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ABREVIATURAS
ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario.
ARN: Acido ribonucleico.
ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.
CP: Control positivo
CN: Control negativo
Ct: (Cycle Thershold) Ciclo de umbral.
PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa
RT- gPCR: Transcriptasa reversa- reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa.
STN RT-PCR: Single tube nested.
RT-PCR Tm: Temperatura de melting
SARS-CoV-2: (Severe acute respiratory syndrome- related coronavirus) Coronavirus
relacionado con el sindrome respiratorio agudo severo.
ACTB: Beta- actina.
ECAZ2: Enzima conversiva de la angiotensina 2.
RdRp: (RNA- dependent RNA polimerase) ARN dependiente de ARN polimerasa.
E: (Envelope) Envoltura.
N: (Nucleocapsid) Nucleocapside.
S: (Spike) Espiga.

ORF: (Open reading frame) Marco abierto de lectura.

OSN-gRT-PCR: (One- Step Single- Tube Nested Quantitative Real- Time PCR) PCR en

tiempo real cuantitativa anidada de un solo tubo de un solo paso.
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ABSTRACT
In the present study, the detection of infection by the SARS-CoV-2 virus was carried out in
post-vaccinated students belonging to the Professional School of Biology of the National
University of San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), using the technique of SEMI-
NESTED multiplex PCR. The main objective was to identify both asymptomatic and
symptomatic infections, evaluate the effectiveness of the administered vaccines and understand
the dynamics of virus transmission.
50 nasopharyngeal/oropharyngeal swab samples were collected from students of the Faculty
of Biology, of which 95% had received three doses of vaccination and 5% had completed four
doses with various vaccines, such as Pfizer, Sinopharm, AstraZeneca and Moderna.
Sociodemographic and epidemiological data, as well as information on vaccination status, were
collected using a modified research form and subjected to statistical analysis using the Chi-
square test. For SEMI-NESTED multiplex PCR, specific primers targeting the envelope (E)
and nucleocapsid (N) genes of SARS-CoV-2 were used.
The results revealed the presence of SARS-CoV-2 genetic material in 18% (n=9) of the
students, while 82% (n=41) tested negative. Within the positive group, 66% remained
asymptomatic, while 14% presented symptoms such as cough, sore throat and nasal congestion.
All positive students had completed three doses of vaccination, with AstraZeneca being the
most common (50%), followed by Sinopharm (24%), Pfizer (18%) and Moderna (8%). The
average time from the last dose to the study was 36 to 40 weeks, and some students experienced
post-vaccine discomfort, such as arm pain, myalgias, and fever.
The analysis of epidemiological variables using Pearson's Chi square test revealed that factors
such as the use of masks, social distancing and contact with positive people had a statistical
significance of p<0.05, indicating their influence on the probability of result. positive or
negative to SARS-CoV-2. The spread of the virus in the studied population was evaluated by
calculating Cox and Snell's R square and Nagelkerke's R square, with significant results of
76.8% and 73.8%, respectively, for the dependent variable. Furthermore, the Kappa coefficient
was 0.70, indicating good agreement between the variables and the positive result for SARS-
CoV-2.

Keywords: SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR, SARS CoV-2, PCR, COVID-19.
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RESUMEN

En el presente estudio, se llevo a cabo la deteccion de la infeccion por el virus SARS-CoV-2
en estudiantes postvacunados pertenecientes a la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco
(UNSAAC), empleando la técnica de PCR multiplex SEMI-NESTED. EI objetivo principal
consistid en identificar tanto infecciones asintomaticas como sintométicas, evaluar la

efectividad de las vacunas administradas y comprender la dindmica de transmision del virus.

Se recolectaron 50 muestras de hisopos nasofaringeos/orofaringeos de estudiantes de la
Facultad de Ciencia Bioldgicas, de los cuales el 95% habian recibido tres dosis de vacunacion
y el 5% habian completado cuatro dosis con diversas vacunas, como Pfizer, Sinopharm,
AstraZeneca y Moderna. Se recopilaron datos sociodemograficos y epidemiologicos, asi como
informacion sobre el estado de vacunacion mediante una ficha de investigacion modificada, y
se sometieron a analisis estadistico mediante la prueba de Chi cuadrado. Para la PCR multiplex
SEMI-NESTED, se emplearon cebadores especificos dirigidos a los genes de la envoltura (E)
y la nucleocéapside (N) del SARS-CoV-2.

Los resultados revelaron la presencia del material genético del SARS-CoV-2 en el 18% (n=9)
de los estudiantes, mientras que el 82% (n=41) resultaron negativos en la prueba. Dentro del
grupo positivo, el 66% permanecia asintomatico, mientras que el 14% presentaba sintomas
como tos, dolor de garganta y congestion nasal. Todos los estudiantes positivos habian
completado tres dosis de vacunacion, siendo AstraZeneca la mas comun (50%), seguida por
Sinopharm (24%), Pfizer (18%) y Moderna (8%). El tiempo promedio transcurrido desde la
altima dosis hasta el estudio fue de 36 a 40 semanas, y algunos estudiantes experimentaron

molestias postvacuna, como dolor en el brazo, mialgias y fiebre.

El analisis de variables epidemiol6gicas mediante la prueba de Chi cuadrado de Pearson revelo
que factores como el uso de mascarillas, el distanciamiento social y el contacto con personas
positivas tenian una significancia estadistica de p<0,05, indicando su influencia en la
probabilidad de resultado positivo o negativo al SARS-CoV-2. La propagacion del virus en la
poblacion estudiada se evalué mediante el calculo de R cuadrado de Cox y Snell y R cuadrado
de Nagelkerke, con resultados significativos del 76,8% y 73,8%, respectivamente, para la

variable dependiente.
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Ademaés, el coeficiente de Kappa fue de 0,70, indicando una buena concordancia entre las

variables y el resultado positivo para SARS-CoV-2.

Palabras clave: SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR, SARS CoV-2, PCR, COVID-19.
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INTRODUCCION
El virus causante del sindrome respiratorio agudo severo originado en China en diciembre de
2019 se identifico como SARS-CoV-2. La enfermedad, denominada COVID-19, fue declarada
pandemia el 11 de marzo de 2020 por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2021).

En Perd, la interaccion entre el sistema de salud, los desafios econémicos, sociales y
demogréficos ha contribuido a una tasa de letalidad de hasta el 8,96%, una de las més altas en
América Latina, con 4°142,104 casos positivos y un 5,2% de defunciones durante la segunda
ola de contagios (INS, 2022), La poblacién més afectada incluye adultos mayores y aquellos
con comorbilidades como obesidad, hipertension y enfermedades cardiovasculares (Oliva et
al.,2022). En respuesta, se han implementado estrategias, destacando la vacunacién masiva y
las pruebas de deteccion de SARS-CoV-2. La vacunacion se reconoce como efectiva para
prevenir la enfermedad y reducir la propagacion del virus (OMS, 2021), y se destaca la
importancia de evaluar la respuesta inmunitaria en aquellos vacunados a medida que avanza el

proceso.

En Peru el total de dosis administradas al mes de mayo de 2023 fue de 89°520,690 donde hay
un total de 26,878,200 personas vacunadas con la primera dosis, 25°832,758 personas
vacunadas con la segunda dosis; 21°330,684 personas vacunadas con la tercera dosis y
6°944,650 personas vacunadas con la cuarta dosis (MINSA, 2023). En Cusco, las dosis
administradas son de un 87% contra la COVID-19 (REUNIS, 2023) con las diversas vacunas:
BNT162b2 de Pfizer-BioNTech, Oxford/AstraZeneca, Ad26.CoV-2. S de Janssen, Moderna
(ARNmM-1273), Sinopharm, CoronaVac de Sinovac (MINSA, 2023),

Entre todas las técnicas que surgieron para la deteccion del SARS- CoV-2, la técnica de Semi-
nested Multiplex PCR es una herramienta prometedora en la deteccion precisa y rapida del
virus, permitiendo identificar la presencia del material genético viral en muestras clinicas (Kim
et al., 2021), esta técnica combina la sensibilidad de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) con la capacidad de detectar mdltiples objetivos en una sola reaccién, lo que permite
identificar diferentes genes del SARS-CoV-2.

La importancia en la continuidad del desarrollo de las actividades laborales y el proceso
educativo se ve significativamente influida por el regreso a las actividades presenciales.
Aunque las altas tasas de vacunacion reducen el riesgo de infeccion y aceleran la eliminacion

viral, es crucial tener en cuenta que existen antecedentes que indican que las variantes delta y
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omicron del SARS-CoV-2 pueden ser altamente transmisibles incluso en personas que han sido

vacunadas (Singanayagam, 2022).

