CoV-2 forma parte de los siete coronavirus capaces de infectar al ser 

humano y se transmite mediante secreciones infectantes como las gotículas que se 

expulsan al momento de hablar, toser o estornudar. La rápida diseminación del virus 

puso en alerta los sistemas de salud de todo el mundo, particularmente en el Perú 

desde el inicio de la pandemia hasta el 26 de setiembre del 2022 se han registrado 4 

142 104 de casos positivos, el 5.2% de estos casos terminaron en defunciones 

confirmadas por COVID-19 (INS, 2022).  

A nivel regional según la Gerencia Regional de Salud Cusco se tienen 205 195 casos 

positivos, 2.6% de defunciones en la región, el total de muestras procesadas fue de 

1 197 187 de las cuales solo el 7.29 % fueron confirmados por pruebas moleculares 

desde el inicio de la pandemia hasta el 26 de setiembre del 2022 (GERESA-CUSCO, 

2022). El interés de este trabajo viene dado por la importancia del uso de pruebas 

moleculares para el diagnóstico de SARS-CoV-2, debido a su capacidad para detectar 

infecciones asintomáticas o con baja carga viral, las pruebas moleculares tienen un 

rol fundamental para la identificación oportuna del virus, la principal limitante que 

presenta la RT-qPCR es la poca accesibilidad que tienen los laboratorios a un 

termociclador de PCR en tiempo real por lo que el diagnóstico molecular se encuentra 

saturado y son pocas las personas que tienen acceso a una prueba molecular, lo que 

influye negativamente en la descentralización del diagnóstico. 

Según la organización mundial de la salud para que una muestra se considere positiva 

para SARS CoV-2 por diagnóstico molecular se debe amplificar dos regiones del 

genoma del virus, por lo tanto el presente trabajo pretende desarrollar una nueva 

prueba molecular basada en la SEMI-NESTED MULTIPLEX-PCR utilizando un 

conjunto de cebadores dirigidos a los genes E y N del virus SARS-CoV-2, de esta 

forma se pretende contribuir a la descentralización del diagnóstico en centros de salud 

de la región del Cusco que no cuenten con equipos especializados para realizar 

pruebas como la RT-qPCR. El diagnóstico acertado de infecciones producidas por 

SARS CoV-2 contribuye a la aplicación de estrategias que disminuyan transmisión e 
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incidencia del virus en la población, así como al tratamiento oportuno de la 

enfermedad. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Actualmente la pandemia de COVID 19 es una emergencia de salud pública, según 

la gerencia regional de salud en el departamento del Cusco, desde el inicio de la 

pandemia hasta setiembre del 2022 se realizaron 1 197 187 pruebas diagnósticas 

para SARS-CoV-2 de las cuales solo el 7.29% fueron pruebas moleculares (GERESA-

CUSCO, 2022). 

Para apoyar el diagnóstico y vigilancia epidemiológica se viene usando pruebas 

rápidas inmunocromatográficas, pero la aplicación de estas depende de la etapa de 

la infección que tiene el paciente al momento de ser empeladas por lo que aumenta 

el riesgo de obtener falsos negativos, asimismo no ofrecen un alto grado de 

sensibilidad y especificidad como las pruebas moleculares. 

La principal prueba molecular que se realiza tanto a nivel regional como a nivel 

nacional es la RT-qPCR pero la complejidad del equipo y el elevado costo de los 

reactivos que se necesita es una limitante que obliga a la centralización del 

diagnóstico molecular de COVID 19, debido a la gran demanda y la falta de 

equipamiento para realizar RT-qPCR, el diagnóstico molecular de COVID 19 se 

encuentra saturado por lo que se necesita una alternativa más accesible que 

contribuya descentralizar el diagnóstico molecular, por lo tanto se presenta a la SEMI-

NESTED MULTIPLEX-PCR como una alternativa más accesible para el diagnóstico 

de COVID 19. En base a lo expuesto generamos la siguiente interrogante: 

¿La SEMI-NESTED MULTIPLEX-PCR dirigida a los genes de la nucleocápside y la 

envoltura podría ser versátil para el diagnóstico de SARS-CoV-2? 
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JUSTIFICACIÓN 
Debido a la pandemia causada por el virus SARS CoV-2 se puso en evidencia la falta 

de acceso a pruebas moleculares para el diagnóstico de COVID 19 en la región del 

Cusco y a nivel nacional, la importancia de las pruebas moleculares viene dada por 

su elevada sensibilidad y especificidad, las pruebas moleculares son capaces de 

detectar infecciones asintomáticas y con baja carga viral que podrían contribuir a la 

propagación del virus, en base a lo expuesto se evidencia la necesidad de una prueba 

molecular altamente sensible y de mayor acceso para los centros de salud  de la 

región del Cusco. 

En el presente trabajo se desarrolló una SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR utilizando 

cebadores dirigidos a los genes E y N del virus SARS-CoV-2, este método utiliza más 

de dos cebadores y consiste en una amplificación inicial seguida de una segunda 

amplificación utilizando cebadores internos ubicados dentro del primer segmento 

amplificado, esta segunda amplificación le añade mayor sensibilidad a la técnica en 

comparación con otros tipos de PCR. la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR representa 

una alternativa más accesible que la RT-qPCR debido a que utiliza un termociclador 

convencional y reactivos de menor costo. 

Para contribuir con la vigilancia epidemiológica y descentralización del diagnóstico 

molecular del COVID-19, el presente trabajo propone a la SEMI-NESTED 

MULTIPLEX PCR como una prueba molecular alternativa y de mayor acceso para 

tener resultados oportunos y confiables en la detección del virus SARS CoV-2. 
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OBJETIVOS DE ESTUDIO 
Objetivo general: 

● Validar una SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR para el diagnóstico de la COVID-

19 producida por SARS-CoV-2, en la región del Cusco. 

Objetivos específicos: 

● Diseñar y seleccionar cebadores dirigidos a la amplificación de fragmentos de 

los genes E y N, utilizando secuencias del genoma del virus SARS-CoV-2 

reportados en el NCBI. 

● Estandarizar la técnica de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR para la 

amplificación de fragmentos de los genes E y N del virus SARS-CoV-2. 

● Determinar el límite de detección de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR. 

● Determinar el valor diagnóstico de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR y la 

concordancia con la RT-qPCR.   
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HIPÓTESIS 
La SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR detecta al virus SARS CoV-2 y tiene una muy 

buena concordancia con la RT-qPCR. 

Variables Independientes  

● Cebadores seleccionados y diseñados. 

● Concentración de los cebadores. 

● Concentración de ADN polimerasa 

● Temperatura de hibridación de los cebadores en la reacción de SEMI-NESTED 

MULTIPLEX PCR. 

● Cantidad de muestra a amplificar. 

 

Variables Dependientes  

● Tamaño de los productos de amplificación de la SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR. 

● Número de copias/reacción detectadas. 

● Sensibilidad. 

● Especificidad. 
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CAPITULO I  

MARCO TEÓRICO Y CONCEPTUAL 

1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES. 
La Rosa et al. (2021). Describieron un ensayo de RT-PCR anidado capaz de 

identificar las variantes Alfa, Beta, Gamma y Delta de SARS CoV-2 en Italia. 

Diseñando cebadores específicos dirigidos a las mutaciones en el gen de la 

espícula (S), analizaron 31 muestras clínicas fueron obtenidas por hisopado 

(7 fueron secuenciadas mientras que las 24 restantes no estaban 

caracterizadas), identificaron exitosamente el 93% de las muestras 

procesadas (29 muestras), concluyendo que los ensayos de PCR anidados 

son una buena alternativa para la identificación rápida de variantes de SARS 

CoV-2 en muestras con baja cantidad y calidad de ARN. 

Corman et al. (2020). En Inglaterra desarrollaron un protocolo de RT-PCR en 

tiempo real utilizando grupos de cebadores diseñados a partir de los genes 

RdRp, E, y N. Determinaron que para trabajos de rutina es recomendable la 

amplificación del gen E seguido de una prueba de confirmación mediante la 

amplificación del gen RdRp, establecieron que el límite de detección de los 

conjuntos de cebadores fue de 5,2 copias/reacción para el gen E y 3,8 

copias/reacción para el gen RdRp. 

Ishige et al. (2020). En Japón desarrollaron una metodología de RT-PCR 

MULTIPLEX en tiempo real utilizando cebadores diseñados a partir del gen E 

(E_Sarbeco) específico del sarbecovirus, el gen N (NIID-N) específico del 

SARS-CoV-2 y el gen ABL1 humano como control interno. Determinaron que 

NIID-N y E_Sarbeco son una buena combinación para detectar dos regiones 

del genoma del SARS-CoV-2 con alta sensibilidad. Recomendaron el uso del 

gen ABL1 humano como control interno sobre otros genes como ACTB y 

GAPDH de Homo sapiens, debido a que estos últimos se expresan más 

abundantemente que ABL1, y en PCR múltiplex esto podría reducir la 

sensibilidad de la prueba. Resaltaron también que la sensibilidad de la PCR 

se ve afectada por factores como el método de extracción de ácidos nucleicos, 

los reactivos de RT-PCR de un solo paso y los conjuntos de cebadores y 

sondas. 
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Park et al. (2020). En República de Corea desarrollaron una serie de 

protocolos de PCR basados en la PCR convencional, qPCR, PCR 

MULTIPLEX y qPCR MULTIPLEX, utilizando cebadores diseñados a partir de 

los genes diana (RdRP, N, E y S) de Sars CoV-2. Para el control de 

amplificación del ADNc diseñaron cebadores a partir de los genes ACTB, TBP, 

ARNr 18S y GAPDH de Homo sapiens. Para evaluar la precisión y eficacia de 

los cebadores realizaron una PCR usando 5 ng de ADNc de SARS-CoV-2 y 

una temperatura de hibridación creciente de 50 °C a 65 °C en base a las Tm 

de cada juego de cebadores.  

Concluyendo que los cebadores diseñados deben ser optimizados para evitar 

resultados falsos positivos y que los protocolos basados en la qPCR permiten 

ver la amplificación de la reacción en tiempo real, pero requiere un 

termociclador más costoso mientras que los protocolos basados en PCR 

convencional son de mayor acceso y fácil disponibilidad, pero requieren 

adicionar un paso de electroforesis en gel. 

Yip et al. (2020). Desarrollaron dos protocolos de Single-tube nested RT-PCR 

(STN RT-PCR) en tiempo real para la detección de Sars CoV-2 en la 

República Popular China, utilizaron cebadores diseñados a partir de los genes 

RdRp / Hel (STN COVID-19-RdRp/Hel) y del gen N (STN COVID-19-N). Entre 

108 muestras que dieron negativo para ensayos COVID-19-RdRp/Hel no 

anidado, 28 muestras dieron positivo para SARS-CoV-2 cuando fueron 

sometidas a los ensayos anidados STN COVID-19-RdRp/Hel o STN COVID-

19-N. Para evaluar el rendimiento de los ensayos STN crearon 4 grupos de 

50 muestras cada uno, cada grupo estaba conformado por 1 muestra positiva 

de baja carga viral y 49 muestras negativas, donde, el ensayo COVID-19-

RdRp/Hel no anidada logró detectar la muestra positiva en sólo uno de los 4 

grupos, mientras que ambos ensayos STN lograron detectar la muestra 

positiva en dos de los 4 grupos de muestras. Concluyeron que los ensayos de 

RT-PCR en tiempo real se ven limitados por muestras que poseen carga viral 

baja, esta limitante puede ser superada con la alta especificidad y sensibilidad 

que ofrece la PCR anidada (nested PCR). 
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Wang et al. (2020). En la República Popular China desarrollaron un nuevo 

ensayo de RT-PCR en tiempo real anidado de un solo paso basado en el ácido 

nucleico bloqueado (OSN-qRT-PCR) para la detección de SARS CoV-2 

dirigido a los genes ORF1ab y N. Evaluaron el rendimiento del ensayo OSN-

qRT-PCR en 181 muestras, donde, la RT-PCR en tiempo real detectó 25 

positivas, mientras que el ensayo OSN-qRT-PCR detectó 39 positivas. 

Concluyendo que la RT-PCR en tiempo real puede dar resultados falsos 

negativos que pueden ser detectados gracias a la mayor sensibilidad de la 

PCR anidada. 

Nalla et al. (2020). En los Estados Unidos de América realizaron una 

comparación de los ensayos de detección de SARS-CoV-2 utilizando siete 

juegos de cebador-sonda diferentes, denominados: N-gen, RdRp, E-gen 

Corman, CDC N1, CDC N2, CDC N3 y RdRp UW. Para todos los conjuntos 

de cebador-sonda, realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real usando el 

kit AgPath-ID One Step RT-PCR. Concluyeron que, si bien todos los ensayos 

fueron altamente específicos, los que utilizan los conjuntos de sonda-cebador 

de CDC N2 y E- gen Corman son más sensibles que el resto. 

Reina & Suarez. (2020). En España evaluaron la capacidad de detección del 

SARS-CoV-2 mediante la amplificación de los genes N, RdRp y E por RT-PCR 

en tiempo real, realizaron la toma de muestra a 200 pacientes positivos para 

SARS-CoV-2 al inicio y al final de la infección, y evidenciaron que, al inicio de 

la infección, la amplificación de los genes E y RdRp es mayor a la del gen N, 

pero, estos papeles se invierten en etapas finales de la infección, donde la 

amplificación del gen N es mayor a la de los genes E y  RdRp, Reina & Suarez 

sugieren que en la cinética replicativa del SARS-CoV-2 la disminución de la 

detección del gen RpRd indica la perdida de la capacidad replicativa del virus 

en etapas finales de la infección mientras que el incremento en la detección 

del gen N se debe a restos de virus no viables. 
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1.2. GENERALIDADES 

1.2.1. CORONAVIRUS TIPO 2 DEL SÍNDROME RESPIRATORIO AGUDO 
SEVERO (SARS COV-2). 
Según la Organización Mundial de la Salud, el SARS-CoV-2, forma parte de 

los siete coronavirus capaces de infectar al hombre, en comparación con los 

coronavirus HCoV-HKU1, HCoV-NL63, HCoV-229E y HCoV-OC43 que 

producen infecciones leves, el SARS-CoV-2, MERS-CoV y SARS-CoV-1 

además de ser de origen zoonótico son mucho más virulentos que el resto de 

coronavirus. 

1.2.2. Ubicación taxonómica. 
La familia Coronaviridae está conformada por los géneros: Alfacoronavirus, 

Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus, estos virus poseen 

ARN de cadena simple y sentido positivo, además pueden causar infecciones 

digestivas, hepáticas, respiratorias con un grado de virulencia variable en 

diversas especies animales incluyendo al hombre, entre los virus de la familia 

Coronaviridae destaca el coronavirus asociado al síndrome respiratorio agudo 

severo (SARS-CoV) y el coronavirus del síndrome respiratorio del Medio 

Oriente (MERS-CoV), ambos pertenecientes al género Betacoronavirus 

(Cortés, 2020), desde el 2020 el Comité Internacional De Taxonomía De Virus 

ha incluido al SARS CoV-2 en el género de los Betacoronavirus. 

Ubicación taxonómica del SARS CoV-2 según el Comité Internacional De 

Taxonomía De Virus (ICTV, 2020). 

Reino: Orthornavirae 

Phylum: Pisuviricota 

Clase: Pisoniviricetes 

Orden: Nidovirales 

Suborden: Cornidovirineae 

Familia: Coronaviridae 

Subfamilia: Orthocoronavirinae 

Género: Betacoronavirus 

Subgénero: Sarbecovirus 

Especie: SARS CoV-2 
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1.2.3. Estructura del SARS CoV-2. 
El virión de SARS CoV-2 mide de 60nm a 140nm de diámetro y presenta 

espigas de 9nm a 13nm de longitud (Zhu et al., 2020), las principales proteínas 

estructurales son: la proteína de membrana, la proteína de la espiga y la 

proteína de la envoltura, estas proteínas se encuentran en la envoltura externa 

conformada por una bicapa de fosfolípidos donde se encuentra insertada la 

nucleocápside que encierra el genoma viral, la estructura del virión de SARS 

CoV-2 se muestra en la figura 1 (Pastrian, 2020).  

 
Nota. Obtenido de “SARS-CoV-2: generalidades, origen y avances en el tratamiento”, de 

Santos et al, 2020. 

1.2.4. Genoma del SARS CoV-2. 
El genoma de SARS CoV-2 mide cerca de 27 000 y 30 000 pb, en el extremo 

5’ presenta un capuchón metilado y una cola poli A en el extremo 3’ semejante 

al ARN mensajero eucariota, la proteína no estructural ARN polimerasa 

dependiente de ARN (RdRp) se encuentra codificada en los dos primeros 

tercios del genoma por los ORF1a y ORF1b, mientras que las proteínas 

estructurales de membrana (M), spike (S), nucleocápside (N) y envoltura (E) 

se encuentran codificadas en el último tercio del genoma junto a otras proteínas 

Figura 1.  

Estructura del virión de SARS CoV-2. 
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accesorias como la proteína 7a y Hemaglutinina Esterasa (HE), el esquema 

del genoma de SARS CoV-2 se presenta en la figura 2 (Pastrian, 2020). 

 
Nota. Obtenido de “SARS coronavirus 2: from genoma to infectome”, de Rastogi et al., (2020). 

1.2.5. Ciclo de replicación de SARS-CoV-2. 
La proteína de la espiga del SARS CoV-2 interacciona con la enzima 

convertidora de la angiotensina 2 (ECA2), debido a esto se presentan cambios 

estructurales que posibilitan la unión de la membrana viral que ingresa a la 

célula del hospedero por endocitosis, una vez el virión se encuentra en el 

citoplasma libera el genoma viral, los ribosomas traducen el genoma de SARS 

CoV-2 dando origen al complejo proteico llamado ARN polimerasa 

dependiente de ARN (RdRp) el cual está conformado por una variedad de 

proteínas no estructurales, el RdRp replica el ARN genómico del virus para la 

progenie y transcribe el ARM mensajero del SARS CoV-2 para dar origen a las 

proteínas estructurales que conforman al virión (Saltigeral & León, 2020), el 

mecanismo de infección y replicación del SARS CoV-2 se representa en la 

figura 3. 

Figura 2.  

Esquema del genoma de SARS CoV-2. 



13 
 

Nota. Adaptado de “Mecanismo de infección por coronavirus y ciclo de replicación.”, de Acter 

et al. (2020). 

  

Figura 3.  

Infección y replicación del SARS CoV-2. 
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1.2.6. Variantes del SARS-CoV-2. 
La organización mundial de la salud (WHO, 2021), ha clasificado las variantes 

del SARS-CoV-2 en dos grupos: 

1.2.6.1. Variantes de interés (VOI) 
Se caracterizan por cambios genéticos que según se pronostica podrían 

alterar propiedades del virus como transmisión, gravedad de la infección, 

escape inmunológico, del diagnóstico u otros factores epidemiológicos que 

indiquen un riesgo para la salud pública. Las variantes del SARS-CoV-2 

que se clasifican como VOI se presentan en la tabla 1 (WHO, 2021). 

Tabla 1.  

Variantes de interés de SARS-CoV-2. 

Etiqueta 
OMS 

Pango 
linajes 

Primeras muestras 
documentadas 

Fecha de 
designación 

Eta B1.525 Varios países, diciembre 

del 2020 

17 de marzo del 

2021 

Iota B..526 Estados Unidos de 

América, noviembre del 

2020 

24 de marzo del 

2021 

Kappa B.1.617.1 India, octubre del 2020 4 de abril del 

2021 

Lambda C.37 Perú, diciembre del 2020 14 de junio de 

2021 

Mu B.1.621 Colombia, enero del 

2021 

30 de agosto 
del 2021 

 

1.2.6.2. Variantes de preocupación (VOC) 

Son variantes de SARS-CoV-2 previamente clasificadas como VOI que tras 

ser evaluadas han demostrado tener relación con el aumento de la 

transmisión, gravedad de la infección. Como consecuencia se observa una 

disminución de la eficiencia de tratamientos, vacunas o medidas sociales. 

Hasta el 6 de julio del 2021 se tienen 6 variantes de SARS-CoV-2 

clasificadas como VOC, las cuales se detallan en la tabla 2 (WHO, 2021). 
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Tabla 2.  

Variantes de preocupación de SARS-CoV-2. 

Etiqueta 
OMS 

Pango 
linajes 

Primeras muestras 
documentadas 

Fecha de 
designación 

Alpha B.1.1.7 Reino Unido, septiembre 
2020 

17 de marzo del 
2021 

Beta B.1.351  
B.1.351.2 
B.1.351.3 

Sudáfrica,   
mayo 2020 

24 de marzo del 
2021 

Gamma P.1  
P.1.1 
P.1.2 

Brasil,   
noviembre 2020   

4 de abril del 2021 

Delta B.1.617.2 
AY.1 
AY.2 

India, octubre 2020 14 de junio de 2021 

Omicrón B.1.1.529 Varios países, noviembre 
2021 

26 de noviembre 
del 2021 

  

1.2.7. Epidemiología del SARS-CoV-2 en el Perú y la región del Cusco 
Según cifras del ministerio de salud MINSA-PERÚ desde el inicio de la 

pandemia hasta el 26 de setiembre del 2022 se han muestreado a un total de 

35 092 019 de personas, de las cuales se tiene registrado 4 142 104 casos 

sintomáticos positivos para SARS-CoV-2 con 216 526 defunciones (Ministerio 

De Salud-MINSA, 2022). 

Según la Gerencia Regional de Salud Cusco se ha registrado un total de 205 

195 casos positivos con una tasa de letalidad de 2.25 %, la distribución espacial 

por número de casos en la región del Cusco se muestra en la figura 4 (MINSA-

dirección general de epidemiologia, 2022). 
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Nota. Adaptado de Distribución temporal y espacial de los casos de covid-19 en Cusco, de 

Dirección general de epidemiologia (2022). 

1.2.7.1. Transmisión 

La organización mundial de salud señala que, según los datos científicos 

actuales el SARS-CoV-2 se transmite de una persona a otra mediante 

contacto directo, indirecto o cercano, principalmente por secreciones 

infectantes como las goticulas que se expulsan cuando una persona habla, 

canta, tose o estornuda en espacios cerrados con muy poca ventilación 

(WHO, 2020). 

1.2.7.2. Periodo de incubación 

Las manifestaciones clínicas de personas infectadas con SARS CoV-2 

varían y pueden ir desde infecciones asintomáticas, con síntomas leves o 

hasta muy graves. Los principales síntomas que aparecen son: fiebre, 

fatiga, tos, dificultad para respirar, escalofríos, dolor de garganta, náuseas, 

dolor de cabeza, perdida de olfato y gusto, los síntomas se presentan entre 

el día 2 y 14 después de la exposición (CDC, 2021). 

Figura 4.  

Distribución espacial de casos COVID en Cusco. 
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El SARS CoV-2 se encuentra en las vías respiratorias superiores hasta 3 

días después de presentarse los síntomas posteriormente la presencia del 

virus disminuye gradualmente. 

1.2.7.3. Variantes circulantes en la región del Cusco  

Hasta julio del 2022 el Instituto Nacional de Salud del Perú ha realizado el 

secuenciamiento 17120 genomas de SARS CoV-2 clasificadas como VOC 

y 4101 genomas clasificados como VOI, las variantes de SARS CoV-2 que 

circulan en el territorio nacional son: 

Variantes de interés (VOI). Lambda y Mu. 

Variantes de preocupación (VOC). Gamma, Delta, alfa y ómicron. 

En la región del Cusco se observa la predominancia de la variante lambda 

con 179 muestras y Delta con 143 muestras. La variante de interés lambda 

y la variante de preocupación Delta son las más abundantes tanto a nivel 

regional como nacional tal como muestra la tabla 3. (INS, 2022). 
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Tabla 3.  
Muestras secuenciadas por regiones del Perú hasta el mes de julio del 2022. 

CLASIFICACIÓN Variantes de Preocupación Variantes de Interés Variantes bajo 
seguimiento  total 

REGIÓN ALFA DELTA GAMMA OMICRON Total LAMBDA MU Total IOTA Total  
Amazonas 0 102 53 119 274 90 2 92 0 0 366 
Ancash 0 222 26 322 572 175 4 179 0 0 751 
Apurimac 0 128 64 235 428 102 1 103 0 0 531 
 
Arequipa 0 155 91 302 548 431 6 437 0 0 985 
Ayacucho 1 161 21 116 299 138 16 154 0 0 453 
Cajamarca 0 343 79 310 734 187 34 221 0 0 955 
Callao 0 216 44 137 398 61 8 69 2 2 469 
Cusco 0 143 48 477 670 179 1 180 0 0 850 
Huancavelica 0 58 13 96 167 35 1 36 0 0 203 
Huanuco 0 122 50 124 296 107 1 108 0 0 404 
Ica 0 268 39 199 506 105 8 113 0 0 619 
Junin 1 272 61 340 674 163 8 171 0 0 845 
La libertad 0 212 48 195 455 169 8 177 1 1 633 
Lambayeque 0 296 65 140 502 115 7 122 0 0 624 
Lima 3 1738 484 4430 6680 814 107 921 1 1 7602 
Loreto 0 19 238 107 365 10 0 10 0 0 375 
Madre de Dios 1 90 25 203 319 147 11 158 0 0 477 
Moquegua 0 129 22 157 308 129 11 140 1 1 449 
Pasco 0 148 40 91 279 72 0 72 0 0 351 
Piura 1 392 25 515 938 143 1 144 3 3 1085 
Puno 1 33 6 52 92 58 0 58 0 0 150 
San Martin 0 78 160 53 291 86 1 87 0 0 378 
Tacna 0 288 29 286 604 157 6 163 0 0 767 
Tumbes 11 125 21 122 279 121 8 129 0 0 408 
Ucayali 0 104 105 211 421 57 0 57 0 0 478 
TOTAL 19 5842 1857 9339 17100 3851 250 4101 8 8 21208 
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1.3.  PRUEBAS RAPIDAS PARA EL DIAGNÓSTICO DE COVID 19. 

1.3.1.  Pruebas rápidas COVID IgM/IgG. 
Las pruebas rápidas COVID IgM/IgG son ensayos cualitativos que se 

sustentan en la detección de anticuerpos IgM e IgG contra SARS CoV-2, dichos 

anticuerpos se detectan en muestras de sangre, suero o plasma, el casete 

contiene antígenos específicos que reaccionan con los anticuerpos presentes 

en la sangre, para que se forme el complejo antígeno-anticuerpo la muestra se 

desplaza por una membrana de nitrocelulosa hasta encontrarse con las bandas 

que contienen anti IgG e IgM humana, la interpretación de los resultados se 

muestra en la figura 5 (INS, 2020). 

Nota. Obtenido de Instituto nacional de salud (2020). 

  

Figura 5.  

Interpretación de resultados de las pruebas rápidas inmunocromatográficas. 
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1.3.2.  Prueba rápida para la detección de antígenos de SARS CoV-2. 
Por lo general las pruebas rápidas para la detección de antígeno de SARS 

CoV-2 se basan en la inmunodetección tipo sándwich, se utiliza un casete de 

plástico que contiene una matriz de nitrocelulosa, donde se encuentran 

anticuerpos específicos dirigidos principalmente al antígeno de la 

nucleocápside del virus, generalmente se aplica cuando el virus se encuentra 

en las vías respiratorias superiores, entonces la muestra es obtenida por 

hisopado nasal. Una vez obtenida la muestra los resultados pueden 

interpretarse entre los 10 y 30 minutos después de ser aplicada en el casete 

dependiendo de las instrucciones del kit (WHO, 2021). 

1.4. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 
La reacción en cadena de la polimerasa es una reacción enzimática in vitro 

que amplifica millones de veces una secuencia específica de ADN durante 

varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. 

Los elementos importantes en la reacción son el templado o molde (ADN o 

ADNc), la enzima ADN polimerasa, los oligonucleótidos o primers en 

concentraciones de 0.1 a 0.5 mM, los desoxirribonucleótidos trifosfatados 

(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina) de 0.2 a 1mM, el ión magnesio 

(Mg +2) en concentraciones entre 0.5 a 2.5 mM, una solución amortiguadora o 

buffer y H2O. Todos estos elementos interactúan en tres etapas principales de 

las que se compone la PCR: desnaturalización, hibridación y extensión (Bolivar 

& Rojas, 2014). 

Los equipos en donde se realiza la reacción son llamados termocicladores, los 

cuales están diseñados para establecer un sistema homogéneo en donde las 

condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno 

de los ciclos. Al final de la reacción, para corroborar si se amplificó la secuencia 

blanco de interés, los productos de la PCR o también llamados amplicones son 

analizados en geles de agarosa para confirmar si la reacción fue exitosa 

(Tamay de Dios, et al. 2013). 
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1.5. VARIANTES DE LA PCR. 

1.5.1. PCR en tiempo real. 
La PCR en tiempo real es una modificación de la PCR convencional, la 

principal ventaja de esta técnica viene dada por la detección de los productos 

amplificados que se da en cada ciclo de amplificación, también es posible 

cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, por lo tanto, no es necesario 

realizar una electroforesis en gel de agarosa como en la PCR convencional. 

Cuando la plantilla es ADN propiamente dicho se denomina qPCR, pero 

cuando la plantilla es ARNm, se requiere un paso adicional de transcripción 

reversa del ARN para obtener ADNc adoptando la denominación de RT-qPCR 

(Tamay de Dios et al., 2013). 

La observación de los amplicones se da mediante la detección de:  

Agentes intercalantes principalmente SYBR Green que presentan afinidad 

por el ADN y emiten fluorescencia al unirse a la doble cadena, la fluorescencia 

emitida es proporcional al amplicón obtenido en cada ciclo. 

Sondas específicas. Están basadas en el principio Flourescence Resonance 

Energy Transfer (FRET) que consiste en la transferencia energética entre un 

donador y un aceptor que cuando se aproximan emiten fluorescencia a 

diferente longitud de onda, el aceptor absorbe la fluorescencia del donador y 

al separarse dicha fluorescencia es captada por el fotodetector. Los sistemas 

de detección son por sondas de hidrólisis, sondas de hibridación y sondas de 

horquilla. 

El valor Ct (Cycle threshold) o ciclo umbral, es el número de ciclos de PCR a 

partir del cual la señal de fluorescencia es detectable, el valor Ct indica cuantos 

ciclos son necesarios para detectar el ADN. Entre mayor sea la cantidad de 

ADN en la muestra el valor Ct será menor. 

Según la Organización Mundial de la Salud (2020), para diagnosticar una 

muestra como positiva para SARS CoV-2 la amplificación debe ir dirigida a dos 

regiones diferentes del genoma, los principales genes diana son N, E, S y 

RdRp. 
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1.5.2. NESTED PCR. 
La Nested PCR es una modificación de la PCR convencional, la principal 

ventaja que presenta este método es el aumento de sensibilidad y 

especificidad de la PCR, se utiliza principalmente cuando se amplifica ADNc 

de un ARNm presente en muy baja cantidad, generalmente en una muestra 

clínica que contiene diferentes tipos de células (Sambrook & Russel, 2012). 

La Nested PCR se basa en dos amplificaciones sucesivas, donde, la primera 

reacción de amplificación se realiza utilizando cebadores externos, el producto 

resultante de la primera reacción de amplificación es utilizado como plantilla de 

ADN para una segunda amplificación, la segunda amplificación utiliza 

cebadores internos complementarios a secuencias que se encuentran dentro 

del primer segmento amplificado, este proceso se muestra en la figura 6.  

Figura 6.  

Representación gráfica de la Nested PCR. 

 
En la SEMI-NESTED-PCR el cebador forward de la primera PCR es utilizado 

de igual manera en la segunda amplificación, se utiliza un cebador reverse 

diferente al de la primera PCR para obtener un producto de menor tamaño que 

el de la primera PCR. 

1.6. DISEÑO DE CEBADORES 
Según Sambrook & Russel (2012), los cebadores óptimos deben cumplir con 

ciertas características tales como un contenido de CG entre 40 y 60%, los 

cebadores deben tener una longitud entre 18 y 30 pb debido a que una longitud 

inferior a 18 nucleótidos tiende a unirse de forma inespecífica al ADN molde y 

una longitud mayor a 30 nucleotidos tiende a formar estructuras secundarias 

como bucles u horquillas, Sambroock & Russel (2012) indican que la 
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Temperatura de melting (Tm) también no debe diferir en más de 3ºC entre los 

cebadores  

Park et al., (2020), sugieren que como primer paso para el diseño de 

Cebadores se debe seleccionar la secuencia diana a amplificar, como segundo 

paso se debe verificar in silico el cebador para descartar la formación de 

estructuras secundarias, para estimar la tendencia que tienen los cebadores a 

formar estructuras secundarias se debe calcular el valor de la energía libre de 

Gibbs siendo así que un valor cercano a 0 indica que la formación de 

estructuras secundarias no ocurrirá de forma espontánea, como tercer y último 

paso se debe optimizar experimentalmente la temperatura de hibridación de 

los cebadores entre 50 y 65 ºC. 