Al llevar a cabo esta investigacion, se pretende obtener informacién de la infeccion por SARS-
CoV-2 en los estudiantes postvacunados de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. Esto permitira
evaluar la efectividad de las vacunas utilizadas y comprender mejor la dindmica de transmisién
del virus en este grupo especifico. Ademas, se podréan identificar posibles casos de infeccién
asintomatica o sintomaética, lo que ayudara a implementar medidas de control y prevencion

adecuadas para evitar la propagacion del virus (Torre et al., 2012).

La finalidad de este trabajo de investigacion es llenar un vacio en el conocimiento cientifico al
determinar la infeccién por SARS-CoV-2 en estudiantes postvacunados de la Facultad de
Ciencias Biologicas utilizando la técnica de Semi-nested Multiplex PCR. Los resultados
obtenidos seran de relevancia para la salud publica y contribuirdn a la implementacion de

medidas efectivas de control y prevencion en entornos educativos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pandemia ocasionada por la COVID-19 ha producido un total de 4°530,204 casos positivos
y un total de 220,602 fallecidos en el Per(, hasta el 12 de diciembre 2023 (MINSA, 2023).
Desde la identificacion del virus que causo la pandemia, se han desarrollado diversas vacunas
contra la COVID-19 para que de esta manera se pueda inmunizar a la poblacién y controlar la
propagacion del virus.

Segun el boletin epidemiolégico N°37 del Ministerio de Salud, en diciembre de 2022 se inici6
la quinta ola en el Per0, debido a que el aumento de contagios ha superado el 5%, siendo Lima
la ciudad con mayor nimero de contagiados, por lo que el ministro de salud exhorté a la
poblacion a dirigirse a los centros de vacunacion con el fin de recibir la tercera y cuarta dosis
de la vacuna.

Segun el Ministerio de Salud hasta 10 de diciembre de 2023 hay un total de 91° 412, 580 dosis
aplicadas entre la primera, segunda, tercera, cuarta dosis y la vacuna bivalente en todo el pais,
en Cusco el total de dosis aplicadas es de 1253, 527 entre la primera, segunda, tercera, cuarta
dosis y la vacuna bivalente (vacuna de refuerzo que protege al virus original y los linajes de la
variante omicron) (MINSA, 2023).

Enrazon a que mas del 50% de la poblacion ya se encuentran inmunizados con la vacuna contra
la COVID-19, el gobierno peruano dispuso el retorno a la presencialidad en universidades
publicas y privadas, asi como en escuelas de postgrado a partir del segundo semestre de 2022
de acuerdo a las disposiciones vigentes, segun la Resolucion Ministerial N° 094-2022-
MINEDU (anexo N°01). De esta manera el Vicerrectorado Academico de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), aprobd la Directiva para la
implementacién de actividades académicas presenciales en la UNSAAC, plasmada en la
Resolucion N° CU-220-2022-UNSAAC (anexo N°02), dicha resolucion establece los
lineamientos, acciones y procedimientos para un retorno seguro a la UNSAAC.

La problematica del presente trabajo se centra en la deteccion de la infeccién por SARS-CoV-2
en estudiantes postvacunados que han retomado las clases presenciales a un 100 % de aforo,
posterior a dichas disposiciones por la UNSAAC, porque la asistencia a clases presenciales
aumenta el riesgo de transmision del virus, aunque se hayan implementado medidas de
prevencién, como el uso de mascarillas y el distanciamiento fisico, sin embargo el tiempo de

permanencia y la inestabilidad de las medidas de proteccion, ademas de la concentracion de
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personas en espacios cerrados, juegan un papel importante en la transmisién de la enfermedad
de la COVID-19 (Pinzén, 2020).

La Seminested Multiplex PCR se desarrollé para mejorar la sensibilidad y tiene la ventaja de
detectar varios genes diana simultaneamente; a diferencia de la PCR convencional que detecta
cada gen diana por separado.

En ese sentido se plantea la siguiente interrogante:

¢La Semi-nested Multiplex PCR, detectard a SARS-CoV-2 postvacuna en estudiantes de la
escuela profesional de Biologia — UNSAAC?
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JUSTIFICACION

Aunqgue todas las vacunas autorizadas han demostrado eficacia en la reduccion de la
enfermedad y la transmision del virus SARS-CoV-2, es importante sefialar que ninguna de
estas vacunas garantiza una proteccion del 100%. Con la aparicién de la variante 6micron el
namero de personas vacunadas e infectadas aument6 considerablemente, cabe recalcar que el
estar vacunado protege de enfermar gravemente o morir, mas no de volver a contagiarse
(ISGLOBAL, 2022), de manera que, persiste la preocupacion de que los estudiantes
postvacunados puedan contraer y propagar el virus de manera asintomatica o con sintomas
leves.

Como resultado en los avances de la vacunacion, disminucion de contagios, mayor cantidad de
altas hospitalarias y disminucién en namero de fallecidos, el gobierno peruano adopto6 una serie
de medidas y recomendaciones a nivel nacional en respuesta a la pandemia por COVID-19 en
Peru, medidas de control establecidas en el Decreto Supremo N° 118-2022-PCM (anexo N°03)
publicado el 01 de octubre de 2022, como lavarse las manos con agua y jabon frecuentemente;
el uso de mascarillas en establecimientos de salud, en servicios de transporte terrestre de
personas, en espacios cerrados sin ventilacidn y en espacios abiertos es opcional; evitar
aglomeraciones; ademas que las entidades publicas y privadas deben tener sus locales
debidamente ventilados.

La UNSAAC no es ajena a esta situacion, asi mismo es responsable en la aplicacion de las
medidas de seguridad en las aulas de clases, laboratorios, comedor y espacios dentro de la
universidad, evitando aglomeraciones, para salvaguardar la salud de los estudiantes, y realizar
un control a todo el personal administrativo, docente y estudiantes, para evitar la propagacion
de esta enfermedad. Por lo expuesto se propone investigar y evaluar la eficacia de la técnica de
Semi-nested Multiplex PCR en la deteccion temprana del SARS-CoV-2 en estudiantes de
biologia que asisten a clases presenciales. Se busca determinar si esta técnica es capaz de
identificar de manera precisa y sensible la presencia del virus en muestras de estudiantes, lo
que permitiria detectar los casos positivos de manera oportuna y tomar acciones para prevenir
la propagacion del virus en el entorno universitario, brindando un ambiente mas seguro para el
desarrollo académico y personal de los estudiantes, asi como de todos los trabajadores de la
UNSAAC.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la infeccion por SARS- CoV-2, en los estudiantes postvacunados contra
COVID-19 de la Facultad de Ciencias Bioldgicas por el método de Semi-nested Multiplex
PCR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Describir las caracteristicas sociodemogréaficas y epidemioldgicas de la poblacion en
estudio.

= Detectar el material genético del SARS-CoV-2 mediante el método Semi-nested
Multiplex PCR.

= Evaluar la influencia de los estudiantes de la Escuela Profesional de Biologia sobre casos
positivos de SARS-CoV-2.

= Generar un modelo que explique las probabilidades de los casos positivos de
SARS-CoV-2.
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HIPOTESIS
Es posible detectar a SARS-CoV-2 en estudiantes postvacunados contra COVID-19 de la

Facultad de Ciencias Biologicas mediante la técnica Semi-nested Multiplex PCR.

VARIABLES

Variable dependiente
- Deteccién del SARS-CoV-2 (positivo/negativo).

Variables independientes
- Estudiantes de la escuela profesional de Biologia
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1. ANTECEDENTES

1.1. INTERNACIONALES

Amparo et al. (2021). En Espafia analizaron la “Efectividad de la vacuna COVID-19:
Informacion para la accion en la vigilancia centinela de Infeccion Respiratoria Aguda Grave
(IRAG)”, de los 1,104 pacientes estudiados, concluyeron que existe una efectividad
considerable en las vacunas superando el 90%, con relacién a la proteccion de infeccién por
COVID-19 sin importar la diferencia de edad, sin embargo, en adultos mayores de 80 afios, la
proteccion disminuye a un 83%. La vacuna mRNA (Pfizer, Moderna) ofrece un 90% de
efectividad, Janssen 79% y AstraZeneca 73% con alta proteccion frente a variantes Alpha y
Delta, demostrando que a partir del quinto mes ocurre una disminucion progresiva en la
efectividad de la vacuna.