1.7. VALIDACION DE PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS. 
Según Márquez et al. (2015) La validación de las pruebas diagnósticas debe seguir 

varias etapas, dentro de las que se encuentran las siguientes:  

Etapa 1. Determinación de las características analíticas: En este paso se 

determina la especificidad analítica, que permite separar el analito buscado y los 

componentes de la muestra, y la sensibilidad analítica (límite de detección). la 

detección directa puede ser el número de copias del genoma. 

Etapa 2. Determinación de las características diagnósticas: En esta etapa se 

realiza una validación retrospectiva, en este caso la muestra contiene una 

representación adecuada del espectro del proceso que se diagnostica. Este diseño 

puede evaluar la capacidad discriminativa. Los valores de sensibilidad y especificidad 

diagnósticas son los parámetros más importantes en la validación de la prueba. Estas 

estimaciones son la base para el cálculo de otros parámetros utilizados para sacar 

conclusiones sobre los resultados de las pruebas (por ejemplo, los valores predictivos 

de los resultados positivos y negativos de las pruebas). 

Etapa 3. Determinación de la Reproducibilidad: Este estudio se lleva a cabo en 

sujetos todavía sin diagnosticar, constituyendo una cohorte que, tras la realización de 

la prueba a validar, se sigue hasta alcanzar el diagnóstico definitivo por otros medios.  

Según Carnero (2005) al terminar la validación de Fase 3, suponiendo que las 3 fases 

se hayan superado satisfactoriamente, la prueba puede considerarse “validada para 
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el propósito inicial deseado”. El que se mantenga esta designación depende de si se 

lleva a cabo un seguimiento continuo del rendimiento de la prueba para asegurar que 

se conservan las características de rendimiento tal como se definieron durante la 

validación. 

Según el ❝Documento técnico: lineamientos de validación de procedimientos 

diagnósticos del SARS CoV-2❞ emitido por el INS (2020), los estudios para determinar 

el desempeño de un procedimiento diagnóstico son: 

A. Los estudios de validación de desempeño analítico 

B. Los estudios de validación del desempeño clínico.  

Los estudios de validación del desempeño analítico evalúan la capacidad de un 

procedimiento diagnóstico para detectar o medir un analito en particular, entre los 

parámetros que se evalúan se encuentra la sensibilidad analítica que se entiende 

como la cantidad o concentración mínima de sustancia que puede ser detectada con 

fiabilidad. 

Los estudios de validación de desempeño clínico evalúan la capacidad del método o 

procedimiento para producir resultados que estén correlacionados con una condición 

en una población objetivo y usuario previsto, los parámetros que se evalúan son: 

Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo. 

El número recomendado de muestras a analizar para la validación analítica del 

procedimiento es 150, de las cuales 50 (mínimo de 25) son positivas a la prueba de 

referencia y 100 (mínimo de 50) son negativas a la prueba de referencia. 

1.8. VALOR DIAGNOSTICO DE UNA PRUEBA 
Según Santabárbara (2016). la evaluación de una prueba diagnóstica se debe realizar 

comparando los resultados con un patrón de referencia el cual es una prueba de 

eficacia conocida denominada estándar de oro, la relación entre el resultado de una 

prueba diagnóstica y la presencia o ausencia de la enfermedad se realiza en base a 

la tabla 4. 
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Tabla 4.  

Análisis de una prueba diagnóstica. 

 

Verdadero diagnóstico 

Patrón de referencia 
 

enfermo sano TOTAL 

Prueba 
diagnóstica 

positivo 
Verdadero 

positivo 

(VP) 

Falso positivo 

(FP) 
VP+FP 

negativo 
Falso 

negativo 

(FN) 

Verdadero 
negativo 

(VN) 
FN+VN 

 TOTAL VP+FN FP+VN VP+FN+FP+VN 

Nota. Relación de una prueba diagnóstica y la presencia o ausencia de la enfermedad.  

Donde: 

Verdadero positivo (VP): La enfermedad está presente y la prueba lo clasifica como 

positivo. 

Falso positivo (FP): La enfermedad no está presente y la prueba lo clasifica como 

positivo. 

Verdadero negativo (VN): La enfermedad no está presente y la prueba lo clasifica 

como negativo. 

Falso negativo (FN): La enfermedad está presente y la prueba lo clasifica como 

negativo. 

En ese sentido las condiciones exigibles para determinar la validez de una prueba 

diagnóstica son: 

1.7.1. Validez interna  
La validez interna es el grado en que una prueba diagnóstica clasifica correctamente 

a los individuos enfermos y sanos, la validez interna de la prueba diagnóstica está 

determinada por la sensibilidad y especificidad. 

Sensibilidad: Es la probabilidad que tiene la prueba de clasificar a un individuo 

enfermo con un resultado positivo. 
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Sensibilidad 

𝑆𝑒 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑁
 

Especificidad: Es la probabilidad que tiene la prueba de clasificar a un individuo sano 

con un resultado negativo. 

Especificidad 

𝐸𝑠 =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑃
 

 

1.7.2. Validez externa 
La validez externa se refiere al grado en que los resultados de una prueba diagnóstica 

pueden generalizarse a otros grupos de estudio o poblaciones, la validez externa está 

determinada por el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo. 

Valor predictivo positivo: Se define como la probabilidad de que un individuo 

presente la enfermedad si obtuvo un resultado positivo en la prueba. 

Valor predictivo positivo 

𝑉𝑃𝑃 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑃
 

 

Valor predictivo negativo: Se define como la probabilidad de que un individuo no 

presente la enfermedad si obtuvo un resultado negativo en la prueba. 

Valor predictivo negativo 

𝑉𝑃𝑁 =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑁
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CAPITULO II  

MATERIALES Y METODOS. 
La realización del presente estudio se encuentra enmarcado dentro del proyecto de 

investigación “Estudio de genomas de SARS-CoV-2 y su aplicación para el diseño de 

nuevos sistemas de diagnóstico aplicados a la región de Cusco”, concedido por el 

Vicerrectorado de investigación a través del Convenio Nº 007-2020-UNSAAC, y en el 

cual participan diversas instituciones como son la Gerencia Regional de Salud de 

Cusco, el Instituto Nacional de Salud de Perú, la Universidad Autónoma del Estado 

de Morelos (México), la Universidad de La Laguna (España), la empresa Nertalab 

(España), la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Lima) y la Universidad Nacional 

de San Antonio Abad del Cusco. La realización de los estudios cuenta con la 

aprobación del director de la Gerencia de Salud de Cusco, y con la aprobación del 

Comité de Bioética Institucional en investigación de la UNSAAC.  

Las 152 muestras empleadas en el presente estudio han sido proporcionadas por el 

laboratorio de biología molecular para el diagnóstico de COVID-19 de la GERESA 

como parte del diagnóstico realizado a las personas con síntomas o sin ellos, bajo 

orden médica y han acudido a realizarse a los diferentes centros de salud de la región. 

2.1. TIPO DE INVESTIGACIÓN. 
La presente investigación fue de tipo experimental. 

2.2. ÁREA DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE PACIENTES. 
Las 152 muestras utilizadas en el presente trabajo de investigación fueron obtenidas 

y procesadas de acuerdo a los protocolos de la GERESA-CUSCO, el diagnóstico por 

biología molecular (RT-qPCR) fue realizado por los profesionales de la salud del 

laboratorio de Biología Molecular del centro de salud de Accamana (San Jerónimo, 

Cusco), siguiendo los protocolos estándar de diagnóstico de SARS-CoV-2, la 

extracción de ARN fue realizada por el personal de salud de la GERESA-CUSCO con 

el kit TANbead (TANbead, Taiwan T.O.C) como parte del diagnóstico realizado de 

rutina. 
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2.3. LUGAR DE EJECUCIÓN.  
Los procedimientos de estandarización y validación de la SEMI-NESTED 

MULTIPLEX PCR se realizaron en el laboratorio de genética y biotecnología 

microbiana de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. 

2.4. MATERIAL BIOLÓGICO 
El material biológico fue proporcionado por la GERESA-CUSCO, siguiendo los 

parámetros descritos en el ❝Documento técnico: lineamientos de validación de 

procedimientos diagnósticos del SARS CoV-2❞ emitido por el INS (2020), se 

seleccionaron 152 muestras de ARN que estaban conformadas de la siguiente 

forma: 39 muestras de ARN extraído de pacientes positivos por RT-qPCR y 113 

muestras de pacientes negativos para COVID-19 por RT-qPCR, las 152 muestras 

fueron recolectadas y transportadas en hielo seco entre el 13 y 17 de agosto del 

2021. 
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2.5. MATERIAL DE LABORATORIO  

2.5.1. Equipos 
● Termociclador (Marca: Eppendorf, Modelo: Mastercycler nexus 

gradient) 

● Cabina de bioseguridad (Marca: Biobase, modelo: BSC-1300IIA2-X) 

● Centrifuga (Marca: Eppendorf, Modelo: Centrifuge 5418) 

● Balanza analítica (Marca: Ohaus) 

● Fuente de poder (Marca: Cleaver, Modelo: Power Pro-300) 

● Congelador -20ºC 

● Micropipetas de 10µL, 20µL, 100µL y 1000µL (Marca: Epependorf). 

● Transiluminador UV (Marca: Vilder Lourmat) 

● Molde para electroforesis de 20x15cm (Cleaver Scientific) 

 

2.5.2. Reactivos 
● 2019-nCoV-PCR-Enzyme Mix (kit Novel Coronavirus (2019-nCoV) 

Nucleic Acid Diagnostic Kit PCR-Fluorescence Probing, Sansure 

biotech) 

● ARN sintetico de SARS CoV-2 (Biorad) 

● Nova Taq Hot Start DNA polimerase (Novagen) 

● Cloruro de magnesio MgCl2 25 mM (Novagen) 

● Buffer de PCR 10X (Novagen) 

● Buffer TBE 5X 

● Desoxirribonucleótidos: dATP; dGTP; dCTP; dTTP (Promega) 

● Agarosa (Agarosa Estándar media EEO, OmniPur) 

● Tampón de Carga 6X (Promega) 

● Perfect DNA™ 50 bp Ladder (Novagen) 

● DNA Ladder 100pb (Promega) 

● SYBR Safe DNA gel stain (invitrogen) 

● Agua bidestilada estéril 

● Cebadores diseñados y seleccionados (Merk) 
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2.5.3. Consumibles y Fungibles 
● Guantes de nitrilo 

● Tubos de microcentrífuga de 1.5 mL 

● Puntas con filtro para micropipetas de 0.5 -10 µL, 10 – 100 µL y de 100 

– 1000 µL 

● Tubos de PCR de 0.2 ml.  

2.5.4. Herramientas bioinformáticas online 
● https://primer3plus.com/. 
● https://www.idtdna.com/calc/analyzer. 
● http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/ 

2.5.5. Programas informáticos 
● Mega X versión 11.0.10 

● IBM SPSS statistics 21 

2.5.6. Bases de datos 
• National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

  

https://primer3plus.com/
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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 2.6. METODOLOGÍA 

2.6.1. Diseño y selección de cebadores 

2.6.1.1. Selección de cebadores 

- Se seleccionó un conjunto de cebadores dirigidos a los genes E y N 

reportados en las investigaciones de Corman et al. (2020); Jalali et al. (2020); 

Guan et al. (2020); Hogan et al. (2021); Hadjinicolaou et al. (2011); Lu et al. (2021); 

Chaibun et al. (2020); Lopez et al. (2021). 

2.6.1.2. Diseño de cebadores 

- El diseño de cebadores se realizó considerando las pautas sugeridas por Park 

et al. (2020). 

- Se diseñaron 2 cebadores forward en base al gen E de la secuencia de 

referencia reportada en Wuhan con código de acceso NCBI: NC_045512.2, se 

utilizó la herramienta bioinformática en línea primer3plus 

(https://primer3plus.com/). 

- Para analizar la presencia de estructuras secundarias como homodímeros y 

heterodímeros que pueden provocar secuestro de los cebadores se utilizó la 

herramienta bioinformática online Oligoanalyzer 

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). 

- Para determinar los tamaños de los amplicones esperados, los cebadores 

seleccionados y diseñados se analizaron con la herramienta bioinformática en 

línea http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/ (anexo 8).  

- Finalmente para corroborar que las secuencias de los cebadores no difieran 

con sus respectivas secuencias diana, se compararon los cebadores 

seleccionados y diseñados con 86 secuencias de SARS CoV-2 reportadas 

para Perú en el NCBI con el programa bioinformático MEGA X versión 11.0.10.  

El conjunto total de cebadores dirigidos al gen E y N fueron sintetizados y 

entregados por MERK PERUANA S.

https://primer3plus.com/
https://www.idtdna.com/calc/analyzer)
http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/
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2.6.2. Diseño de la SEMI-NESTED-PCR 
La preparación de las mezclas maestras para la retrotranscripcion, 1ra PCR y 2da PCR se realizó en la cabina de bioseguridad 

clase II (BIOBASE) previamente irradiada con luz UV por 15 minutos, para cada uno de los ensayos se utilizó una muestra 

de ARN sintético de SARS-CoV-2. 

2.6.2.1. FLUJOGRAMA 
 

  Ensayo preliminar 

de los cebadores 

SEMI-NESTED 
MULTIPLEX PCR 

Validación de la 
SEMI-NESTED 

MULTIPLEX PCR 

 
Multiplexación 

SEMI-NESTED PCR 

Gen E 

SEMI-NESTED PCR 

Gen N 

Estandarización 

Temperatura 
de hibridación 

Concentración 
de cebadores 

Concentración de 
ADN polimerasa 

Validación 
del cebador 
F_E26080 

Positivos: 39 

Negativos: 113 

Positivos: 25 

Negativos: 47 

Sensibilidad 

Especificidad 

VPP 

VPN 

Coeficiente Kappa 

Sensibilidad 

Especificidad 

VPP 

VPN 

Coeficiente Kappa 
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2.6.2.2 Ensayo Preliminar de los Cebadores Diseñados 

Según el análisis bioinformático de los cebadores se seleccionaron 4 

cebadores forward y 4 cebadores reverse dirigidos al gen E, se combinaron en 

12 conjuntos de cebadores para determinar cuál de las combinaciones tenía 

una amplificación exitosa en la SEMI-NESTED-PCR, de igual forma se probó 

1 cebador forward y 2 cebadores reverse dirigidos al gen N, las combinaciones 

de los cebadores que se utilizaron en cada ensayo se muestran en la tabla 5. 

Cada sistema de reacción está conformado por 3 pasos: 

A. Transcripción reversa 

B. Primera PCR 

C. Segunda PCR 
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Tabla 5.  

Conjuntos de cebadores dirigidos al gen E y N para cada sistema de reacción. 

Los conjuntos de cebadores P1 hasta P12 tienen como diana el gen de la envoltura (E) mientras que el conjunto de cebadores P13 está dirigido al gen de la 

nucleocápside (N), los tamaños de los amplicones fueron calculados utilizando la herramienta en línea http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/.  

CONJUNTO 
TRANSCRIPCION 

REVERSA 1ra PCR 2da PCR 

DE 
CEBADORES CEBADOR 

REVERSE 
CEBADOR 
FORWARD 

CEBADOR 
REVERSE 
EXTERNO 

TAMAÑO 
DEL 

AMPLICON 
CEBADOR 
FORWARD 

CEBADOR 
REVERSE 
INTERNO 

TAMAÑO 
DEL 

AMPLICON 

P1 R_E26176 F_E26080 R_E26176 116pb F_E26080 R_E26161 101pb 

P2 E_SARBECO_R F_E26080 E_SARBECO_R 127pb F_E26080 R_E26176 116pb 

P3 R_E26268 F_E26080 R_E26268 213pb F_E26080 E_SARBECO_R 127pb 

P4 R_E26176 F_E26085 R_E26176 111pb F_E26085 R_E26161 96pb 

P5 E_SARBECO_R F_E26085 E_SARBECO_R 122pb F_E26085 R_E26176 111pb 

P6 R_E26268 F_E26085 R_E26268 208pb F_E26085 E_SARBECO_R 122pb 

P7 R_E26176 E_SARBECO_F R_E26176 102pb E_SARBECO_F R_E26161 87pb 

P8 E_SARBECO_R E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb E_SARBECO_F R_E26176 102pb 

P9 R_E26268 E_SARBECO_F R_E26268 199pb E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb 

P10 R_E26176 F_E26131 R_E26176 65pb F_E26131 R_E26161 50pb 

P11 E_SARBECO_R F_E26131 E_SARBECO_R 76pb F_E26131 R_E26176 65pb 

P12 R_E26268 F_E26131 R_E26268 162pb F_E26131 E_SARBECO_R 76pb 

P13 R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 
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A. Transcripción Reversa 

Para obtener ADNc a partir de las muestras de ARN se utilizó el mix de enzimas 

del kit Novel Coronavirus (2019-nCoV) Nucleic Acid Diagnostic Kit (PCR-

Fluorescence Probing), buffer de PCR 10 X (Promega) de uso comercial y 

dNTPs 25mM (Promega) de uso comercial. 

Para asegurar que el ADNc obtenido corresponda a las secuencias de interés, 

se realizaron 13 reacciones independientes de retrotranscripción utilizando 

todos los cebadores reverse dirigidos al gen E y 1 cebador externo dirigido al 

gen N tal como se muestra en la tabla 5. 

La reacción de retrotranscripción se realizó utilizando 5 μl de ARN sintético de 

SARSCoV-2, los componentes y concentraciones de la reacción de 

transcripción reversa se encuentran detallados en la tabla 6. 

Tabla 6.  

Componentes y concentraciones de la transcripción reversa. 

Transcripción Reversa 

Componentes Concentración 
stock 

Concentración 
final 

Volumen por 
1 reacción 

H2O --- --- 2.6 μl 
Buffer 10 X 1 X 1 μl 

dNTPs 10 mM 0.5 mM 0.5 μl 

Cebador reverse 10 μM 0.4 μM 0.4 μl 

Mix de enzimas 
(retrotranscriptasa) 

--- --- 0.5 μl 

ARN --- --- 5 μl 

Volumen final   10 μl 

 

La reacción de retrotranscripción se realizó siguiendo las instrucciones del 

fabricante a 50ºC por 30 minutos. 
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B. Primera PCR 

El ADNc obtenido en la transcripción reversa, se utilizó para realizar 13 

reacciones independientes para cada uno de los conjuntos de cebadores que 

se muestran en la tabla 5. 

Para las reacciones de amplificación se utilizó el kit comercial Nova Taq Hot 

Start DNA Polimerase, las concentraciones iniciales de los componentes de la 

mezcla maestra se muestran en la tabla 7. 

Tabla 7.  

Componentes y concentraciones del ensayo preliminar 1ra PCR. 

 

 
  

1ra PCR 

Componentes Concentración 
stock 

Concentración 
final 

Volumen por 1 
reacción 

H2O --- --- 9 μl 
Buffer 10 X 1 X 2.5 μl 

dNTPs 2 mM 0.2 mM 2.5 μl 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 μl 

Forward  10 μM 0.8 μM 2 μl 

Reverse externo 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Nova Taq Hot Start 
DNA Polimerase 

5 U 2.5 U 0. 5 μl 

ADNc --- --- 5 μl 

Volumen total   25 μl 
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Condiciones de amplificación de la primera PCR 
La enzima Nova Taq Hot Start DNA Polimerasa al ser una enzima de inicio en 

caliente requiere un tratamiento térmico adicional de 7 a 10 minutos a 95ºC, el 

tratamiento térmico se realizo en todas las reacciones de amplificación. 

El termociclador fue programado siguiendo las instrucciones del fabricante, las 

condiciones de amplificación que se detallan en la tabla 8. 

Tabla 8.  

Condiciones de amplificación del ensayo preliminar 1ra PCR. 

Condiciones de amplificación 

Tratamiento térmico 95ºC 10 minutos 

Desnaturalización 
inicial 

94ºC 5 minutos 

30 Ciclos 
94ºC 30 segundos 

64ºC 30 segundos 

72ºC 30 segundos 

Extensión final 72ºC 5 minutos 
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C. Segunda PCR 

En la segunda ronda de amplificación se utilizó 1 μl del producto de la primera 

PCR de igual forma se realizaron 13 reacciones independientes con distintos 

conjuntos de cebadores como se muestran en la tabla 5. 

Para las reacciones de amplificación se realizó un ensayo preliminar utilizando 

el kit comercial Nova Taq Hot Start DNA Polimerase, las concentraciones 

iniciales de los componentes de la mezcla maestra se muestran en la tabla 9. 

Tabla 9.  

Componentes y concentraciones del ensayo preliminar 2da PCR. 

 

 
Condiciones de amplificación de la segunda PCR 
Se programó el termociclador según las condiciones de amplificación que se 

detallan en la tabla 10. 

  

ENSAYO PRELIMINAR DE LA 2da PCR 

Componentes Concentración 
stock 

Concentración 
final 

Volumen por 1 
reacción 

H2O --- --- 9.4 μl 
Buffer 10 X 1 X 2.5 μl 

dNTPs 2 mM 0.2 mM 2.5 μl 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 μl 

Forward  10 μM 0.8 μM 2 μl 

Reverse interno 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Nova Taq Hot Start 
DNA Polimerase 

5 U 0.5 U 0. 1 μl 

Amplicon de la 1ra 
PCR 

--- --- 1 μl 

Volumen total   25 μl 



39 
 

Tabla 10.  

Condiciones de amplificación del ensayo preliminar 2da PCR. 

 

 

2.7.3. Ensayo preliminar de la SEMI-NESTED-MULTIPLEX PCR 
Cada conjunto de cebadores dirigidos al gen E se combinaron con los 

cebadores F_N28147, R_N28742, R_N28466 dirigidos al gen N tal como se 

muestra en la tabla 11, cada conjunto de cebadores se trabajó en reacciones 

independientes para determinar cuál de las combinaciones MULTIPLEX 

amplifica simultáneamente los dos genes diana. 

 

  

Condiciones de amplificación 

Tratamiento térmico 95ºC 10 minutos 

Desnaturalización inicial 94ºC 5 minutos 

30 Ciclos 

94ºC 30 segundos 

64ºC 30 segundos 

72ºC 30 segundos 

Extensión final 72ºC 5 minutos 
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Tabla 11.  

Conjuntos de cebadores del ensayo preliminar SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR. 

CONJUNTO DE 
CEBADORES 

TRANSCRIPCION 
REVERSA 1ra PCR 2da PCR 

CEBADOR 
REVERSE 

CEBADOR 
FORWARD 

CEBADOR REVERSE 
EXTERNO 

TAMAÑO 
DEL 

AMPLICON 
CEBADOR 
FORWARD 

CEBADOR REVERSE 
INTERNO 

TAMAÑO 
DEL 

AMPLICON 

P1 R_E26176 F_E26080 R_E26176 116pb F_E26080 R_E26161 101pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P2 E_SARBECO_R F_E26080 E_SARBECO_R 127pb F_E26080 R_E26176 116pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P3 R_E26268 F_E26080 R_E26268 213pb F_E26080 E_SARBECO_R 127pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P4  
R_E26176 F_E26085 R_E26176 111pb F_E26085 R_E26161 96pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P5  
E_SARBECO_R F_E26085 E_SARBECO_R 122pb F_E26085 R_E26176 111pb 

R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P6  
R_E26268 F_E26085 R_E26268 208pb F_E26085 E_SARBECO_R 122pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P7  
R_E26176 E_SARBECO_F R_E26176 102pb E_SARBECO_F R_E26161 87pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P8  
E_SARBECO_R E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb E_SARBECO_F R_E26176 102pb 

R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P9  
R_E26268 E_SARBECO_F R_E26268 199pb E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P10  
R_E26176 F_E26131 R_E26176 65pb F_E26131 R_E26161 50pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P11  
E_SARBECO_R F_E26131 E_SARBECO_R 76pb F_E26131 R_E26176 65pb 

R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 

P12 R_E26268 F_E26131 R_E26268 162pb F_E26131 E_SARBECO_R 76pb 
R_N28742 F_N28147 R_N28742 613pb F_N28147 R_N28466 339pb 
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A. Transcripción Reversa 

Para obtener ADNc de los dos genes de interés E y N, se combinaron los 

cebadores reverse externos dirigidos al gen E con el cebador reverse externo 

dirigido al gen N en 12 reacciones independientes tal como se muestra en la 

tabla 11. 

Los componentes y concentraciones de la reacción de transcripción reversa se 

encuentran detallados en la tabla 12. 

Tabla 12.  

Componentes y concentraciones en la transcripción reversa de la SEMI-
NESTED MULTIPLEX PCR. 

Transcripción Reversa 

Componentes Concentración 
stock 

Concentración 
final 

Volumen por 
1 reacción 

H2O --- --- 2.2 μl 
Buffer 10 X 1 X 1 μl 

dNTPs 10 mM 0.5 mM 0.5 μl 

Reverse N 10 μM 0.4 μM 0.4 μl 

Reverse E 10 μM 0.4 μM 0.4 μl 

Mix de enzimas 
(retrotranscriptasa) 

--- --- 0.5 μl 

ARN --- --- 5 μl 

Volumen final   10 μl 

 

La reacción de retrotranscripción se realizó a 50ºC por 30 minutos. 

B. Primera PCR 

A partir de 5 μl de ADNc que contenía regiones de los genes de interés E y N, 

Se realizaron reacciones independientes para cada una de las combinaciones 

de cebadores que se muestran en la tabla 11. 

Para las reacciones de amplificación se utilizó el kit comercial Nova Taq Hot 

Start DNA Polimerase. las concentraciones iniciales de los componentes de la 

mezcla maestra se muestran en la tabla 13. 



42 
 

Tabla 13.  

Componentes y concentraciones de la 1ra PCR MULTIPLEX. 

 
Condiciones de amplificación de la primera PCR 
La enzima Nova Taq Hot Start DNA Polymerase al ser una enzima de inicio en 

caliente requiere un tratamiento térmico adicional de 7 a 10 minutos a 95ºC, el 

Termociclador se programó según las condiciones de amplificación que se 

detallan en la tabla 14. 

  

1ra PCR 
Componentes Concentración 

stock 
Concentración 

final 
Volumen por 1 

reacción 
Buffer 10 X 1 X 2.5 μl 

dNTPs 2 mM 0.2 mM 2.5 μl 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 μl 

Forward E 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Reverse externo E 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Forward N 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Reverse externo N 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Nova Taq Hot 
Start DNA 
Polimerase 

5 U 2.5 U 0. 5 μl 

H2O --- --- 5 μl 

ADNc --- --- 5 μl 

Volumen total   25 μl 
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Tabla 14.  

Condiciones de amplificación de la 1ra PCR MULTIPLEX. 

Condiciones de amplificación 

Tratamiento térmico 95ºC 10 minutos 

Desnaturalización 
inicial 

94ºC 5 minutos 

30 Ciclos 
94ºC 30 segundos 

64ºC 30 segundos 

72ºC 30 segundos 

Extensión final 72ºC 5 minutos 

 
C. Segunda PCR 

A partir de 1 μl del producto de la primera PCR que contenía amplicones 

correspondientes a los genes de interés E y N, Se realizaron reacciones 

independientes para cada una de las combinaciones de cebadores que se 

muestran en la tabla 211. 

Para las reacciones de amplificación se realizó un ensayo preliminar utilizando 

el kit comercial Nova Taq Hot Start DNA Polymerase, las concentraciones 

iniciales de los componentes de la mezcla maestra se muestran en la tabla 15. 

 

  



44 
 

Tabla 15.  

Componentes y concentraciones en la 2da PCR MULTIPLEX. 

 

 

Condiciones de amplificación de la segunda PCR 
E l termociclador fue programado según las condiciones de amplificación que 

se detallan en la tabla 16. 

  

SEGUNDA PCR 
Componentes Concentración 

stock 
Concentración 

final 
Volumen por 1 

reacción 
Buffer 10 X 1 X 2.5 μl 

dNTPs 2 mM 0.2 mM 2.5 μl 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 μl 

Forward E 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Reverse interno E 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Forward N 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Reverse interno N 10 μM 0.8 μM 2 μl 

Nova Taq Hot Start 
DNA Polimerase 

5 U 0.5 U 0.1 μl 

H2O --- --- 9.4 μl 

Producto de la 1ra 
PCR 

--- --- 1 μl 

Volumen total   25 μl 
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Tabla 16.  

Condiciones de amplificación de la 2da PCR MULTIPLEX. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7.4. Estandarización de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 
En los ensayos preliminares se observó que el conjunto de cebadores P9 fue 

el único que amplificó con éxito los dos genes diana de SARS CoV-2, con el 

fin de eliminar los dimeros de cebadores y los productos de la primera ronda 

de amplificación presentes en la 2da PCR, se seleccionó el conjunto de 

cebadores P9 para realizar la optimización de concentración de ADN 

polimerasa, determinación de la temperatura de hibridación y determinación de 

la concentración de cebadores tomando en cuenta los valores y 

concentraciones descritos por Bolivar & Rojas (2014). 

2.7.4.1. Determinación de la concentración de enzima ADN polimerasa en la 
1ra PCR 

Para determinar la concentración de enzima ADN polimerasa se utilizó ARN 

sintético de SARS CoV-2 como muestra biológica, se llevó a cabo 3 reacciones 

con concentraciones de 0.5 U, 1.25 U, 2.5 U tomando como referencia las 

concentraciones descritas por Bolivar & Rojas (2014). 

  

Condiciones de amplificación 

Tratamiento térmico 95ºC 10 minutos 

Desnaturalización 
inicial 

94ºC 5 minutos 

30 Ciclos 

94ºC 30 segundos 

64ºC 30 segundos 

72ºC 30 segundos 

Extensión final 72ºC 5 minutos 
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2.7.4.2. Determinación de la concentración de cebadores en la 1ra PCR 

La determinación de la concentración de cebadores se realizó utilizando una 

muestra positiva para SARS CoV-2 con Ct=15, se realizaron 3 reacciones 

independientes con las concentraciones estándares descritas por Bolivar & 

Rojas (2014), las 3 reacciones contenían de 0.1 μM, 0.4 μM y 0.8 μM 

respectivamente tal como se presenta en la tabla 17. 

Tabla 17.  

Estandarización de la concentración de los cebadores en la 1ra PCR 

MULTIPLEX. 

 

2.7.4.3. Determinación de temperatura de la 2da PCR 

Se realizo un ensayo para determinar la temperatura optima de hibridación de 

los cebadores de la segunda PCR, se realizaron diluciones seriadas de 1, 1/10, 

1/100 de una muestra positiva con Ct=15, cada una de las diluciones fue 

sometida a reacciones con temperatura de hibridación de 64ºC, 66ºC y 69ºC 

(tabla 18). 

  

CEBADORES 
CONCENTRACIÓN POR 1 

REACCIÓN 

P9 
E_SARBECO_F R_E26268 199pb 

0.1 μM 
F_N28147 R_N28742 613p 

P9 
E_SARBECO_F R_E26268 199pb 

0.4 μM 
F_N28147 R_N28742 613p 

P9 
E_SARBECO_F R_E26268 199pb 

0.8 μM 
F_N28147 R_N28742 613p 
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Tabla 18.  

Estandarización de la temperatura de hibridación de los cebadores en la 2da 

PCR MULTIPLEX. 

 

2.7.5. Electroforesis y visualización de los productos de PCR. 
- En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se mezcló 2 g de agarosa con 100 ml 

de buffer TBE 0.5X. 

- La mezcla se llevó a calentar al microondas para diluir la agarosa en el 

buffer TBE 0.5X hasta obtener una mezcla transparente. 

- Se añadió 0.5 μl de SYBR SAFE GEL DNA GEL STAIN y se homogenizó. 

- Se vertió la mezcla en un molde para geles de 15 x 20cm previamente 

ensamblado y se esperó 15 minutos para la gelificación. 

- Posteriormente se llevó el gel a la cámara electroforética donde se 

sumergió en buffer TBE 0.5X. 

- Se añadió 5 μl de tampón de carga a cada tubo de PCR y se cargó 10 μl 

de la mezcla en cada pozo. 

- Se utilizó 10 μl de Perfect DNA™ 50 bp Ladder como marcador de peso 

molecular  

- Se programo la fuente de poder a 90 voltios constantes durante 70 minutos. 

- Finalmente, los productos de PCR fueron visualizados en el transiluminador 

de luz UV. 

 2.7.6. Validación de la SEMI-NESTED MULTIPLEX-PCR 

Para la validación se siguió el ❝Documento técnico: lineamientos de validación de 

procedimientos diagnósticos del SARS CoV-2❞ (INS,2020), se analizaron 39 

muestras positivas y 113 muestras negativas para SARS-CoV-2, las muestras de 

ARN fueron proporcionadas por la Gerencia Regional de Salud Cusco, posteriormente 

CEBADORES Temperatura de hibridación 

P9 E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb 64ºC F_N28147 R_N28466 339p 

P9 E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb 66ºC F_N28147 R_N28466 339p 

P9 E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb 69ºC F_N28147 R_N28466 339p 
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los resultados del análisis con la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR se compararon 

con los resultados de la prueba de oro RT-qPCR. 

2.7.7. Valor diagnóstico de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR. 

Los resultados de la validación de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR se analizaron 

mediante estadística descriptiva, se determinó como positivos para SARS CoV-2 toda 

muestra que amplificó por lo menos uno de los dos genes diana. 

El valor diagnóstico se evaluó siguiendo la guía descrita por Santabarbara (2016) 

mediante las fórmulas de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor 

predictivo negativo a partir de la tabla 19. 