Alonso et al. (2022). En Catalufia evaluaron la reapertura escolar y las estrategias preventivas
implementadas en las escuelas en términos de riesgo general para los nifios y la transmision
comunitaria, comparando las tasas de transmision en nifios detectadas por una plataforma de
vigilancia COVID-19 durante el primer trimestre de clases (septiembre-diciembre de 2020).
Encontraron 30,486 infecciones (2,12%) de 1,5 millones de alumnos, con el 54 % de casos en
primaria y el 97,5% en secundaria, en comparacion con los resultados implica una menor
transmisibilidad para los nifios en el contexto de las medidas aplicadas que son minimizar el
riesgo individual, garantizar la deteccion rapida y el aislamiento posterior de cualquier caso
positivo. Aislar y examinar los contactos cercanos de los casos positivos asi deberian
mantenerse para el funcionamiento adecuado y seguro de las actividades escolares normales
académicas y presenciales.

Bart et al. (2021). En Connecticut analizaron el brote de SARS-CoV-2 en una universidad con
alto porcentaje de vacunacion contra la COVID-19 durante agosto de 2021 a septiembre de
2021. Mediante encuesta estudiantil anonima en linea se recopil6 datos demogréaficos, historial
de casos de SARS-CoV-2, vacunacion y actividades realizadas anteriores al brote. Obtuvieron,
11% de los estudiantes (199/1788) tenian infeccidn por SARS-CoV-2 confirmada por
laboratorio; la mayoria estaba completamente vacunados (194/199, 97%). Las tasas de contagio
fueron mas altas entre los estudiantes de segundo afio (72/414, 17 %) y los estudiantes no
vacunados (5/18, 28 %). Asistir a clases en persona con un estudiante infeccioso no se asocid

con la infeccion (ODDs ratio ajustado [aOR], 1,0; intervalo de confianza del 95 % [IC], 0.5—



2.2). En comparacion con los estudiantes no infectados, los estudiantes infectados tenian méas
probabilidades de ser estudiantes de segundo afio (ORa, 3,3; IC del 95 %, 1,1-10,7), asistir a
reuniones sociales sin mascarillas antes del brote (aOR, 2,8; IC 95 %, 1,3-6,4) y completar una
serie de vacunas >180 dias antes (ORa, 5,5; IC 95 %, 1,8-16,2). Los analisis filogenéticos
sugirieron una fuente viral comun para la mayoria de los casos. Concluyeron en que la infeccion
por SARS-CoV-2 en esta poblacion universitaria altamente vacunada se asocié con personas
fuera del campus sin mascarilla en reuniones sociales, no con las clases presenciales.

Becker et al. (2021). Realizaron un estudio en Paraguay analizando las reacciones adversas
postvacunacion y la eventual infeccion por COVID-19 en odont6logos. La investigacion, de
tipo observacional descriptivo de corte transversal y llevada a cabo mediante encuestas en
linea, reveld que de los 675 odont6logos encuestados, el 87,20% tenian todas las vacunas
completas. El 76,3% experimentd alguna reaccion adversa, siendo la astenia la mas comun
(28,4%). Tras la vacunacion, el 9,3% afirmo haberse infectado con SARS-CoV-2, con un 6,3%
de ellos requiriendo hospitalizacion. El estudio concluyd que no hay asociacion entre grupos
de edad ni tipo de vacuna con la infeccidn postvacunacion, y no se reportaron reacciones graves
postvacuna.

Cardenas et al. (2023). llevaron a cabo un estudio en Espafia durante el primer trimestre del
curso 2021/2022 para evaluar la transmision, incidencia e impacto de las nuevas variantes del
SARS-CoV-2 en escolares. La investigacion, de tipo observacional descriptivo longitudinal,
abarcé alumnos de diferentes niveles educativos. Los resultados mostraron 1,526 casos de
SARS-CoV-2, con una incidencia acumulada del 3,17% en la poblacion general y del 0,48%
en el ambito escolar, siendo el 20,9% de los casos vacunados. Se observo un aumento
significativo de la incidencia a partir de la semana 49, coincidiendo con la propagacion de la
variante émicron en Espafia, con un aumento especialmente notable en bachillerato. La
correlacién alta (R2=0,59) entre la incidencia provincial y escolar fue evidente. Los autores
concluyeron que la educacion presencial no debe considerarse como un foco de infeccion, sino
como un amplificador de la transmision comunitaria. Recomiendan fortalecer las acciones
preventivas, la vigilancia epidemioldgica en estudiantes y promover la vacunacién en todos los
rangos de edad.

Doyle et al. (2021). En Illinois, Chicago determinaron multiples variantes de SARS-CoV-2 en
un brote universitario después de las vacaciones de primavera de marzo a mayo de 2021. Se
diagnosticaron un total de 158 casos de COVID-19 entre estudiantes universitarios entre el 15

de marzo y el 3 de mayo de 2021; la mayoria de los casos (114; 72,2%) vivia en dormitorios
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en el campus. Entre los 140 estudiantes infectados que fueron entrevistados, 89 (63,6 %)
informaron viajes recientes fuera de Chicago durante las vacaciones de primavera y 57 (40,7
%) informaron exposiciones sociales en interiores, solo tres de los estudiantes con COVID-19
(1,9%) estaban completamente vacunados. La secuenciacion del genoma completo (WGS) de
104 especimenes revelé multiples linajes distintos de SARS-CoV-2, lo que sugiere varias
introducciones casi simultaneas, mayoria de los especimenes (66; 63,5 %) eran B.1.1.222, un

linaje poco detectado en Chicago antes o después de este brote.

Foddis et al. (2022). En Italia, compararon los titulos resultantes de la vacunacion y trataron
de comprender los factores potenciales que afectan la respuesta inmune a las vacunas contra el
SARS-CoV-2 disponible, a través de pruebas de seropositividad. Usaron 670 voluntarios
empleados en la Universidad de Pisa (Italia) y sometidos a un programa de vigilancia de la
salud en el Hospital Universitario de Pisa. Para cada participante se tomaron 10 mL de sangre,
informacion sobre contactos con casos confirmados de la COVID-19, edad, sexo, estado de
vacunacion contra el SARS-CoV-2, infeccion previa por SARS-CoV 2 y sintomas, tipo y fecha
de administracién de la vacuna. En el analisis multivariado se encontré que el tipo de vacuna,
la presencia de sintomas en individuos positivos al SARS-CoV-2 y la distancia desde la
segunda dosis afectaron significativamente el titulo de anticuerpos; la vacunacién combinada
reflejo una disminucién mas rapida en el tiempo en comparacion con los otros tipos de
vacunacion. No se observaron diferencias significativas entre Spikevax y Comirnaty (p > 0,05),
mientras que los niveles de anticuerpos se mantuvieron mas estables en los sujetos que

recibieron la vacuna Vaxzevria (p < 0,01) en comparacion con las vacunas basadas en ARNm.

Good et al. (2022). En Estados Unidos determinaron las infecciones y reinfecciones en atletas
entre una Universidad totalmente vacunada y otra no vacunada de enero a noviembre de 2021.
Con una poblacion de 1378 estudiantes previo a la aparicion de la variante Omicron.
Observaron que 61,4% (n=308) de los estudiantes atletas se infectaron después de completar
la vacunacion. En relacién a la diferencia por raza, se encontrd una significativa disparidad
entre los estudiantes atletas negros (14,7%, n=40) y blancos (23,9%, n=168) en términos de
infeccidén por SARS-CoV-2 después de completar la vacunacion (P<0,01). Sin embargo, no se
hallaron diferencias estadisticamente significativas por sexo en las proporciones de infecciones
entre individuos completamente vacunados (P=0,06). Se utiliz6 una metodologia que implicd
la recopilacién de informacién individual de los estudiantes atletas, incluyendo datos
demogréficos, fechas de prueba de la COVID-19, resultados de las pruebas, fechas de

vacunacion y tipo de vacuna. Ademas, se llevaron a cabo analisis de chi-cuadrado y andlisis de
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contraste para comparar el estado de vacunacion y las infecciones entre los vacunados
completos segln caracteristicas demogréficas. Los resultados revelaron que, de las 846
personas completamente vacunadas que dieron positivo por la COVID-19, el 61,6% recibid la
vacuna Pfizer-BioNTech, el 24,0% recibid la vacuna J&J/Janssen, y el 14,8% recibid la vacuna
Moderna. También se encontraron diferencias significativas en las proporciones de infecciones
después de la vacunacién completa entre los diferentes tipos de vacunas. Aquellos que
recibieron la vacuna J&J/Janssen tuvieron una proporcion de infeccion mas alta en

comparacion con aquellos que recibieron Pfizer y Moderna (P<0,01).