Tabla 19.  

Análisis de una prueba diagnóstica. 

 

Verdadero diagnóstico 

(patrón de referencia) 

RT-qPCR 

 

enfermo sano TOTAL 

(prueba 
diagnóstica) 

Semi nested 
PCR 

 

positivo 
Verdadero positivo 

(VP) 

Falso positivo 

(FP) 
VP+FP 

negativo 
Falso negativo 

(FN) 

Verdadero 
negativo 

(VN) 
FN+VN 

 TOTAL VP+FN FP+VN VP+FN+FP+
VN 

Nota. Relación de una prueba diagnóstica y la presencia o ausencia de la enfermedad. 

Sensibilidad 

𝑆𝑒 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑁
 

 

Especificidad 

𝐸𝑠 =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑃
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Valor predictivo positivo 

𝑉𝑃𝑃 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑃
 

 

Valor predictivo negativo 

𝑉𝑃𝑁 =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑁
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2.7.8. Concordancia entre la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR y la RT-qPCR 

La concordancia entre la prueba de oro RT-qPCR y la SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR se determinó mediante la índice kappa utilizando el programa estadístico SPSS 

y los valores descritos por Landis & Koch (1977) que se presentan en la tabla 20. 

Tabla 20.  

Valoración del coeficiente kappa. 

Valor kappa Fuerza de la 
concordancia  

0.00-0.20 Pobre 

0.21-0.40 Débil 

0.41-0.60 Moderada 

0.61-0.80 Buena 

0.81-1.00 Muy buena 

 

2.7.9. Límite de detección de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 

Para determinar el límite de detección se utilizó el método efectuado por Wang, et al 

(2020), se realizaron diluciones seriadas de una muestra de ARN sintético de SARS 

CoV-2 con carga viral conocida, las diluciones seriadas contenían 10, 1 y 0.5 copias 

de genoma viral/reacción, el análisis se realizó de forma independiente para cada gen 

diana. 

2.7.7. Validación del cebador F_E26080 diseñado en la investigación. 
Para analizar la eficacia del cebador F_E26080 se utilizó el protocolo de SEMI-

NESTED MULTIPLEX PCR ya estandarizado donde se reemplazó el cebador 

E_SARBECO_F por el cebador F_E 26080, siguiendo el ❝Documento técnico: 

lineamientos de validación de procedimientos diagnósticos del SARS CoV-2❞ 

(INS,2020), se examinaron un total de 71 muestras de ARN, las cuales estaban 

conformadas de la siguiente manera: 25 muestras positivas y 46 muestras negativas 

para SARS-CoV-2, posteriormente se calcularon los valores de sensibilidad, 

especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y el índice kappa para 

determinar la concordancia de los resultados con la RT_PCR. 
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CAPITULO III  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. DISEÑO Y SELECCIÓN DE CEBADORES 
Para el gen N se seleccionaron 2 cebadores reverse y 1 cebador forward de 

investigaciones previas. Para el gen E se seleccionaron 4 cebadores reverse 

y 2 cebadores forward de investigaciones anteriores, adicionalmente se 

diseñaron 2 cebadores forward, Los cebadores seleccionados y diseñados se 

muestran en la tabla 21. 

Tabla 21.  

Conjunto de cebadores seleccionados y diseñados. 

GEN 
DIANA 

NOMBRE DEL 
CEBADOR 

SECUENCIA 
(5´→3´) 

REFERENCIA 

 
 
 
 
 

E 

E_SARBECO_F 
ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT 

Corman et al. 

2020 

E_SARBECO_R 
ATATTGCAGCAGTACGCACACA 

Corman et al. 

2020 

F_E26085 
TCGGAAGAGACAGGTACGTT 

Jalali et al. 

2020 

R_E26176 
GTACGCACACAATCGAAGCG 

Guan et al. 

2020 

R_E26268 
CCAGAAGATCAGGAACTCTAGAAGA 

Hogan et al. 

2021 

R_E26161 
AAGCGCAGTAAGGATGGCTA 

Hadjinicolaou 

et al. 2011 

F_E26080 - Diseño propio 

F_E26131 - Diseño propio 

N 

F_N28147 TTTGGTGGACCCTCAGATTC Lu et al. 2021 

R_N28742 
CAAAGCAAGAGCAGCATCAC 

Chaibun et al. 

2020 

R_N28466 
GCCGTCTTTGTTAGCACCAT 

Lopez et al. 

2021 
Nota. Las secuencias de los cebadores F_E26080 y F_E26131 no serán presentadas por 

protección intelectual. 
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3.2. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LOS CEBADORES DISEÑADOS 
El análisis de las secuencias de los cebadores dirigidos al gen de la envoltura 

(E) y la nucleocápside (N) de SARS CoV-2 se realizó con la herramienta online 

Oligoanalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Para predecir la posible 

formación de estructuras secundarias se tomo en cuenta la energía libre de 

Gibbs (ΔG), los valores de ΔG cercanos a cero indican que la reacción no 

ocurrirá de forma espontánea. 

3.2.1. Cebadores dirigidos al gen E. 
En la tabla 22 se observa que los cebadores dirigidos al gen E tienen una 

longitud mínima de 20 pb y máxima de 26 pb, el porcentaje de CG se encuentra 

entre 34.6 % y 55 %, la Tm mínima es de 63.5ºC y máxima de 66.3ºC 

Tabla 22.  

Análisis de los cebadores dirigidos al gen E. 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Todos los cebadores dirigidos al gen E cumplen con los parámetros que debe presentar 

un cebador optimo descritos por Sambrook & Russel (2012). 

3.2.1.1. Análisis de estructura secundaria (HAIRPIN). 

Todos los cebadores dirigidos al gen E presentaron posible formación de 

estructuras secundarias (tabla 23), sin embargo, cada una de estas estructuras 

secundarias tenía una variación de ΔG entre -1.78 y -0.05 cercano a cero y 

CEBADOR LONGITUD (pb) CONTENIDO DE CG (%) Tm (OC) 

F_E26080 21 47.6 64.2 

F_E26085 20 50 64.1 

E_SARBECO_F 26 34.6 63.5 

F_E26131 22 40.9 64.5 

R_E26161 20 50 65.2 

R_E26176 20 55 65.1 

E_SARBECO_R 22 45.5 66.3 

R_E26268 25 44 64.2 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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valores de Tm muy por debajo de la temperatura de hibridación de los 

cebadores a la secuencia diana. 

Tabla 23.  

Análisis de estructuras secundarias de los cebadores dirigidos al gen E. 

  

CEBADOR HAIRPIN ΔG kcal.mol-1 Tm (OC) 

F_E26080 
 

-1.78 42 

F_E26085 

 
-0.39 34.9 

 
-0.23 29.3 

 
-0.05 25.7 

 
0.58 16.1 

E_SARBECO_F 

 
-1.56 37.9 

 
-0.78 31.1 

 
-0.74 30.4 

F_E26131 
 

-0.21 27.5 

R_E26161 

 
-1.02 42.1 

 
-0.34 27.9 

 
-0.21 27.8 
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3.2.2. Cebadores dirigidos al gen N. 
En la tabla 24 se muestra que los 3 cebadores dirigidos al gen N tienen una longitud 

de 20 pb, contenido de CG=50% y Tm mínima de 63.3ºC y máxima de 64.6ºC. 

Tabla 24.  

Análisis de los cebadores dirigidos al gen N. 

CEBADOR LONGITUD (pb) CONTENIDO DE CG (%) Tm (OC) 

F_N28147 20 50 63.3 

R_N28742 20 50 63.5 

R_N28466 20 50 64.6 
Nota. Los cebadores dirigidos al gen N cumplen con los parámetros que debe presentar un cebador 

optimo descritos por Sambrook & Russel (2012). 

  

CEBADOR HAIRPIN ΔG kcal.mol-1 Tm (OC) 

R_E26176 
 

-2.59 53.7 

E_SARBECO_R  
-1.57 48.6 

 
-0.68 34.3 

R_E26268 

 
-0.72 36.8 

 
-0.43 29.1 

 
-0.4 28.3 

 
-0.27 27.2 

 
-0.15 31.5 
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3.2.2.1. Análisis de Estructura Secundaria (HAIRPIN) de los cebadores 
dirigidos al Gen N. 

Como se puede observar en la tabla 25 las posibles estructuras secundarias 

tuvieron un valor ΔG entre -0.7 y 0.9, la Tm se encuentra entre -48.1ºC y 2.5ºC 

muy por debajo de la temperatura de hibridación de los cebadores a su 

secuencia diana, por consiguiente, se determinó que los cebadores pueden ser 

utilizados en los ensayos de laboratorio. 

Tabla 25.  

Análisis de estructuras secundarias de los cebadores dirigidos al gen N 

 

 

CEBADOR HAIRPIN ΔG kcal.mol-1 Tm (OC) 

F_N28147  
-0.73 35.4 

 
-0.7 35.5 

R_N28742  
-1.6 48.1 

 
-0.83 36.6 

R_N28466 

 
0.09 23.6 

 
0.49 16.7 

 
0.68 11.5 

 
0.71 11.8 

 
0.9 2.5 
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3.3. RESULTADOS DEL ANÁLISIS MÚLTIPLE DE SECUENCIAS DE SARS CoV-
2. 
Las secuencias de cada uno de los 11 cebadores fueron comparadas con 86 

secuencias de SARS-CoV-2 reportadas para Perú en la base de datos del NCBI, 

como se observa en la figura 7. los cebadores E_SARBECO_F no muestran ningún 

desajuste con sus respectivas secuencias diana, de igual forma los cebadores 

E_SARBECO_R, F_E26085, R_E26176, F_E26080, R_N28742, F_E26131 y 
R_E26161 no presenten ningún desajuste con sus respectivas secuencias diana 

(Anexo 5). 

Figura 7.  

Alineamiento del cebador E_SARBECO_F. 

Nota. La secuencia diana del cebador E_SARBECO_F se encuentra resaltada con amarillo. 
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En la figura 8 se observa que el cebador F_E26268 presenta un desajuste en el 

nucleotido 26281 del genoma con numero de acceso MW030279.1 

Figura 8.  

Alineamiento del cebador F_E26268. 

Nota. La secuencia diana del cebador F_E26268 se encuentra resaltada con amarillo. 

En la figura 9 Se observa que el Cebador F_N28147 presenta un desajuste en el 

nucleótido 28154 del genoma con numero de acceso MW030267.1. 

Figura 9.  

Alineamiento del cebador F_N28147. 

Nota. La secuencia diana del cebador F_N28147 se encuentra resaltada con amarillo. 
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En la figura 10 se observa que el cebador R_N28466 presenta un desajuste en el 

nucleótido 28482 de los genomas con numero de acceso MW030208.1, 
MW030209.1, MW030210.1, MW030228.1 y un desajuste en el nucleótido 28476 de 

los genomas con numero de acceso MW030244.1 y MW030251.1 

Figura 10.  

Alineamiento del cebador R_N28466. 

Nota. La secuencia diana del cebador R_N28466 se encuentra resaltada con 
amarillo. 

Se determinó que el desajuste de 1 nucleótido en un número reducido de secuencias 

no es causa excluyente por lo que se prosiguió con los ensayos de laboratorio. 
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3.4. DISEÑO DE LA SEMI-NESTED-PCR  

3.4.1. Resultados del ensayo preliminar de los cebadores. 
Para evaluar los productos de amplificación de los cebadores diseñados se realizó 

una electroforesis en gel de agarosa de la primera y segunda PCR, tal como se 

muestra en la figura 11, los amplicones de la primera PCR solo fueron visibles para 

el conjunto de cebadores P8 y de forma muy leve para los conjuntos de cebadores 

P7 y P9, los amplicones visibles en la figura 11 corresponden al gen E y coinciden 

con los tamaños calculados con la herramienta online 

http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/ presentados en la tabla 32. 

Figura 11.  

Electroforesis de la 1ra PCR del ensayo preliminar de los cebadores 

Nota. M1: marcador de peso molecular de 100pb, M2: marcador de peso molecular de 50pb, P1-P12: 
conjunto de cebadores dirigidos al gen E, P13: conjunto de cebadores dirigidos al gen N. 

Como se puede apreciar en la figura 12. En la electroforesis de la segunda PCR del 

ensayo preliminar, se observa que cada conjunto de cebadores obtuvo los amplicones 

esperados que se detallan en la tabla 26. 

Nota. M1: marcador de peso molecular de 100pb, M2: marcador de peso molecular de 50pb, P1: 
101pb, P2: 116pb, P3: 127pb, P4: 96pb, P5: 111pb, P6: 122pb, P7: 87pb, P8: 102pb, P9: 113pb, P10: 
50pb, P11: 65pb, P12: 76pb, P13: 339pb. 

Figura 12.  

Electroforesis de la 2da PCR del ensayo preliminar de cebadores. 

http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/
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Tabla 26.  

Conjunto de cebadores de la 2da PCR del ensayo preliminar. 

 2da PCR 

 
CEBADOR 
FORWARD 

CEBADOR REVERSE 
INTERNO 

TAMAÑO DEL 
AMPLICON 

P1 F_E26080 R_E26161 101pb 
P2 F_E26080 R_E26176 116pb 
P3 F_E26080 E_SARBECO_R 127pb 
P4 F_E26085 R_E26161 96pb 
P5 F_E26085 R_E26176 111pb 
P6 F_E26085 E_SARBECO_R 122pb 
P7 E_SARBECO_F R_E26161 87pb 
P8 E_SARBECO_F R_E26176 102pb 
P9 E_SARBECO_F E_SARBECO_R 113pb 

P10 F_E26131 R_E26161 50pb 
P11 F_E26131 R_E26176 65pb 
P12 F_E26131 E_SARBECO_R 76pb 
P13 F_N28147 R_N28466 339pb 

Nota. Los tamaños de los amplicones presentados en la tabla fueron calculados utilizando la 
herramienta online http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/ 

3.4.2. Resultados del ensayo preliminar de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 
El Control positivo compuesto por ARN sintético de SARS-CoV-2 fue analizado con 

distintas combinaciones de cebadores, no se visualizaron bandas en la primera PCR 

MULTIPLEX. Tal como se presenta en la figura 13, al realizar la electroforesis de la 

segunda PCR, el conjunto de cebadores P9 fue el único que consiguió amplificar con 

éxito los genes E de 113 pb y N de 339 pb, mientras que los conjuntos de cebadores 

P1, P4 y P12 amplificaron únicamente el gen E con un tamaño de 127 pb, 122 pb y 

76 pb respectivamente. Considerando que la OMS (2020) indica que el diagnóstico 

de infecciones por SARS CoV-2 debe ir dirigida a 2 regiones diferentes del genoma, 

se seleccionó el conjunto de cebadores P9 para continuar con los pasos de 

estandarización debido a que fue la única combinación que amplifico con éxito los 

genes E y N simultáneamente. 
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Nota. M1: marcador de peso molecular de 100pb, M2: marcador de peso molecular de 50pb, P1: gen 

E 127pb, P4: gen E 122pb, P9: gen E 113pb y gen N 339pb, P12: gen E 76pb. 

Posteriormente se seleccionó el conjunto de cebadores P9 para analizar una muestra 

positiva con un valor Ct=15. Los resultados de la 1ra PCR fueron los esperados, se 

obtuvo un amplicon de 613pb correspondiente al gen N y un amplicon de 199pb 

correspondiente al gen E tal como se muestra en la figura 14. 

Figura 14.  

Análisis de muestra positiva 1ra PCR MULTIPLEX. 

 
Nota. M: Marcador de peso molecular 100pb, 1: Muestra positiva, B: Blanco de reacción. 

Figura 13.  

Ensayo preliminar de la seminested multiplex PCR. 
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En la segunda PCR se visualizaron los amplicones de 339pb y 113pb 

correspondientes a los genes E y N, adicionalmente se observó que los amplicones 

de 613pb y 199pb correspondientes a la primera PCR aún estaban presentes, 

además se presentó un producto inespecífico de 1500pb y dímeros de cebadores de 

50pb tal como se muestra en la figura 15. 

Figura 15.  

Análisis de muestra positiva 2da PCR MULTIPLEX. 

 
Nota. M: Marcador de peso molecular 100pb, 1: Muestra positiva. 

3.4.3. Estandarización de la semi-nested MULTIPLEX PCR 
El ensayo preliminar de la SEMI-NESTED MULTIPLEX-PCR tuvo los resultados 

esperados cuando se analizó el control positivo de ARN sintético que contenía 100 

copias/reacción, por lo que se utilizó este mismo control positivo para estandarizar la 

concentración de la enzima ADN polimerasa, por otra parte, la estandarización de la 

temperatura de hibridación y la concentración de los cebadores se realizaron 

utilizando una muestra de ARN positiva para SARS-CoV-2 con valor Ct igual a 15. 