Luzuriaga et al. (2021). En un estudio realizado en la ciudad de Buenos Aires, examinaron el
efecto de la administracion de las vacunas contra la COVID-19 en la tasa de nuevos casos la
presencia de la enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2 en los profesionales de la salud.
Mediante el Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) identificaron casos
confirmados entre los meses de abril 2020 hasta marzo del 2021. Lograron identificar la
disminucion de casos positivos del personal de salud en comparacion a la poblacion. El 42%
del personal de salud contaba con la primera dosis de vacuna y el 24% con la segunda dosis,
observandose que la cantidad de contagiados en la poblacién aumenté a 10 % sin embargo en
el personal de salud disminuy6 a 35% desde el comienzo de la administracion de las vacunas
contra la COVID-19 a fines de diciembre de 2020. se observé una reduccion en el numero de
nuevos casos de la COVID-19 en el personal médico. Asi mismo encontraron una reduccion
proporcional de los casos en el personal de salud después de la vacunacion en la provincia de
Buenos Aires, y se presentaron los primeros datos disponibles en el pais acerca del efecto de
las vacunas contra la COVID-19.

Muangman et al. (2022). Determinaron la prevalencia de infeccién por la COVID -19 en
estudiantes y personal en la Universidad privada de Rangsit de Tailandia utilizando un kit de
deteccidn rapida de antigenos de SARS-CoV-2 realizaron un estudio retrospectivo que analizé
los datos de cuestionarios proporcionados por 2466 individuos que trabajaban y estudiaban en
la Universidad, recopilaron datos sobre género, estado de vacunacidn, tipo de vacuna, sintomas
iniciales y entorno. El 93,71 % de los estudiantes y el estuvieron vacunados, 1,18% de los
estudiantes y el personal estaban infectados. Todos los casos de infeccion fueron confirmados
mediante pruebas de PCR en tiempo real. Las vacunas utilizadas fueron CoronaVac y
AstraZeneca en 66,02% y 33,98%, respectivamente. El porcentaje de infectados después de la

vacunacion no difirié entre las dos vacunas. El porcentaje de personas infectadas fue de 0,31
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% para CoronaVac y 0,29 % para AstraZeneca. La vacunacion demostro ser efectiva en la
prevencion de la infeccidn, y los sintomas iniciales y el entorno son factores importantes que

aumentan el riesgo de infectarse.

Petros et al. (2023). En Estados Unidos, describieron el rapido dominio de Omicron luego de
su introduccidn en tres universidades con programas de vigilancia asintomatica. Mediante un
estudio descriptivo, colectaron 1758 muestras de las fosas nasales y analizaron mediante RT-
gPCR, del cual eliminaron 152 muestras por no ser de las variantes Omicron o Delta. En este
trabajo encontraron que las muestras de Omicron no tenian cargas virales mas altas que las
muestras de Delta, lo que sugiere que una mayor transmision de Omicron no esta impulsada
por cargas virales mas altas. Encontraron que 90% de las muestras positivas son de la variante
Omicron, lo que indica que la trayectoria hacia la fijacion de Omicron ocurrié més rapidamente

en las tres Universidades.

Singanayagam et al. (2022). En Reino Unido realizaron un estudio prospectivo y longitudinal
en personas vacunadas y no vacunadas en las cuales calcularon la transmision colectiva y activa
de la carga viral de la variante delta del SARS-CoV-2 (B.1.617.2). Se identificaron 471 casos
de la COVID-19, con 8145 muestras nasofaringeas diarias durante 20 dias, donde la SAR (tasa
de ataque secundario) para las personas completamente vacunadas, fue del 25 % (IC del 95 %:
18 a 33), en las personas no vacunadas fue 38 % (24 a 53). El tiempo transcurrido desde la
segunda dosis de la vacuna hasta el dia del estudio, fue de (mediana de 101 dias [RIC 74-120])
y de 64 dias [32-97], p = 0,001, para las personas no infectadas. La carga viral maxima no
difirio segun el estado de vacunacion o el tipo de variante, aumentd modestamente con la edad
(diferencia de 0,39 [intervalo de credibilidad del 95 % 0,03 a 0,79] en la carga viral maxima
la carga viral maxima logl0 por ml entre los de 10 afios y 50 afios). Las personas
completamente vacunadas con infeccion por la variante delta tuvieron una tasa media mas
rapida (probabilidad posterior >0,84) de disminucion de la carga viral (0,95 log10 copias por
ml por dia) que las personas no vacunadas con pre-alfa (0,69), alfa (0,82) o infecciones
variantes delta (0,79). La vacunacion reduce el riesgo de infeccion por la variante delta y
acelera la eliminacion viral. No obstante, las personas completamente vacunadas con
infecciones irruptivas tienen una carga viral maxima similar a los casos no vacunados y pueden
transmitir la infeccion de manera eficiente en entornos domésticos, incluso a contactos

completamente vacunados.
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Layan et al. (2022). En Israel realizaron un estudio observacional sobre el impacto de la
vacunacion con BNT162b2 de Pfizer-BioNTech en la transmision del SARS-CoV-2 en hogares
israelies 7 dias después de la segunda dosis desde diciembre de 2020 hasta abril de 2021,
identificaron casos confirmados entre trabajadores de la salud del Centro Médico Sheba y sus
familiares. Los datos se analizaron utilizando un marco bayesiano de aumento de datos.
Trabajaron con 210 hogares con 215 casos confirmados; 269/667 (40%) contactos domésticos
susceptibles desarrollaron una infeccién por SARS-CoV-2, de ellos, 170 (63%) desarrollaron
sintomas. En comparacién con los contactos adultos/adolescentes (mayores de 12 afios) no
vacunados y no aislados, la vacunacion redujo el riesgo de infeccién entre los contactos
adultos/adolescentes no aislados (riesgo relativo (RR) = 0,21, intervalo creible (Crl) del 95 %:
0,08, 0,44), y el aislamiento redujo el riesgo de infeccién entre adultos/adolescentes no
vacunados (RR =0,12, 95% Crl: 0,06, 0,21) y contactos infantiles (RR = 0,17, 95% Crl: 0,08,
0,32). La infectividad se redujo en los casos vacunados (RR = 0,25, 95% Crl: 0,06, 0,77).

Wang et al. (2020). En China desarrollaron y evaluaron un nuevo ensayo de PCR en tiempo
real cuantitativa de un solo paso y de tubo Unico, anidado (OSN-qRT-PCR) para la deteccion
altamente sensible del SARS-CoV-2. El ensayo OSN-gRT-PCR demostré una sensibilidad 10
veces mayor que el kit comercial de PCR en tiempo real (QRT-PCR), con una sensibilidad de
deteccidn de 1 copia por reaccion. Se evalué el rendimiento clinico del ensayo OSN-qRT-PCR
utilizando 181 muestras clinicas. Se detectaron 14 muestras negativas por qRT-PCR mediante
OSN-gRT-PCR, incluyendo 7 muestras sin resultados repetitivos y 7 muestras sin valores de
umbral de ciclo (CT). Ademas, las 7 muestras qRT-PCR positivas en la zona gris (CT de
ORFlab entre 37,48 y 39,07, y CT de N entre 37,34 y 38,75) fueron consideradas positivas por
OSN-gRT-PCR, lo que indica que la positividad de estas muestras es confirmatoria. En
comparacion con el kit de gRT-PCR, el ensayo OSN-gRT-PCR revel6 una mayor sensibilidad
y especificidad, mostrando una mejor adecuacion para la deteccion del SARS-CoV-2 en

pacientes con una carga viral baja.
NACIONALES

Parejacetal. (2021). En Lima detectaron anticuerpos neutralizantes en profesionales de la salud
vacunados contra el SARS-CoV-2. Formaron parte de este estudio 117 profesionales de la
salud vacunados con la segunda dosis de la vacuna Sinopharm, consideraron edad, sexo,
infeccién previa por la COVID-19 y concentracién de anticuerpos neutralizantes en el suero,

detectados mediante inmunoensayo de electro quimioluminiscencia (eCLIA). Concluyeron que
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personas vacunadas e infectadas previamente por SARS-CoV-2 aumentaba significativamente
la concentracién de anticuerpos neutralizantes en relacion con las que se vacunaron, pero no
presentaron infeccidn previa.

Valladares et al. (2022). En Lambayeque realizaron un analisis de cohorte retrospectivo para
determinar los factores clinico-epidemiolégicos asociados a la positividad para SARS-CoV-2
en pacientes atendidos en el Hospital Regional de Lambayeque durante el periodo de
emergencia sanitaria en el contexto de la pandemia por la COVID 19. Observaron que, a
medida que aumentaba el grupo etario demografico, aumentaba el porcentaje de
seropositividad, siendo positivos el 66,8% de los adultos mayores, frente al 37,4% de los nifios
(p < 0,001). Evidenciaron mas hombres seropositivos que mujeres (61,1% vs. 54,1%; p <
0,001). Los sintomas mas frecuentes de los pacientes con sospecha de la COVID-19 fueron tos
(65,0%), ageusia (78,6%) y fiebre (77,6%) (p-valor < 0,001). Las comorbilidades con mas
pacientes seropositivos fueron obesidad (80,7%) y diabetes mellitus (73,6%) (p-value < 0,001).
En cuanto a los signos de la enfermedad, los hallazgos anormales en la resonancia magnética
(98,11%) vy la disnea (28,7%) fueron los mas comunes en los pacientes con sospecha de la
COVID-19, al igual que en los pacientes seropositivos, que fueron la disnea (81,4%) y los
hallazgos anormales en la tomografia (75,3 %) (valor p < 0,001). Se encontr6 una asociacion
significativa entre la edad, el género, los sintomas y las comorbilidades con la positividad del
virus de SARS-CoV-2.

1.2. LOCALES

Soto (2022). En Cusco estandarizo y valido la SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR para el
diagnostico de COVID-19, para lo cual selecciond un conjunto de cebadores dirigidos a los
genes de la envoltura (E) y la nucleocépside (N) del SARS — CoV- 2; La validacion lo realizé
analizando 152 muestras (39 positivas y 113 negativas, comparando los resultados de SEMI-
NESTED MULTIPLEX PCR con deteccién estandar por RT- qPCR, la concordancia entre
ambas se determiné 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 alta concordancia entre la técnica de
SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR y la RT-qPCR. Posteriormente, se realizd la validacion
del cebador F_E26080 mediante el analisis de 25 muestras positivas y 47 muestras negativas.
Los resultados mostraron una sensibilidad del 96%, especificidad del 97,8%, valor predictivo

positivo del 96%, valor predictivo negativo del 98,83% y un coeficiente de kappa de 0,93.
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2.

2.1.1.

2.1.2.

SARS-CoV-2

El sindrome agudo respiratorio severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) es causado por un virus
altamente transmisible y patdgeno que consta de un segmento de acido nucleico (ARN) en el
interior de una cubierta proteica denominada capside, posee variacion genética y la capacidad
de mutar (Hu,2021).

Pertenecen a la familia de los coronavirus, que también incluye otros virus como el SARS-
CoV- 1y el MERS-CoV, cuyas diferencias son el nimero, tipo y tamafio de las proteinas en
su estructura, que provocan enfermedades en el humano, de éstas, cuatro son prevalentes y
causan sintomas tipicos de resfriado (229, OC43, NL63, HKU1) (Vargas et al., 2020).

Origen
Segun algunos investigadores existe un vinculo entre el SARS-CoV-2 y otros coronavirus
similares previamente conocidos, encontrados en la subespecie de murciélagos Rhinolophus

affinis, que tiene una amplia distribucion en el sureste chino (Cortés, 2020).

Taxonomia
Segun Aragon et al., (2019) la taxonomia perteneciente al SARS- CoV- 2 es la siguiente:

Reino: Orthornavirae
Phylum: Pisuviricota
Clase: Pisoniviricetes

Orden: Nidovirales
Suborden: Cornidovirineae
Familia: Coronaviridae
Subfamilia: Orthocoronaviridae
Género: Betacoronavirus
Subgénero Sarbecovirus
Especies: SARS-CoV-2
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2.1.3. Estructura
Presentan forma esférica, con didmetro de 80 a 160 nandmetros con picos en la membrana de
9 a 12 nanémetros, que le confiere la apariencia de corona. Contiene una cadena de ARN
monocatenario de sentido positivo como su material genético. EI ARN viral de 26 a 32 kb de
longitud, contiene la informacion genética necesaria para la replicacién y la sintesis de
proteinas virales. SARS-CoV-2 contiene cinco proteinas estructurales principales, las cuales
son: las proteinas espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocépside (N) y la

Hemaglutinina-esterasa (HE) (Wang et al., 2020) que se puede observar en la figura N°01.
Figura N° 1:

Formay estructura del virion de SARS-CoV-2
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Nota: (Wang et al, 2020).

SARS-CoV-2, el virus responsable de la enfermedad COVID-19, contiene diversas proteinas
que desempefian funciones clave en su estructura, replicacion y patogenicidad. A continuacion,
se describen las principales proteinas del SARS-CoV-2 y sus funciones:

« Proteina Spike (S): Las proteinas de espicula son una caracteristica distintiva del SARS-
CoV-2. Estas proteinas se encuentran en la superficie del virus y forman estructuras en
forma de espicula que le dan al virus su apariencia de "corona”. Las proteinas de espicula
estdn compuestas por dos subunidades: S1 y S2. La subunidad S1 es responsable de la
union del virus a los receptores de la célula hospedera, como el receptor ACE2, mientras
que la subunidad S2 esta involucrada en la fusion del virus con la membrana celular. Es
una de las principales dianas para la respuesta inmunitaria y la generacién de anticuerpos
neutralizantes (Jiménez et al., 2023).

« Proteina de la envoltura (E): Es una proteina estructural que forma la envoltura del virus.

Juega un papel importante en la formacién y estabilidad del virus. También puede
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desempefiar funciones en la respuesta inmunitaria y en la liberacion de las particulas virales
de las células infectadas (Hurtado, 2022).

Proteina de la membrana (M): Es otra proteina estructural que se encuentra en la envoltura
del virus. Participa en la formacion de la estructura viral y en el ensamblaje con otras
proteinas virales. También puede estar involucrada en la patogenicidad del virus (Jiménez
et al., 2023).

Proteina Nucleocépside (N): Es una proteina que rodea el material genético del virus, estas
proteinas se unen al ARN viral y forman un complejo con él, conocido como
nucleocapside. La proteina N juega un papel esencial en la replicacion y transcripcion del
virus, asi como en la modulacién de la respuesta inmunitaria del huésped (Gamez et al.,
2022).

Ademas de estas proteinas estructurales, el SARS-CoV-2 también contiene otras proteinas

accesorias que desempefian funciones diversas, como la supresion de la respuesta inmunitaria

del huésped y la modulacion de la replicacion viral (Alfaro, 2022).

Algunas de estas proteinas accesorias segun Ruiz, 2022 son:

Proteina ORF (Open reading frame - Marco abierto de lectura) 3a: Esta proteina se
encuentra en la membrana del virus y puede desempefiar un papel en la patogenicidad viral
y en la modulacion de la respuesta inmunitaria del huesped.

Proteina ORF6: Esta proteina puede interferir con la respuesta inmunitaria del huésped al
inhibir la produccidn de interferones, que son importantes moléculas antivirales.

Proteina ORF7a: Se ha propuesto que esta proteina estd involucrada en la evasion del
sistema inmunitario del huésped, aunque aun se estan investigando sus funciones precisas.
Proteina ORF7b: Similar a la proteina ORF7a, se cree que esta proteina también puede
estar involucrada en la modulacion de la respuesta inmunitaria del huésped.

Proteina ORF8: Se ha sugerido que esta proteina puede tener funciones
inmunomoduladores y estar involucrada en la patogenicidad del virus. Sin embargo, su

papel exacto aun se esta investigando.

Algunas caracteristicas de SARS-CoV-2

Transmision y propagacion: EI SARS-CoV-2, se transmite de persona a persona a traves
de las gotitas respiratorias que se producen cuando una persona infectada tose, estornuda,
habla o exhala. Estas goticulas pueden ser inhaladas por personas cercanas o pueden caer

sobre superficies y objetos, donde el virus puede sobrevivir durante un periodo de tiempo.
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La transmision también puede ocurrir al tocar superficies u objetos contaminados y luego
tocarse la boca, la nariz o los ojos (Romero et al., 2022).

« Alta capacidad de contagio: Caracteristica importante del SARS-CoV-2 es su alta
capacidad de contagio. Se estima que este virus se propaga mas facilmente que otros
coronavirus, como el SARS-CoV y el MERS-CoV. La combinacion de la alta carga viral
en las vias respiratorias superiores, la presencia de la proteina Spike que se une
eficientemente al receptor ACE2 vy la liberacion de particulas virales infecciosas antes de
que los sintomas aparezcan, contribuye a su rapida propagacion en la poblacion (Romero
etal., 2022).

« Variabilidad genética: Al igual que otros virus, el SARS-CoV-2 puede experimentar
mutaciones a medida que se replica. Estas mutaciones pueden dar lugar a diferentes
variantes del virus, algunas de las cuales pueden tener caracteristicas distintivas, como una
mayor transmisibilidad o capacidad de escape inmunoldgico. EI monitoreo y estudio de
estas variantes es importante para comprender su impacto en la propagacion del virus y en

la efectividad de las medidas de control, como las vacunas (Pilaquinga, 2022).