3.4.3.1. Determinación de concentración de enzima ADN polimerasa en la 1ra 
PCR.  
Para optimizar la concentración de ADN polimerasa de la primera PCR se realizaron 

3 reacciones independientes con concentraciones de 0.5U, 1.25U y 2.5U, al realizar 

una electroforesis de la segunda PCR se observó que la reducción de enzima en la 

primera PCR MULTIPLEX no disminuye la intensidad de las bandas en la segunda 
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PCR MULTIPLEX (figura 16), por consiguiente, se estableció utilizar 0.5U en la 

primera PCR MULTIPLEX. 

Nota. M: Marcador de peso molecular 100pb, 1: 0.5U, 2: 1.25U, 3: 2.5U. 

3.4.3.2. determinación de la temperatura de hibridación de los cebadores en la 
2da PCR. 
Para estandarizar la temperatura de hibridación de los cebadores y eliminar la 

presencia de productos inespecíficos se formaron 3 grupos de 3 tubos de reacción 

cada uno, cada grupo estaba compuesto por el producto de la primera PCR y 

diluciones seriadas del mismo (1, 1/10 y 1/100), cada grupo fue sometido a diferentes 

temperaturas de hibridación (64ºC, 66ºC y 69ºC) tal como se muestra en la figura 17. 

Figura 16.  

Determinación de concentración de enzima ADN polimerasa, electroforesis 2da PCR 
MULTIPLEX. 
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La temperatura de hibridación de 64ºC tiene buena amplificación, pero no reduce la 

presencia de productos inespecíficos. 

La temperatura de hibridación de 66ºC tiene buena amplificación, desvanece el 

subproducto de 1500pb, pero aún son visibles los dímeros de cebadores de 50pb. 

la temperatura de hibridación de 69ºC desvanece el subproducto de 1500pb, aún son 

visibles los dímeros de cebadores de 50pb. 

Al realizar diluciones seriadas de 1/10 y 1/100 se produce la desaparición del 

amplicón correspondiente al gen E (113pb). Se determinó utilizar la temperatura de 

66ºC debido a que a mantiene la amplificación del gen N (339pb) hasta la dilución 

1/100 mientras que la Tm de 69ºC solo consigue amplificación hasta del gen N 

(339pb) hasta la dilución 1/10. 

3.4.3.3. Determinación de la concentración de cebadores en la 1ra PCR 
Con el fin de reducir los productos inespecíficos como dímeros de cebadores, los 

cebadores de la primera PCR fueron probados en concentraciones de 0.8 µM, 0.4 µM 

y 0.1 µM en reacciones independientes, posteriormente se realizó una electroforesis 

de la segunda PCR MULTIPLEX. 

Figura 17.  

Curva de temperatura de la 2da PCR. 
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La concentración de 0.1 µM de cebadores reduce drásticamente la reacción de 

amplificación por lo que no se pudieron visualizar los amplicones esperados (figura 

18). 

Nota. M: Marcador de peso molecular de 100pb, 1: Muestra positiva. 

La concentración de 0.4 µM redujo la intensidad de los amplicones de la primera PCR, 

no obstante, aun fue visible el amplicón de 613pb, se logró disipar los dímeros de 

cebadores de 50pb (figura 19). 

Nota. M: Marcador de peso molecular de 50pb, 1: Muestra positiva. 

Figura 18.  

Electroforesis de la 2da PCR multiplex con 0.1µM de cebadores. 

Figura 19.  

Electroforesis de la 2da PCR multiplex con 0.4µM. 
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En la concentración de 0.8 µM se pueden visualizar los amplicones de 613pb y 199pb 

correspondientes a la primera PCR, también se observó dímeros de cebadores de 

50pb tal como se muestra en la figura 20. 

Nota. M: Marcador de peso molecular de 50pb, 1: Muestra positiva. 

Finalmente, las condiciones de amplificación se muestran en la tabla 27 los 

componentes y concentraciones del sistema de reacción quedarían estandarizados 

como se muestra en la tabla 28. 

Tabla 27.  

Condiciones de amplificación de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR. 

CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE LA SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 
1ra PCR 2da PCR 

Tratamiento térmico 95ºC 10 minutos 95ºC 10 minutos 

Desnaturalización 
inicial 94ºC 5 minutos 94ºC 5 minutos 

30 Ciclos 

94ºC 30 segundos 94ºC 30 segundos 

64ºC 30 segundos 66ºC 30 segundos 

72ºC 30 segundos 72ºC 30 segundos 

Extensión final 72ºC 5 minutos 72ºC 5 minutos 

 

Figura 20.  

Electroforesis de la 2da PCR multiplex con 0.8µM de cebadores. 
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Tabla 28.  

Componentes y concentraciones de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR. 

  

COMPONENTES Y CONCENTRACIONES DE LA SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 
1ra PCR 2ra PCR 

Componentes Concentración 
stock 

Concentración 
final 

Volumen 
por 1 

reacción 
Componentes Concentración 

stock 
Concentración 

final 
Volumen 

por 1 
reacción 

H2O --- --- 12.4 μl H2O --- --- 8.9 μl 
Buffer 10 X 1 X 2.5 μl Buffer 10 X 1 X 2.5 μl 
dNTPs 2 mM 0.2 mM 2.5 μl dNTPs 2 mM 0.2 mM 2.5 μl 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 μl MgCl2 25 mM 1.5 mM 2 μl 
E_SARBECO_F 10 μM 0.4 μM 1 μl E_SARBECO_F 10 μM 0.8 μM 2 μl 

R_E26268 10 μM 0.4 μM 1 μl E_SARBECO_R 10 μM 0.8 μM 2 μl 

F_N28147 10 μM 0.4 μM 1 μl F_N28147 10 μM 0.8 μM 2 μl 

R_N28742 10 μM 0.4 μM 1 μl R_N28466 10 μM 0.8 μM 2 μl 
Nova Taq Hot 
Start DNA 
Polimerase 

5 U 0.5 U 0.1 μl 
Nova Taq Hot 
Start DNA 
Polimerase 

5 U 0.5 U 0.1 μl 

ADNc --- --- 2 μl Producto de la 
1ra PCR --- --- 1 μl 

Volumen total     25 μl Volumen total     25 μl 
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3.5. LÍMITE DE DETECCIÓN. 
El límite de detección se determinó analizando el ARN sintético en diluciones 

seriadas que contenían 10, 1 y 0.5 copias/reacción, el análisis se realizó de forma 

independiente para cada gen diana, en las figuras 21 y 22 se observa que la 

amplificación fue posible hasta la concentración de 1 copia/reacción para ambos 

genes, por consiguiente, se estableció que el límite de detección es de 1 

copia/reacción. 

Figura 21.  

Límite de detección del gen N. 

Nota. M: marcador de peso molecular de 50pb, 1: reacción con 10 copias de genoma viral, 2: 
reacción con 1 copia de genoma viral, 3: reacción con 0.5 copias de genoma viral. 

Figura 22.  

Límite de detección del gen E. 

 

Nota. M: marcador de peso molecular de 50pb, 1: reacción con 10 copias de genoma viral, 2: 
reacción con 1 copia de genoma viral, 3: reacción con 0.5 copias de genoma viral. 
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3.6 VALIDACION DE LA SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 
Se analizaron un total de 152 muestras de ARN previamente sometidas a la RT-

qPCR, el ensayo fue a doble ciego y se consideró como positiva toda muestra que 

amplificó al menos uno de los dos genes diana de SARS CoV-2, en la figura 23 se 

observa que las muestras 36 y 40 amplificaron con éxito los genes E y N mientras 

que las muestras 33 y 36 amplificaron unicamente el gen E, las muestras 34, 35, 

37 y 38 posiblemente presentaron formacion de dimeros pero no amplificaron 

niguno de los genes de interes por lo cual se consideran como negativas, el resto 

de muestras utilizadas en la validacion se encuentran en el anexo 5. 

Figura 23.  

Electroforesis de la 2da PCR de las muestras 33-40. 

Nota. M: Marcador de peso molecular de 50pb; CP: gen E 113pb y gen N 339pb; 33 y 39: gen E 

113pb; 36 y 40: gen E 113pb y gen N 339pb; 34, 35, 37, y 38: Muestras negativas; B: Blanco de 

reacción; CN: Control negativo. 

Las muestras con elevada carga viral (106, 107, y 109) aun presentaban 4 

amplicones, 2 de los cuales correspondían a los amplicones de la 1ra PCR figura 

24. 
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Figura 24.  

Electroforesis de la 2da PCR de las muestras 101-110. 

Nota. M: Marcador de peso molecular de 100pb; CP: gen E 113pb y gen N 339pb; 101, 102 y 104: 
gen E 113pb; 106, 107 y 109: gen E 113pb y gen N 339pb; 103, 105, 108 y 110: Muestras 

negativas; B: Blanco de reacción; CN: Control negativo. 

Para comparar la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR con la prueba de oro se 

elaboró una tabla de contingencia (tabla 29).  

Tabla 29.  

Tabla de contingencia entre la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR y la RT-qPCR. 

Nota. VP: Verdadero positivo, FP: Falso positivo, FN: Falso negativo, VN: Verdadero negativo. 
 

Los valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor 

predictivo negativo se calcularon con las siguientes formulas: 

 

Verdadero 
diagnóstico 

(patrón de referencia) 

RT-qPCR 

 

enfermo sano TOTAL 

 
SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR 

(prueba diagnóstica) 

 

positivo 
36 

(VP) 

4 

(FP) 
40 

negativo 
3 

(FN) 

109 

(VN) 
112 

 TOTAL 39 113 152 
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Sensibilidad 

𝑆𝑒 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑁
 =

36

36 + 3
= 92.31% 

 

 

Especificidad 

𝐸𝑠 =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑃
 =

109

109 + 4
= 96.46% 

 
Valor predictivo positivo 

𝑉𝑃𝑃 =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑃
 =

36

36 + 4
= 90.00% 

 

 

Valor predictivo negativo 

𝑉𝑃𝑁 =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑁
 =

109

109 + 3
= 97.32% 

 

Se determinó que la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR tiene una sensibilidad de 

92.31 %, especificidad de 96.46%, valor predictivo positivo 90.00 %, valor 

predictivo negativo 97.32%. 

El valor del coeficiente kappa se calculó utilizando el programa IBM SPSS statistics 

21 y fue igual a 0.89, según los valores descritos por Landis & koch (1977) la SEMI-

NESTED MULTIPLEX PCR y la prueba de oro RT-qPCR tienen una muy buena 

concordancia. 
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3.7. RESULTADOS DE LA AMPLIFICACION DE LOS GENES E Y N EN 
MUESTRAS POSITIVAS PARA SARS-CoV-2. 
El gen E amplificó exitosamente en el 92.30% de las muestras positivas estudiadas 

mientras que el gen N amplificó exitosamente en el 53.87%, el 56.41 % de las 

muestras amplificó los dos genes, el 33.33% amplificó únicamente el gen E y el 

2.56% amplificó únicamente el gen N, estos resultados se detallan en la tabla 30. 

Tabla 30.  

Positividad de los genes E y N. 

Positividad de cada uno de los genes diana 
gen E gen N No (%) 

+ + 22 (58.97%) 

+ - 13 (30.76%) 

- + 1 (2.56%) 

- - 3 (7.6%) 

36 (92.30) 23 (53.97) 39 

 

3.8. VALIDACIÓN DEL CEBADOR F_E26080. 
Se examinaron un total de 72 muestras de ARN conformadas por 25 muestras 

positivas y 47 muestras negativas, tal como se muestra en la figura 25. no se 

observó amplificación del gen N en la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR que incluía 

el cebador F_E26080. 

Figura 25.  

Electroforesis de la 2da PCR de las muestras 101-110 utilizando el cebador 
F_E26080. 

 

Nota. M1: Marcador de peso molecular de 100pb; M2: Marcador de peso molecular de 50pb CP: 
gen E 113pb; 101,102, 104, 106, 107 y 109: gen E 113pb; 103, 105, 108 y 110: Muestras negativas; 
B: Blanco de reacción; CN: Control negativo. 
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De acuerdo a los datos de la tabla 31, al incluir el cebador F_E26080 en la SEMI-

NESTED MULTIPLEX PCR se obtuvo una sensibilidad de 96%, especificidad de 

97.8%, VPP 96%, VPN 98.83%, el coeficiente de kappa se calculó con el programa 

IBM SPSS statistics 21 teniendo como resultado el valor de 0.93, según los valores 

descritos por Landis & koch (1977) la RT-qPCR y la SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR tienen una concordancia muy buena utilizando el cebador F_E26080. 

Tabla 31.  

Tabla comparativa entre la RT-qPCR y la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 
utilizando el cebador F_E26080. 

 

Tal como se muestra en la figura 26, al reemplazar el cebador E_SARBECO_F por 

el cebador F_E26080 el límite de detección del gen de la envoltura se mantuvo en 

1 copia/reacción. 

Nota. M: Marcador de peso molecular de 50pb, 1: reacción con 10 copias de genoma viral, 2: 
reacción con 1 copia de genoma viral, 3: reacción con 0.5 copias de genoma viral. 

   

 
SEMI-NESTED 

MULTIPLEX-PCR 

RT-qPCR   
 ESTANDAR DE ORO         TOTAL 

POSITIVO        NEGATIVO 

POSITIVO 24 1 25 

NEGATIVO 1 45 46 

TOTAL 
25 47 72 

Figura 26.  

Límite de detección del gen E utilizando el cebador F_E26080. 

 

Tabla 6.  

Límite de detección del gen E utilizando el cebador F_E26080. 
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3.8 DISCUSIÓN 
Para el diseño y optimización de los cebadores se consideraron las pautas 

sugeridas por Park et al. (2020), pero, adicionalmente se realizó un alineamiento 

múltiple de secuencias para verificar que la región diana de los cebador sea 

homogénea y no presente variación entre los diferentes genomas reportados para 

Perú, se comprobó que la no optimización de la Tm y concentración de los 

cebadores  puede generar productos inespecíficos y dímeros de cebadores que 

generan la posibilidad de  resultados falsos positivos. 

Los resultados de sensibilidad y especificidad de la SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR fueron de 92.31 % y 96.46% respectivamente, estos resultados indican que 

un paciente enfermo tiene un 92.31% de probabilidad de tener un resultado positivo 

mientras que un paciente sano tiene un 96.46% de probabilidad de obtener un 

resultado negativo. Por otro lado, los resultados del valor predictivo positivo y 

negativo fueron de 90.00% y 97.32%, estos resultados indican que la probabilidad 

de que un paciente tenga la enfermedad si obtuvo un resultado positivo es del 90%, 

mientras que la probabilidad de que un paciente no tenga la enfermedad si obtuvo 

un resultado negativo es del 97.32%. 

La SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR logró detectar como positivas 4 muestras que 

previamente fueron reportadas como negativas por RT-qPCR, estos resultados 

coinciden con los obtenidos por Yip et al. (2020) y Wang et al. (2020) quienes 

determinaron que debido a su sensibilidad los ensayos basados en PCR anidada 

reducen la posibilidad de obtener falsos negativos en casos de muestras con 

escasa carga viral, el límite de detección de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 

fue de 1 copia/reacción al igual que Wang et al. (2020), haciéndola más sensible 

que los ensayos no anidados realizados por Ishige et al. (2020) (21 

copias/reacción) y Corman et al., (2020) (5.2 copias/reacción), a diferencia de los 

ensayos desarrollados por Yip et al. (2020) y Wang et al. (2020). La SEMI-

NESTED MULTIPLEX PCR no está ligada a la tecnología de la PCR en tiempo 

real, lo que permite que sea más accesible para los laboratorios que cuenten con 

tecnología de PCR convencional. 

En el presente trabajo el 58.97% de las muestras estudiadas amplificaron 

exitosamente el gen de la envoltura y la nucleocápside, de forma independiente el 

92.30 % de las muestras positivas amplificaron exitosamente el gen de la envoltura 

mientras que el 53.97% amplifico exitosamente el gen de la nucleocápside (tabla 
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37), teniendo en cuenta que las muestras utilizadas en la presente tesis fueron 

tomadas entre los 3 y 4 días posteriores al inicio de síntomas, los resultados 

obtenidos guardan relación con los obtenidos por Reina & Suarez. (2020). quienes 

al analizar 200 muestras positivas para SARS-CoV-2 que fueron tomadas al inicio 

de la infección, consiguieron amplificación del gen E y N en el 94% y 86.55% de 

muestras respectivamente, al igual que Reina & Suarez. (2020) se observó que la 

amplificación del gen E se ve más favorecida en etapas iniciales de la infección, no 

se pudo verificar que la amplificación del gen N sea más abundante en etapas 

finales de la infección debido a que no se analizaron muestras en etapas finales de 

la infección, pero, estos resultados demuestran la importancia de un diseño 

MULTIPLEX donde se incorpora más de un conjunto de cebadores dirigidos a 

regiones diferentes del genoma para reducir la posibilidad de reportar falsos 

negativos. 