2.1.4. Replicacion

El primer paso de una infeccidn viral es la unién a un receptor expresado por las células
hospederas. El receptor celular que se ha identificado para la glicoproteina espiga S de SARS-
CoV-2 es la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECAZ2), la cual se expresa en las células
epiteliales del pulmon y el intestino delgado, que son los blancos primarios del SARS-CoV-2,
y también es expresada en otros tejidos como rifidn y corazon (Herrera, 2020). Este proceso es
parte de la etapa de entrada del virus, en la cual la glicoproteina de espicula S utiliza sus dos
subunidades funcionales para llevarlo a cabo: la subunidad S1, encargada de la interaccién con
el receptor de la célula huésped y la subunidad S2, que es responsable de fusionar el virus con
las membranas celulares, es un proceso crucial en el ciclo de replicacion viral (Wang et al.
2020). Al unirse la glicoproteina espiga (S) de SARS-CoV-2 al receptor ECA2, el complejo
resultante es procesado proteoliticamente por la serina proteasa transmembrana 2 (TMPRSS2),
lo que conduce a la escision de ECA2 y a la activacion de la glicoproteina espiga S, dando
inicio al proceso de unién y fusion del virus con la membrana celular, finalizando con la entrada
del virus a la célula hospedero (Cano, 2022). Una vez que se ha establecido la unién entre el
virus y la membrana celular, se inicia el proceso de fusion entre ambos. Una vez que se
completa esta fusion, el material genético del virus, conocido como ARN gendmico, es liberado

en el citoplasma y se expone, lo que desencadena la formacion de las poliproteinas pp la 'y pp
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2.15.

lab, la transcripcion de los ARN gendmico y sub gendmicos, los cuales son traducidos en
proteinas estructurales (S, E, M y N). Posteriormente, las glicoproteinas de envoltura recién
formadas se insertan en el reticulo endoplasmico rugoso o en las membranas de Golgi A
continuacion, el ARN mensajero y las proteinas de nucleocapside se unen para dar lugar a la
formacion de los viriones. Las particulas virales recién formadas son liberadas en el
compartimento intermedio del Reticulo Endoplasmico-Golgi. Desde este compartimento, las
vesiculas que contienen los viriones emergen y se desplazan hacia la membrana plasmatica
celular. Las particulas virales son liberadas por la célula y se dirigen a infectar células nuevas,
en un ciclo continuo que finaliza con la recuperacion o el fallecimiento del individuo (Oliva,
2020).

Patogénesis

El virus del SARS- CoV-2 ingresa al tracto respiratorio por medio de tejidos epiteliales
mucosos de la cavidad nasal, orofaringeo y laringe para terminar en los pulmones,
posteriormente pasa a la sangre ocasionando viremia y ataca a los deméas rganos que expresan
ECA2. (Letko et al., 2020). Esta enzima se encuentra presente en la membrana celular de
diversas celulas del cuerpo, como las del cerebro, corazon, arterias, endotelio respiratorio,
pulmones (especificamente en las células alveolares tipo I1), higado, intestinos, rifiones y
testiculo. Su funcion principal es regular la presion arterial al descomponer el péptido
vasoconstrictor ECA2 en angiotensina 1-7, que actia como un vasodilatador (Hamming et al.,
2004).

El virus al unirse a la célula corporal desencadena una respuesta inflamatoria, la cual inicia con
una tormenta de citosinas pro inflamatorias, causando un dafio alveolar, ocasionando dificultad
respiratoria aguda insuficiencia multiple y hasta la muerte. Es importante tener en cuenta que
algunos de los signos y sintomas neuroldgicos observados en casos de COVID-19 podrian ser
consecuencia de la falta de oxigeno, la acidosis respiratoria 0 metabolica, en etapas avanzadas
de la enfermedad (Letko et al., 2020) (ver figura N° 02).
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Figura N° 2:
Mecanismos de patogénesis de SARS-CoV-2
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Los principales mecanismos de transmision son:

Transmision por goticulas respiratorias: Es considerada la forma mas comun de propagacion
del SARS-CoV-2. Cuando una persona infectada tose, estornuda, habla o exhala, puede liberar
pequefias gotas de liquido respiratorio que contienen el virus. Estas goticulas pueden ser
inhaladas por personas cercanas (generalmente a menos de 1 metro de distancia) y llegar a sus
vias respiratorias, lo que puede resultar en la infeccion (Fajardo, 2022).

Transmision por contacto cercano: Ocurre cuando una persona entra en contacto directo con
una superficie u objeto contaminado con el virus y luego se toca la boca, nariz u ojos. Por
ejemplo, si una persona infectada se cubre la boca al toser o estornudar con las manos y luego
toca una superficie, como una manija de puerta o un pasamanos, el virus puede sobrevivir en
esa superficie y ser transferido a otras personas que toquen la misma area (Romero et al., 2022).
Transmision por aerosoles: Ademas de las goticulas respiratorias mas grandes, el SARS-CoV-
2 también puede transmitirse a través de aerosoles, que son particulas mas pequefias que pueden
permanecer suspendidas en el aire durante periodos de tiempo mas largos y viajar distancias
mayores. Los aerosoles pueden ser generados por actividades como hablar, cantar, gritar o
respirar en espacios cerrados y con poca ventilacion. La inhalacion de aerosoles que contienen

el virus puede llevar a la infeccién (McNeill, 2022).
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2.1.6.

Transmision fecal-oral: Existe evidencia de que el SARS-CoV-2 puede ser detectado en
muestras de heces de personas infectadas. Si bien la transmision fecal-oral no es considerada
la principal via de transmision, es posible que el virus pueda transmitirse al entrar en contacto
con superficies contaminadas con heces y luego llevarse las manos contaminadas a la boca

(Termansen et al., 2023).

Variantes

El material genético de un organismo sufre un cambio en la secuencia de nucleotidos
ocasionando asi su mutacion y dando origen a las variantes, sin embargo, el SARS COV 2
posee una ARN polimerasa dependiente del ARN que corrige errores, esto hace que este virus
tenga una baja tasa de variabilidad (Fernandez, 2020).

Es el secuenciamiento genético del virus a nivel epidemioldgico el que nos permite observar
esta evolucion, los coronavirus son clasificados en cuatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (Dabanch, 2021). De estos generos,
se sabe que el género Alphacoronavirus y Betacoronavirus infectan a los seres humanos
ocasionando generalmente afecciones y sintomas tanto respiratorios como gastrointestinales,
aungue raramente también pueden ocasionar alteraciones hepaticas y neurologicas (OMS,
2020).

2.1.6.1. Variantes de bajo monitoreo (VBM)

Segun la CDC, las variantes de bajo monitoreo incluyen linajes cuyos datos indican que causan

una enfermedad mas grave 0 una mayor transmision pero que ya no se detectan.

o Alpha linajes B1.1.7y Q

o Beta linajes B.1.35 y descendientes
o Gamma linajes P.1 y descendientes
. Epsilon B.1.43

. Eta B.1.52

J Lota B.1.53

. Kappa b.1.617.1

J ZetaP.2

(CDC, 2021)
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2.1.6.2.Variantes de interés (VOI)

Se caracterizan por cambios genéticos que podrian alterar propiedades del virus como la
trasmision, gravedad de la infeccion, escape inmunolégico, y factores epidemiolégicos que
indiquen riesgo para la salud publica, segin la OMS las variantes de interés se clasifican en:

o Lambda (C.37).
e  Mu(B.1.621)
(OMS, 2021).

2.1.6.3.Variantes de preocupacion (VOC)

Las variantes de preocupacion se caracterizan por mayor transmisibilidad, casos mas graves de
enfermedad como mayor cantidad de hospitalizaciones o muertes, reduccion en la
neutralizacion por los anticuerpos generados durante una infeccion anterior o por la
vacunacion; ademas se requieren realizar investigaciones para determinar la eficacia real de las

vacunas y tratamientos contra la variante.

o Delta (linajes B.1.617.2 y AY).
e  Omicron (linajes B.1.1.529 y BA).
(CDC,2021).

2.1.6.4.Variantes con grandes consecuencias (VOHC)

2.1.7.

Las variantes de grandes consecuencias muestran que las medidas de prevencion o las medidas
médicas paliativas y la eficacia de las vacunas han reducido significativamente la efectividad
con respecto a las variantes que circularon previamente, una variante de gran consecuencia
requeriria notificar a las OMS con el Reglamento Sanitario Internacional y brindar

recomendaciones para actualizar los tratamientos y las vacunas.

Actualmente ninguna de las variantes del SARS-CoV-2 tiene la designacion de VOHC (CDC,
2021).

Mutaciones

Una mutacion es una modificacion del genoma, ya sea espontanea o inducida, que provoca una
caracteristica o un estado permanente y heredable en la secuencia de ADN. Estos cambios o
alteraciones son el resultado de modificaciones en la informacidn genética. Las consecuencias
de estas mutaciones pueden variar segun el nivel de afectacion, desde cambios en la secuencia
de nucledtidos hasta alteraciones en los genes o los productos genéticos, e incluso en los tipos

de células involucradas (Sanchez et al., 2013). Las mutaciones pueden tener un efecto
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perjudicial, efecto favorable o ningun efecto. Ciertas mutaciones producen cancer u otras
enfermedades (NCI, 2020).

2.2. DIAGNOSTICO DE SARS - CoV-2
Los métodos y técnicas utilizadas para el diagnéstico del SARS-CoV-2

2.2.1. PCRen Tiempo Real (RT- PCR)

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

Es un método de diagndstico utilizado a nivel mundial por su capacidad para detectar el
SARS-CoV-2 en las secreciones respiratorias. El muestreo se realiza obteniendo exudado
nasofaringeo u orofaringeo de pacientes que reciben atencion ambulatoria y el muestreo se
realiza obteniendo exudado nasofaringeo u orofaringeo de pacientes intubados, se prefiere
la obtencidn de lavado broncoalveolar. Una vez obtenida las muestras, se procede a extraer
el material genético del virus de las células infectadas para luego procesarlo mediante la
técnica de RT-PCR. Esta técnica se basa en la deteccion y lectura del genoma viral,
especificamente en las secuencias que corresponden a las proteinas N, Ey S. La RT-PCR
puede identificar la presencia del virus incluso en etapas tempranas de la infeccion (Bai et
al., 2020).

Pruebas de antigenos

Las pruebas de antigenos detectan proteinas especificas del virus en las muestras de
hisopos nasofaringeos. Estas pruebas proporcionan resultados rapidos, generalmente en
cuestion de minutos, y se pueden realizar en el punto de atencion. Sin embargo, las pruebas
de antigenos pueden tener una menor sensibilidad en comparacion con la RT-PCR,

especialmente en personas con cargas virales mas bajas (Vasquez et al., 2022).

Serologia (pruebas de anticuerpos)

Las pruebas seroldgicas detectan la presencia de anticuerpos producidos por el sistema
inmunitario del cuerpo en respuesta a la infeccion por SARS-CoV-2. Estas pruebas se
realizan en muestras de sangre y pueden ayudar a determinar si una persona ha sido
previamente infectada o ha desarrollado una respuesta inmunitaria al virus. Se utilizan
diferentes tipos de pruebas seroldgicas, como las pruebas de deteccion de IgM e 1gG, que

pueden indicar diferentes etapas de la infeccion (Martinez et al., 2022)

Limitaciones de los métodos de diagnostico
Sensibilidad y especificidad: La sensibilidad y la especificidad son parametros importantes

para evaluar la precision de un método de diagnostico. La sensibilidad se refiere a la
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capacidad del método para detectar correctamente la presencia del virus en individuos
infectados, mientras que la especificidad se refiere a la capacidad de identificar
correctamente a las personas no infectadas. Algunas pruebas, como las pruebas de
antigenos, pueden tener una sensibilidad mas baja en comparacion con la RT-PCR, lo que
significa que pueden perder casos de infeccion, especialmente cuando la carga viral es baja.
Esto puede conducir a resultados falsos negativos en personas con infecciones leves o
asintomaticas (Ramirez et al. 2021).

Tiempo de respuesta: El tiempo de respuesta es otro factor importante a considerar,
especialmente en entornos donde se requiere una deteccion rapida del virus, como en el
caso de estudiantes postvacunados antes de ingresar a los campus educativos. Algunas
pruebas, como las pruebas de antigenos, pueden proporcionar resultados rapidos en
cuestion de minutos. Sin embargo, las pruebas moleculares mas sensibles, como la RT-
PCR, pueden requerir mas tiempo debido a los pasos de extraccion y amplificacion del
material genético viral. Esto puede generar demoras en la obtencion de resultados, lo que
podria afectar la toma de decisiones rapidas (Rivera et al. 2022).

Costo: El costo asociado con los métodos de diagnostico puede variar significativamente.
Algunas pruebas, como las pruebas de antigenos, tienden a ser mas econdomicas en
comparacion con las pruebas moleculares como la RT-PCR. Sin embargo, el costo puede
ser una barrera para la implementacion generalizada de pruebas frecuentes en entornos
educativos o comunitarios. Ademas, los costos pueden aumentar si se requieren multiples
pruebas a lo largo del tiempo (Illescas et al. 2022).

Variabilidad en la interpretacion: La interpretacion de los resultados de las pruebas de
diagndstico también puede ser un desafio. Es posible que los resultados falsos positivos o
falsos negativos ocurran debido a factores técnicos, problemas de calidad de las muestras
o interpretacion erronea de los resultados. Esto subraya la importancia de una capacitacion
adecuada del personal y la interpretacion correcta de los resultados para evitar conclusiones
erroneas (Llumiquinga, 2022).

Deteccién de variantes: Con la aparicion de nuevas variantes del SARS-CoV-2, es
importante considerar la capacidad de los métodos de diagnostico existentes para detectar
estas variantes. Algunas mutaciones en el virus pueden afectar la eficacia de las pruebas,
lo que puede conducir a resultados falsos negativos o positivos. Por lo tanto, es necesario
realizar un monitoreo continuo y actualizar las pruebas para garantizar su eficacia frente a

las variantes emergente. La secuenciacion del genoma viral permite obtener informacién
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detallada sobre la composicion genética del virus. Esta técnica se utiliza para estudiar la
diversidad genética del SARS-CoV-2 y rastrear las variantes emergentes. La secuenciacion
del genoma también puede proporcionar informacion valiosa para la investigacion

epidemioldgica y el desarrollo de tratamientos y vacunas (Jiménez et al. 2023).

2.3. EXTRACCION DE ARN

Consiste en la descomposicion del virus a través del lisado, lo que hace que la mayoria de las
proteinas se desnaturalicen y liberen ARN viral, luego la adsorcion selectiva de RNA viral
utiliza materiales especiales de membrana polimérica, lavado y elucién para obtener RNA de
alta calidad. El acido nucleico purificado se puede utilizar en una amplia gama de aplicaciones
posteriores de biologia molecular, como el analisis de mutantes de secuenciacion por PCR y el
diagnostico de la COVID -19, secuenciacién completa en estudios epidemioldgicos (Checa,
2017).

2.4. RETROTRANSCRIPCION

La reaccion para la conversion del ARN en ADNc se denomina retrotranscripcion, este proceso
se realiza cuando se pretende analizar secuencias de ARN. Al realizar consecutivamente una
retrotranscripcion y una PCR se conoce como RT-PCR. La técnica utilizada es una version
modificada de la PCR convencional, disefiada para amplificar un ARN especifico y determinar
su expresion o presencia. Esta técnica se basa en la utilizacion de la transcriptasa inversa de los

retrovirus, la cual tiene la capacidad de sintetizar ADN a partir del ARN (Sandoval, 2013).

2.5. PCR

2.5.1.

Llamada también reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica de diagndstico
molecular sensible, rapida y especifica en la que se generan copias de un fragmento especifico
de ADN a partir de una muestra (Vasquez et al., 2022). Segln Serrato, para llevar a cabo la
PCR se necesitan una cadena de ADN complementaria como molde, una enzima de ADN
polimerasa, cofactores como Mn*2 o Mg* para la actividad enzimatica, desoxinucledtidos
(dNTPs) y oligonucledtidos para iniciar la sintesis. Estos reactivos se mezclan y se someten a

ciclos de amplificacién en el termociclador (Serrato et al., 2014).

PCR anidada:
Denominada también como Nested PCR, variante de la PCR convencional que consta de dos

rondas de amplificacion con diferentes pares de cebadores en cada ronda con la finalidad de
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25.2.

2.5.3.

incrementar la sensibilidad y especificidad de la deteccion. Inicialmente, se lleva a cabo una
reaccion utilizando los cebadores externos para amplificar una region mas amplia de ADN que
incluye el segmento objetivo. EI ADN obtenido en la primera PCR se utiliza como plantilla en
una segunda PCR utilizando cebadores internos para amplificar la region especifica (Megia,
2022).