Inicialmente el diseño de cebadores se realizó en noviembre del 2020 (Anexo 7), 

sin embargo, la adquisición de los cebadores fue posible en mayo del 2021 para lo 

cual los cebadores R_E26268, F_N28147 y R_N28466 ya habían sido reportados 

por Hogan et al. 2021, Lu et al. 2021 y Lopez et al. 2021, Los cebadores F_E26080 
y F_E26131 aún permanecen como propios del presente trabajo, el cebador 

F_E26131 fue desestimado debido a que el tamaño de los amplicones resultantes 

se encontraba entre los 50 pb y los 76 pb, lo que podría generar confusión con los 

dímeros formados, no obstante se recomienda el uso del cebador F_E26131 con 

otros cebadores reverse que permitan obtener un amplicon de mayor tamaño. 

Al utilizar el cebador F_E26080 en la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR no se logró 

obtener amplificación del gen N en ninguna de las 72 muestras analizadas, la no 

amplificación  del gen N indica que el cebador F_E26080 no es un buen candidato 

para realizar reacciones MULTIPLEX al ser combinado con los cebadores 
F_N28147, R_N28742 y R_N28466, sin embargo el límite de detección del gen E 

se mantuvo en 1 copia/reacción, a pesar de que no se obtuvo amplificación del gen 

N, al utilizar el cebador F_E26080 se obtuvo una sensibilidad de 96%, especificidad 

de 97.8% y coeficiente de kappa igual a 0.93 (tabla 20) lo que indica una buena 

capacidad diagnostica para detectar el gen de la envoltura de SARS-CoV-2. 

Aunque en la estandarización de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR se consiguió 

eliminar la presencia de dímeros, durante el proceso de validación algunas 

reacciones de PCR presentaron  dímeros de 50pb, dichos dímeros no interferían 
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con la interpretación de resultados debido a que el tamaño de los amplicones del 

gen E y N estaban bien definidos y superaban los 100pb, la presencia de dímeros 

en un número reducido de reacciones  no afectó el valor diagnóstico de la SEMI-

NESTED MULTIPLEX PCR, la no amplificación de 3 muestras que fueron positivas 

por RT-qPCR puede estar ligada a la rápida degradación del ARN al ser 

manipulado.  

Se consiguió establecer un flujo de trabajo para llevar a cabo una SEMI-NESTED 

MULTIPLEX PCR para el diagnóstico de COVID-19 utilizando cebadores 

reportados en investigaciones previas y utilizando el nuevo cebador F_E26080 
diseñado en la presente tesis.  

  



79 

CONCLUSIONES 
● Se validó una SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR para el diagnóstico de la 

COVID-19 producida por SARS-CoV-2, en la región del Cusco. 

● El cebador diseñado FE_26080 de 21 pb, 47.6 % de CG y Tm de 

64.2ºC amplifica con éxito el gen de la envoltura de SARS CoV-2. 

● Se estandarizó una SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR para la amplificación 

de los genes E y N de SARS CoV-2, donde se incorporan 0.4 µM y 0.8 µM 

de cebadores en la primera y segunda PCR multiplex, las temperaturas de 

hibridación de los cebadores son de 64ºC y 66ºC en la primera y segunda 

PCR multiplex respectivamente. 

● El límite de detección de la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR es de 1 copia 

de genoma viral por reacción. 

● La SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR tiene una sensibilidad de 92.31 %, 

especificidad de 97.35%, valor predictivo positivo 92.31 %, valor predictivo 

negativo 97.35% y valor del coeficiente kappa de 0.89 lo cual indica muy 

buena concordancia entre la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR y la RT-

qPCR. 
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RECOMENDACIONES 
• Se recomienda ampliar estudios sobre el uso de técnicas moleculares para 

el diagnóstico de enfermedades infecciosas en la región del Cusco. 

• Debido a la elevada sensibilidad analítica de la SEMI-NESTED MULTIPLEX 

PCR se recomienda tomar precauciones para evitar la contaminación entre 

las muestras en la segunda ronda de amplificación. 

• Para evitar la degradación de las muestras de ARN se recomienda tomar 

precauciones tales como trabajar en cadena de frio y almacenar las 

muestras de ARN a -80ºC. 
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Anexo 1: RESOLUCION Nro. R-540-2020-UNSAAC  

 
 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO 
SECRETARIA GENERAL 

 
RESOLUCION Nro. R-540-2020-UNSAAC. 

Cusco, 31 de julio de 2020 
 

EL RECTOR DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO: 
 

VISTO, el Oficio Virtual N° 374 -2020-VRIN-UNSAAC, registrado con Expediente Nro. 264554, 
presentado por el Dr. GILBERT ALAGON HUALLPA, Vicerrector de Investigación de la 
Institución, solicitando aprobación de presupuesto y conformación de Equipo de Investigación 
Adaptativa UNSAAC-COVID-19, que se indica, y: 

 
CONSIDERANDO: 

 
Que, mediante Resolución Nro. CU-161-2020-UNSAAC de fecha 07 de mayo de 2020, se 
aprueba los LINEAMIENTOS Y BASES DE CONCURSO DE PROYECTOS DE 
INVESTIGACIÓN ADAPTATIVA UNSAAC-COVID 19; 

 
Que, asimismo, con Resolución Nro. R-446-2020-UNSAAC de fecha 20 de junio del 2020 se 
DECLARA GANADORES de la CONVOCATORIA EXTRAORDINARIA DE “PROYECTOS DE 
INVESTIGACIÓN ADAPTATIVA UNSAAC COVID 19” primera ventanilla, a los once (11) 
Proyectos de Investigación que obtuvieron mayor puntaje; 

 
Que, a través del primer numeral de la Resolución Nro. CU-220-2020-UNSAAC de fecha 02 de 
julio de 2020 se aprueba la GUÍA DE ACOMPAÑAMIENTO Y MONITOREO PARA 
PROYECTOS DE INVESTIGACIÓN ADAPTATIVA UNSAAC COVID-19, presentado por el 
Vicerrectorado de Investigación; 

 
Que, al respecto mediante expediente de Visto, el Dr. GILBERT ALAGON HUALLPA, 
Vicerrector de Investigación de la Institución, hace de conocimiento que, mediante Resolución 
N°R-446-2020-UNSAAC, de fecha 20 de junio del 2020 se declara ganadores de la 
Convocatoria Extraordinaria de “Proyectos de Investigación Adaptativa UNSAAC COVID 19” 
Primera Ventanilla, a once (11) Proyectos de Investigación que obtuvieron puntaje aprobatorio, 
resultando seleccionado, entre otros, el Proyecto titulado “ESTUDIO DE GENOMAS DE SARS- 
COV-2 Y SU APLICACIÓN AL DISEÑO DE NUEVOS SISTEMAS DE DIAGNOSTICO 
ADAPTADOS PARA LA REGIÓN DE CUSCO” con un plazo de ejecución de cuatro (4) meses, 
de acuerdo al numeral 2.5.1 de las bases, cuyo investigador principal es la DRA. MARÍA 
ANTONIETA QUISPE RICALDE, Profesora Auxiliar a Tiempo Parcial de 20 horas en el 
Departamento Académico de Biología de la Facultad de Ciencias de la Institución; 

 
Que, asimismo, indica que mediante Resolución Nº CU-220-2020-UNSAAC de 02 de julio de 
2020, se aprueba la GUÍA DE ACOMPAÑAMIENTO Y MONITOREO PARA PROYECTOS DE 
INVESTIGACIÓN ADAPTATIVA UNSAAC COVID-19, que consta de Aspectos Generales, 
Acompañamiento durante la ejecución y Disposiciones Finales y diez (10) anexos que forman 
parte de la citada Resolución; 

 
Que, por tal motivo solicita aprobación del presupuesto por el importe de S/ 50.000,00 
(Cincuenta mil con 00/100 soles) de conformidad a la Certificación de Crédito Presupuestario 
Nº 1189, remitido por la Unidad de Presupuesto de la Dirección de Planificación, asignado al 
Proyecto de Investigación titulado: “ESTUDIO DE GENOMAS DE SARS-COV-2 Y SU 
APLICACIÓN AL DISEÑO DE NUEVOS SISTEMAS DE DIAGNOSTICO ADAPTADOS PARA 
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LA REGIÓN DE CUSCO”, con un plazo de ejecución de cuatro (4) meses, de acuerdo al 
numeral 2.5.1 de las bases. Así como la conformación del Equipo de Investigación Adaptativa 
UNSAAC-COVID-19, de acuerdo al siguiente detalle: 

 
Rol Grado Nombres y Apellidos Entidad a la que pertenece 

Investigador 
Principal Doctor María Antonieta Quispe Ricalde UNSAAC 

Co-Investigador Biólogo José Luís Sierra Herrera Posgrado UNSAAC 

Co-Investigador Doctor Sonia Dávila Ramos Universidad Autónoma del Estado de 
Morelos 

Co-Investigador Doctor Ramón Batista García Universidad Autónoma del Estado de 
Morelos 

Co-Investigador Magíster Hugo Girdardo Castelán Sánchez Universidad Autónoma del Estado de 
Morelos 

Co-Investigador Doctor Néstor Abreu Acosta Nertalab 
Asistente de 
Investigación Estudiante Briseida Peceros Ortega UNSAAC 

Asistente de 
Investigación Estudiante Edgar Jesús Huaycho Guzmán  

UNSAAC 
Tesista Bachiller Brandon Jason Soto Chambi UNSAAC 

 
Que, conforme a lo señalado la Jefa de la Unidad de Presupuesto de la Dirección de 
Planificación expide la Certificación de Crédito Presupuestario N° 1189-2020 indicando la 
afectación presupuestal para atender lo solicitado, conforme al anexo que forma parte de 
la presente resolución; 

 
Que, la Autoridad Universitaria ha tomado conocimiento de la comunicación cursada por el Dr. 
GILBERT ALAGON HUALLPA, Vicerrector de Investigación de la Institución y ha dispuesto la 
emisión de la resolución correspondiente; 

 
Estando a lo solicitado y de conformidad a lo dispuesto por el Decreto de Urgencia Nro. 014- 
2019 que aprueba el Presupuesto del Sector Público para el Año Fiscal 2020, Resolución 
Viceministerial Nº 081-2020-MINEDU, Decreto de Urgencia N° 26-2020 y en uso a las 
atribuciones conferidas a este Rectorado por la Ley y Estatuto Universitarios; 

 
RESUELVE: 

 
PRIMERO.- APROBAR el presupuesto por el importe de S/ 50.000,00 (Cincuenta mil con 
00/100 soles) para ejecución de gastos del Proyecto de Investigación titulado: “ESTUDIO DE 
GENOMAS DE SARS-COV-2 Y SU APLICACIÓN AL DISEÑO DE NUEVOS SISTEMAS DE 
DIAGNOSTICO ADAPTADOS PARA LA REGIÓN DE CUSCO”, cuyo investigador principal es 
la DRA. MARÍA ANTONIETA QUISPE RICALDE, Profesora Auxiliar a Tiempo Parcial de 20 
horas en el Departamento Académico de Biología de la Facultad de Ciencias de la Institución. 

 
SEGUNDO.- DISPONER que la Dirección General de Administración proceda con la ejecución 
de gastos del Proyecto de Investigación titulado: “ESTUDIO DE GENOMAS DE SARS-COV-2 
Y SU APLICACIÓN AL DISEÑO DE NUEVOS SISTEMAS DE DIAGNOSTICO ADAPTADOS 
PARA LA REGIÓN DE CUSCO”, cuyo investigador principal es la DRA. MARÍA ANTONIETA 
QUISPE RICALDE, Profesora Auxiliar a Tiempo Parcial de 20 horas en el Departamento 
Académico de Biología de la Facultad de Ciencias de la Institución. 

 
TERCERO.- CONFORMAR el Equipo de Investigación Adaptativa UNSAAC-COVID-19, del 
Proyecto de Investigación titulado: “ESTUDIO DE GENOMAS DE SARS-COV-2 Y SU 
APLICACIÓN AL DISEÑO DE NUEVOS SISTEMAS DE DIAGNOSTICO ADAPTADOS PARA 
LA REGIÓN DE CUSCO” cuyo investigador principal es la DRA. MARÍA ANTONIETA QUISPE 
RICALDE, de acuerdo al siguiente detalle: 
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Rol Grado Nombres y Apellidos Entidad a la que pertenece 
Investigador 
Principal Doctor María Antonieta Quispe Ricalde UNSAAC 

Co-Investigador Biólogo José Luís Sierra Herrera Posgrado UNSAAC 

Co-Investigador Doctor Sonia Dávila Ramos Universidad Autónoma del Estado de 
Morelos 

Co-Investigador Doctor Ramón Batista García Universidad Autónoma del Estado de 
Morelos 

Co-Investigador Magíster Hugo Girdardo Castelán Sánchez Universidad Autónoma del Estado de 
Morelos 

Co-Investigador Doctor Néstor Abreu Acosta Nertalab 
Asistente de 
Investigación Estudiante Briseida Peceros Ortega UNSAAC 

Asistente de 
Investigación Estudiante Edgar Jesús Huaycho Guzmán  

UNSAAC 
Tesista Bachiller Brandon Jason Soto Chambi UNSAAC 

 

CUARTO.- EL EGRESO que se origine por aplicación de la presente Resolución se atenderá 
con cargo a la Certificación de Crédito Presupuestario N° 1189-2020 conforme al detalle que 
aparece en el anexo que forma parte de la presente resolución; 

 
QUINTO.- DEJAR ESTABLECIDA la obligación de la DRA. MARÍA ANTONIETA QUISPE 
RICALDE, investigador principal y de sus integrantes de suscribir contrato ante la Dirección de 
Gestión de la Investigación del Vice Rectorado de Investigación, a través del medio electrónico 
en el plazo de cinco (05) días hábiles de notificado con la presente Resolución. 

 
El Vicerrectorado de Investigación, la Dirección de Planificación, la Dirección General de 
Administración, deberán adoptar las medidas complementarias del caso para el cumplimiento 
de la presente Resolución. 

 
REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE. 

 

TR: VRAC.-VRIN.-OCI.- DIRECCION DE GESTION DE LA INVESTIGACION.- DIRECCION DE 
INNOVACION Y TRANSFERENCIA.-DIRECCION DE EMPRENDIMIENTO.- GESTION.- 
CONSEJO DE UNIDADES DE INVESTIGACIÓN.- DIRECCION DE PLANIFICACION.- U. 
PRESUPUESTO.- DIGA.- U FINANZAS.- U LOGISTICA.- A TESORERIA.- A INTEGRACION 
CONTABLE.- A. EJECUCION PRESUPUESTAL.- A ADQUISICIONES.- A DISTRIBUCIÓN.- A 
MANTENIMIENTO Y SERVICIOS.- FACULTAD DE CIENCIAS ADMINISTRATIVAS, 
CONTABLES, ECONÓMICAS Y TURISMO.- DEPARTAMENTO ACADÉMICO DE 
ECONOMIA.- U TALENTO HUMANO.- A EMPLEO.- A REMUNERACIONES.- A ESCALAFÓN 
Y PENSIONES (02).- DRA. MARÍA ANTONIETA QUISPE RICALDE.- EQUIPO DE 
INVESTIGACIÓN (09).- DIRECCION DE ASESORIA JURIDICA.- RED DE 
COMUNICACIONES IMAGEN INSTITUCIONAL.- SINDUC.- ARCHIVO.SG: 
JEMA/MCCH/JGPF/MQL.- 

 
Lo que transcribo a usted, para su conocimiento y fines consiguientes. 

 
Atentamente, 
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Anexo 2. Aprobación del comité de ética UNSAAC. 

Comité de Bioética Institucional y Sub Comités de Bioética de la UNSAAC 
 

Cusco, 12 de enero de 2021 
 
 

Oficio virtual Nº 002-2021-CBI-UNSAAC 
 
 

Dra. María Antonieta Quispe Ricalde 

Departamento de Biología de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. 
 
 

ASUNTO : Informe final sobre aspectos bioéticos en proyecto de 

investigación. 

 
De mi mayor consideración: 

 
 
Previo un cordial y atento saludo, el presente es para remitir a usted el informe CBI- 

UNSAAC2021-001 de la revisión final a aspectos bioéticos del proyecto “Estudio de 
genomas SARS-CoV-2 y su aplicación al diseño de nuevos sistemas de 
diagnóstico adaptados a la región Cusco”. 

 
En la revisión del proyecto han participado los miembros del Subcomité de ética de 

ensayos clínicos y estudios clínico epidemiológicos en seres humanos. 

 
A su vez, hacer de su conocimiento que una vez finalizado la ejecución del proyecto de 

investigación antes indicado, debe de remitir al CBI-UNSAAC una copia del informe final. 

 
Sin otro particular, uso de la ocasión para expresar las consideraciones de nuestra 

estima personal y le deseamos éxito en su investigación. 

 
Atentamente, 

 
 
Fdo. Dr. Ramón Figueroa Mujica. 
Presidente del Comité de Bioética Institucional de la UNSAAC 
comite.bioetica@unsaac.edu.pe 

 
 

C.C.Archivo 
/MAQR

mailto:comite.bioetica@unsaac.edu.pe
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Código: CBI-UNSAAC2021-001 

 
INFORME FINAL DE ASPECTOS BIOÉTICOS DEL PROYECTO 

 
 
Datos del Investigador Principal 

Nombre: Dra. María Antonieta Quispe Ricalde 

Facultad: Facultad de Ciencias. 

Departamento académico: Biología. 

Universidad: Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco 

Correo electrónico: antonieta.quispe@unsaac.edu.pe 

Teléfono: 973512698 
Datos del Proyecto de investigación 

Título: “Estudio de genomas SARS-CoV-2 y su aplicación al diseño de nuevos sistemas de 
diagnóstico adaptados a la región Cusco”. 

Fecha de ingreso: 18-11-2020 

Fecha de emisión de informe final: 12-01-2021 
Resultado de la evaluación a aspectos bioéticos y metodológicos: 
APROBADO. 

Observaciones: El proyecto presentado a consideración del Comité de Bioética 
Institucional en Investigación de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco 
(CBI-UNSAAC), ha sido evaluado por el Subcomité de Bioética en Ensayos Clínicos, 
Estudios Clínicos Epidemiológicos en Seres Humanos (SCBI-SH-UNSAAC), emitiendo el 
informe Nº 006-2020-SCBI-SH-UNSAAC, donde se consideró observaciones tanto desde 
el punto de vista ético como desde el punto de vista metodológico. La investigadora 
principal cumple con el levantamiento de observaciones, documentos que han sido 
revisados por el SCBI-SH-UNSAAC, dando por levantadas las observaciones a través del 
informe Nº 01-2021-SCBI-SH-UNSAAC. 

Atentamente, 
 

Dr. Ramón Figueroa Mujica. 
Presidente del Comité de Bioética Institucional de la UNSAAC 
comite.bioetica@unsaac.edu.pe 

  

mailto:antonieta.quispe@unsaac.edu.pe
mailto:comite.bioetica@unsaac.edu.pe
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ANEXO 3: OFICIO N° 063-2020-GR CUSCO/GRSC-DG-DEIS, Conformidad para 
inicio de estudio de investigación científica. 
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Anexo 4: RESULTADOS DE LA RT-qPCR y la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR 

para los ensayos de validación se excluyeron las muestras 86, 96 y 140. 

CODIGO 
UNSAAC RT-qPCR 

SEMI-
NESTED 

MULTIPLEX 
PCR 

GEN E GEN N 

1 NEGATIVO NEGATIVO - - 
2 NEGATIVO NEGATIVO - - 
3 NEGATIVO NEGATIVO - - 
5 NEGATIVO NEGATIVO - - 
6 NEGATIVO NEGATIVO - - 
7 NEGATIVO NEGATIVO - - 
8 POSITIVO POSITIVO + - 
9 NEGATIVO NEGATIVO - - 

10 NEGATIVO NEGATIVO - - 
11 NEGATIVO NEGATIVO - - 
12 NEGATIVO NEGATIVO - - 
13 NEGATIVO NEGATIVO - - 
14 NEGATIVO NEGATIVO - - 
15 NEGATIVO NEGATIVO - - 
16 NEGATIVO NEGATIVO - - 
17 NEGATIVO NEGATIVO - - 
18 NEGATIVO NEGATIVO - - 
19 NEGATIVO NEGATIVO - - 
20 NEGATIVO NEGATIVO - - 
21 NEGATIVO NEGATIVO - - 
22 NEGATIVO NEGATIVO - - 
23 NEGATIVO NEGATIVO - - 
24 POSITIVO POSITIVO + + 
25 NEGATIVO POSITIVO + - 
26 NEGATIVO NEGATIVO - - 
27 NEGATIVO NEGATIVO - - 
28 NEGATIVO NEGATIVO - - 
29 NEGATIVO NEGATIVO - - 
30 POSITIVO POSITIVO + + 
31 NEGATIVO NEGATIVO - - 
32 NEGATIVO POSITIVO + - 
33 NEGATIVO POSITIVO + - 
34 NEGATIVO NEGATIVO - - 
35 NEGATIVO NEGATIVO - - 
36 POSITIVO POSITIVO + + 
37 NEGATIVO NEGATIVO - - 
38 NEGATIVO NEGATIVO - - 
39 POSITIVO POSITIVO + - 
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CODIGO 
UNSAAC RT-qPCR 

SEMI-
NESTED 

MULTIPLEX 
PCR 

GEN E GEN N 

40 POSITIVO POSITIVO + + 
41 NEGATIVO NEGATIVO - - 
42 POSITIVO POSITIVO + + 
43 NEGATIVO NEGATIVO - - 
44 NEGATIVO NEGATIVO - - 
45 NEGATIVO NEGATIVO - - 
46 NEGATIVO NEGATIVO - - 
47 NEGATIVO NEGATIVO - - 
48 NEGATIVO NEGATIVO - - 
49 NEGATIVO NEGATIVO - - 
50 POSITIVO POSITIVO + - 
51 NEGATIVO NEGATIVO - - 
52 NEGATIVO NEGATIVO - - 
53 NEGATIVO NEGATIVO - - 
54 POSITIVO POSITIVO + - 
55 NEGATIVO NEGATIVO - - 
56 NEGATIVO NEGATIVO - - 
57 NEGATIVO NEGATIVO - - 
58 NEGATIVO NEGATIVO - - 
59 NEGATIVO NEGATIVO - - 
60 NEGATIVO NEGATIVO - - 
61 NEGATIVO NEGATIVO - - 
62 NEGATIVO NEGATIVO - - 
63 NEGATIVO NEGATIVO - - 
64 NEGATIVO NEGATIVO - - 
65 POSITIVO POSITIVO + - 
66 POSITIVO POSITIVO + + 
67 NEGATIVO NEGATIVO - - 
68 POSITIVO POSITIVO + - 
69 POSITIVO POSITIVO + - 
70 NEGATIVO NEGATIVO - - 
71 NEGATIVO NEGATIVO - - 
72 POSITIVO POSITIVO + - 
73 NEGATIVO NEGATIVO - - 
74 NEGATIVO NEGATIVO - - 
75 NEGATIVO NEGATIVO - - 
76 NEGATIVO NEGATIVO - - 
77 POSITIVO POSITIVO + + 
78 POSITIVO POSITIVO + + 
79 NEGATIVO NEGATIVO - - 
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CODIGO 
UNSAAC RT-qPCR 

SEMI-
NESTED 

MULTIPLEX 
PCR 

GEN E GEN N 

80 NEGATIVO NEGATIVO - - 
82 NEGATIVO NEGATIVO - - 
83 POSITIVO POSITIVO + + 
84 NEGATIVO NEGATIVO - - 
85 NEGATIVO NEGATIVO - - 
86 NEGATIVO NEGATIVO - - 
87 NEGATIVO NEGATIVO - - 
88 NEGATIVO NEGATIVO - - 
89 NEGATIVO NEGATIVO - - 
90 NEGATIVO NEGATIVO - - 
91 NEGATIVO NEGATIVO - - 
92 POSITIVO POSITIVO + + 
93 POSITIVO POSITIVO + + 
94 NEGATIVO NEGATIVO - - 
95 NEGATIVO NEGATIVO - - 
97 NEGATIVO NEGATIVO - - 
98 NEGATIVO NEGATIVO - - 
99 POSITIVO POSITIVO + + 

100 NEGATIVO NEGATIVO - - 
101 POSITIVO POSITIVO + - 
102 POSITIVO POSITIVO + - 
103 NEGATIVO NEGATIVO - - 
104 POSITIVO POSITIVO + + 
105 NEGATIVO NEGATIVO - - 
106 POSITIVO POSITIVO + + 
107 POSITIVO POSITIVO + + 
108 NEGATIVO NEGATIVO - - 
109 POSITIVO NEGATIVO - - 
110 NEGATIVO NEGATIVO - - 
111 NEGATIVO NEGATIVO - - 
112 NEGATIVO NEGATIVO - - 
113 NEGATIVO NEGATIVO - - 
114 POSITIVO POSITIVO + - 
115 NEGATIVO NEGATIVO - - 
116 POSITIVO POSITIVO + + 
117 NEGATIVO NEGATIVO - - 
118 POSITIVO POSITIVO + + 
119 POSITIVO POSITIVO   + 
120 NEGATIVO NEGATIVO - - 
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CODIGO 
UNSAAC RT-qPCR 

SEMI-NESTED 
MULTIPLEX 

PCR 
GEN E GEN N 

121 NEGATIVO NEGATIVO - - 
122 NEGATIVO NEGATIVO - - 
123 POSITIVO NEGATIVO - - 
124 NEGATIVO NEGATIVO - - 
125 POSITIVO NEGATIVO - - 
126 POSITIVO POSITIVO + - 
127 NEGATIVO NEGATIVO - - 
128 NEGATIVO NEGATIVO - - 
129 NEGATIVO NEGATIVO - - 
130 NEGATIVO NEGATIVO - - 
131 NEGATIVO NEGATIVO - - 
132 POSITIVO POSITIVO + + 
133 NEGATIVO NEGATIVO - - 
134 NEGATIVO NEGATIVO - - 
135 POSITIVO POSITIVO + + 
136 NEGATIVO NEGATIVO - - 
137 NEGATIVO NEGATIVO - - 
138 NEGATIVO NEGATIVO - - 
139 NEGATIVO NEGATIVO - - 
141 NEGATIVO NEGATIVO - - 
142 NEGATIVO NEGATIVO - - 
143 NEGATIVO NEGATIVO - - 
144 NEGATIVO NEGATIVO - - 
145 POSITIVO POSITIVO + + 
146 NEGATIVO NEGATIVO - - 
147 POSITIVO POSITIVO + - 
148 POSITIVO POSITIVO + + 
149 NEGATIVO NEGATIVO - - 
150 NEGATIVO NEGATIVO - - 
151 NEGATIVO POSITIVO + - 
152 NEGATIVO NEGATIVO - - 
153 NEGATIVO NEGATIVO - - 
154 NEGATIVO NEGATIVO - - 
155 POSITIVO POSITIVO + + 
 

  



98 

Anexo 5: Preparación de buffer de electroforesis TBE 5X 

 

Para preparar 1000ml de buffer se utilizó: 

• Tris base 54g 

• Acido borico 27.5g 

• EDTA 0.5M pH 8.0 20ml 

• Agua destilada 980ml 

En un frasco de vidrio se vertió 500ml de agua destilada, posteriormente se agregó 

54g de tris base, ácido bórico, 27.5 y EDTA 20ml, finalmente se aforó a un volumen 

de 1000ml  
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Anexo 6: Alineamiento múltiple de secuencias de SARS-CoV-2. 

Numero de acceso de 86 secuencias de SARS CoV-2 obtenidas del NCBI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cebadores dirigidos al gen E. 

E_SARBECO_F:  5’ ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT 3’ (26 nt) 

 
 

1 MW030193. 1 23 MW030215. 1 45 MW030237. 1 67 MW030259. 1 
2 MW030194. 1 24 MW030216. 1 46 MW030238. 1 68 MW030260. 1 
3 MW030195. 1 25 MW030217. 1 47 MW030239. 1 69 MW030261. 1 
4 MW030196. 1 26 MW030218. 1 48 MW030240. 1 70 MW030262. 1 
5 MW030197. 1 27 MW030219. 1 49 MW030241. 1 71 MW030263. 1 
6 MW030198. 1 28 MW030220. 1 50 MW030242. 1 72 MW030264. 1 
7 MW030199. 1 29 MW030221. 1 51 MW030243. 1 73 MW030265. 1 
8 MW030200. 1 30 MW030222. 1 52 MW030244. 1 74 MW030266. 1 
9 MW030201. 1 31 MW030223. 1 53 MW030245. 1 75 MW030267. 1 
10 MW030202. 1 32 MW030224. 1 54 MW030246. 1 76 MW030268. 1 
11 MW030203. 1 33 MW030225. 1 55 MW030247. 1 77 MW030269. 1 
12 MW030204. 1 34 MW030226. 1 56 MW030248. 1 78 MW030270. 1 
13 MW030205. 1 35 MW030227. 1 57 MW030249. 1 79 MW030271. 1 
14 MW030206. 1 36 MW030228. 1 58 MW030250. 1 80 MW030272. 1 
15 MW030207. 1 37 MW030229. 1 59 MW030251. 1 81 MW030273. 1 
16 MW030208. 1 38 MW030230. 1 60 MW030252. 1 82 MW030274. 1 
17 MW030209. 1 39 MW030231. 1 61 MW030253. 1 83 MW030275. 1 
18 MW030210. 1 40 MW030232. 1 62 MW030254. 1 84 MW030276. 1 
19 MW030211. 1 41 MW030233. 1 63 MW030255. 1 85 MW030277. 1 
20 MW030212. 1 42 MW030234. 1 64 MW030256. 1 86 MW030278. 1 
21 MW030213. 1 43 MW030235. 1 65 MW030257. 1   
22 MW030214. 1 44 MW030236. 1 66 MW030258. 1   
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E_SARBECO_R: 5’ ATATTGCAGCAGTACGCACACA 3’ (22 nt) 

 
 

F_E26085:  5’ TCGGAAGAGACAGGTACGTT 3’ (20 nt) 
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R_E26176:  5’ GTACGCACACAATCGAAGCG 3’ (20 nt) 

 
 

R_E26268: 5’ CCAGAAGATCAGGAACTCTAGAAGA 3’ (25 nt) 
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R_E26161: 5’ AAGCGCAGTAAGGATGGCTA 3’ (20 nt) 

 
 

Cebadores dirigidos al gen N. 

F_N28147: 5’ TTTGGTGGACCCTCAGATTC 3’ (20 nt) 
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R_N28742: 5’ CAAAGCAAGAGCAGCATCAC 3’ (20 nt) 

 
 

R_N28466: 5’ GCCGTCTTTGTTAGCACCAT 3’ (20 nt) 
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Anexo 7: Fotografías de la electroforesis para la validación de la SEMI-
NESTED MULTIPLEX PCR con 152 muestras 

Electroforesis de las muestras 1-8. 

 
Electroforesis de las muestras 9-16. 

 
Electroforesis de las muestras 17-24. 
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Electroforesis de las muestras 25-32.

 
Electroforesis de las muestras 33-40. 

 
Electroforesis de las muestras 41-48. 
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Electroforesis de las muestras 49-56. 

 
Electroforesis de las muestras 56-63. 

 
Electroforesis de las muestras 65-71. 
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Electroforesis de las muestras 72-80. 

 
Electroforesis de las muestras 82-91. 

 
Electroforesis de las muestras 92-100. 
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Electroforesis de las muestras 101-110. 

  
Electroforesis de las muestras 115-124. 

 
Electroforesis de las muestras 125-134. 
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Electroforesis de las muestras 135-144. 

 
Electroforesis de las muestras 145-155. 
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Anexo 8: Fotografías de la electroforesis para la Validación del cebador 
F_E26080 con 72 muestras.  

Electroforesis de las muestras 1-10. 

 

Electroforesis de las muestras 11-20. 

 

Electroforesis de las muestras 60-69. 
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Electroforesis de las muestras 36-45. 

 

Electroforesis de las muestras 91-100. 

 

Electroforesis de las muestras 101-110. 
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Electroforesis de las muestras 111-120. 

 
 

Electroforesis de las muestras 148, 135, 132. 
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Anexo 9: Cálculo del tamaño de los amplicones. 

Para utilizar la herramienta http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/ se debe copiar la 

secuencia del gen de interés y la secuencia de los cebadores, posteriormente al 

pulsar el botón amplify se obtiene el tamaño del amplicon. 

 

http://insilico.ehu.es/mini_tools/PCR/
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Anexo 10:  Panel fotográfico.  
  

   

  

Fotografía 1. Preparación del master 
mix 

Fotografía 2. Programa de la 
retrotranscripción 

Fotografía 4. Programa de la 2da PCR 
Fotografía 3. Programa de la 1ra PCR 

Fotografía 6. Electroforesis en gel de 
agarosa al 2% 

Fotografía 5. Preparación de 
muestras de PCR para electroforesis 
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