PCR multiple

Se utilizan multiples pares de cebadores en una sola reaccion con el objetivo de amplificar
simultaneamente diferentes secuencias especificas en un solo tubo, lo que permite detectar la
presencia de varios patégenos en una misma reaccion. Esto implica que los reactivos mezclados
y el programa utilizado deben ser dptimos para garantizar la deteccion de cada objetivo sin

interferir con la deteccidon de los demas. Es necesario tener en cuenta:

« Al seleccionar o disefiar los oligonucleotidos, se debe asegurar que no interactten entre si,
es decir, que no forman oligdmeros.

« Presenten temperaturas de anillamiento similares.

» Cada par de cebadores debe amplificar una unica secuencia objetivo.

« Los amplicones generados deben tener tamarios diferentes para poder separarlos y
diferenciarlos después de la amplificacion.

« Es importante comenzar con la menor concentracion de ADN molde posible y asegurarse
de que no haya sustancias inhibidoras que puedan interferir en la reaccion. Para lograr este
objetivo, los métodos de purificacion se adaptaran segun el tipo de muestra clinica utilizada

como punto de partida (Méndez et al. 2004).

PCR en tiempo real o cuantitativa (PCR-TR)

Es una técnica basada en la PCR de punto final, difiriendo en la forma de deteccion y analisis
de los productos de la amplificacion, una de las principales ventajas que presenta esta PCR, es
que permite medir en tiempo real los fragmentos de material genético que van produciendo
durante cada ciclo de amplificacion y no al final; garantiza una alta sensibilidad, especificidad
y eficiencia. Los reactivos quimicos utilizados en la PCR en tiempo real son los mismos que
se emplean en la PCR punto final, incluyendo la enzima, los dNTPs, el Mg?*, el buffer y el
sistema de deteccién de los productos amplificados mediante técnicas de fluorescencia. Estos
reactivos se suministran como un conjunto en una solucién conocida como "Master mix",

mientras que el agua, que no contiene nucleasas, se proporciona por separado. Los primers son
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disefiados de forma especial para asegurar una alta especificidad y generar amplicones con un
tamafo que normalmente oscila entre 100 y 150 pb. No obstante, si los productos amplificados
son mas grandes, la eficiencia de la reaccion puede disminuir. Se utiliza un termociclador que
mide la fluorescencia en un momento especifico de cada ciclo de amplificacion para detectar
estos productos (Moraleda et al. 2021).

Tipos de PCR para el diagndstico de SARS-CoV-2

RT-qPCR: esta es la técnica usada para el diagnéstico de virus como el SARS-CoV-2 que
causa la COVID-19, tras aislar y purificar el ARN se emplea transcripcion inversa para
sintetizar una molécula de ADN complementario (ADNCc), con el cual se realiza posteriormente
la PCR correspondiente. De esta forma se pueden amplificar genes que estaban expresados en
el momento del estudio (Alvarez et al. 2021).

La PCR-TR tiene tres pasos:

v Primer paso: Retrotranscripcion a partir del ARN.
v Segundo paso: A partir de la hebra de DNAC se realiza la amplificacion

v Tercer paso: PCR estandar (Vasquez et al., 2022).

Semi-nested Multiplex PCR

La Semi-nested Multiplex PCR o PCR semianidada es una modificacion de la PCR anidada.
Que consiste en utilizar dos parejas de cebadores, utilizando uno o los dos cebadores para la
segunda ronda. Este tipo de PCR es sensible como la PCR anidada, pero una de sus desventajas
es la posibilidad de una contaminacién cruzada. Este proceso de amplificacion en la que las
parejas de cebadores tienen que ser especificos para diferentes dianas son introducidas al
mismo tubo (Perera et al., 2018).

El principio de funcionamiento de la Semi-nested Multiplex PCR implica la utilizacion de dos
pares de cebadores (primers) en dos etapas de amplificacion. En la primera etapa, se utilizan
dos cebadores externos que se unen a regiones especificas del ARN viral y amplifican una
region mas larga del genoma viral. Luego, en la segunda etapa, se realiza una amplificacion
Semi-nested utilizando un cebador interno y uno de los cebadores externos. Esto permite

amplificar una region mas corta y especifica del genoma viral (Perera et al., 2018).
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2.5.4.1.Las ventajas de la técnica de Semi-nested Multiplex PCR en la deteccion del SARS-CoV-
2, seguin Soto, 2022 son las siguientes:

« Sensibilidad: Permite la deteccion sensible del ARN viral incluso en muestras con una baja
carga viral.

« Especificidad: Los cebadores disefiados especificamente para regiones conservadas del
genoma viral aseguran la amplificacion especifica del SARS-CoV-2 y minimizan la
amplificacidn de otros virus o contaminantes.

 Multiplexacion: Permite la amplificacion simultanea de maltiples secuencias de interés, lo que
ahorra tiempo y recursos.

« Rapidez: La Semi-nested Multiplex PCR es una técnica relativamente rapida que puede
proporcionar resultados en un corto periodo de tiempo.

« Aplicaciones: Ademas de la deteccion del SARS-CoV-2, esta técnica se puede utilizar para la

identificacion de variantes geneticas, genotipado viral y estudios epidemioldgicos.
2.5.4.2.Limitaciones y desventajas de la Semi- nested Multiplex PCR.
Pereraet al., 2018

» Complejidad tecnica: La Semi-nested Multiplex PCR requiere un disefio cuidadoso de
cebadores y optimizacion de condiciones de amplificacion. Esto puede ser mas complejo en
comparacion con otras tecnicas de deteccion del SARS-CoV-2.

« Posibilidad de contaminacion: Dado que se realizan multiples amplificaciones en una sola
reaccion, existe un mayor riesgo de contaminacion cruzada entre las muestras. Es importante
seguir estrictas medidas de control de calidad y utilizar controles negativos adecuados para
minimizar este riesgo.

* Requiere equipamiento y reactivos especificos: Para llevar a cabo la Semi-nested Multiplex
PCR, es necesario contar con el equipamiento adecuado, como termocicladores y gel de
electroforesis, asi como con los reactivos especificos requeridos para la técnica.

« Mayor costo: En comparacion con algunas técnicas de deteccion mas simples, la Semi-nested
Multiplex PCR puede ser mas costosa debido a la necesidad de utilizar multiples cebadores y
reactivos especificos.

« Sensibilidad a la calidad de la muestra: La calidad y el manejo adecuado de la muestra son
cruciales para obtener resultados precisos y confiables con la Semi-nested Multiplex PCR. La
presencia de inhibidores o la degradacion del ARN viral pueden afectar la sensibilidad y la

interpretacion de los resultados.



2.5.5.

CEBADORES (PRIMERS)

Los cebadores o primers utilizados en la técnica de Semi-nested Multiplex PCR son secuencias
de oligonucle6tidos cortos y especificos que se disefian para reconocer y amplificar regiones
especificas del ADN o ARN objetivo. En el caso de la deteccién del SARS-CoV-2, se utilizan
cebadores especificos para amplificar regiones conservadas del genoma viral (Soto, 2022).
Los cebadores se dividen en dos categorias principales: cebadores externos (primers externos)
y cebadores internos (primers internos). Los cebadores externos se disefian para amplificar la
region objetivo inicialmente, mientras que los cebadores internos se disefian para amplificar
una region mas especifica dentro del producto de PCR amplificado por los cebadores externos
(Benalcézar et al., 2023).

En la Semi-nested Multiplex PCR, se utilizan multiples pares de cebadores para amplificar
diferentes regiones del ADN o ARN objetivo en una sola reaccion. Esto permite la deteccion
simultanea de multiples secuencias de interés. Los cebadores se disefian de manera que sean
especificos para las secuencias conservadas del SARS-CoV-2, lo que garantiza una
amplificacion especifica del virus. Estos cebadores suelen disefiarse utilizando herramientas
bioinformaticas y teniendo en cuenta la especificidad, la estabilidad de la secuencia y otros

parametros relevantes (Soto, 2022).

2.6. ELECTROFORESIS

2.6.1.

La electroforesis en gel es un método empleado para la separacion de fragmentos de ADN en
base a su tamafio. Los fragmentos de ADN poseen una carga negativa, lo que hace que se
desplacen hacia el electrodo positivo. A medida que avanzan a través del gel, los fragmentos
mas pequefios se mueven con mayor rapidez. Cuando un gel se tifie con un pigmento que se
une al ADN, los fragmentos se pueden observar como bandas las cuales representan un grupo
de fragmentos de ADN del mismo tamafio, y para determinar el tamafo de las moléculas de
una muestra se usan estandares de tamafios conocidos que se separan en el mismo gel y luego

se comparan con la muestra (Padilla et al., 2022).

Gel Agarosa
Se utiliza como soporte solido un gel preparado con agarosa (2%) y se utiliza para separar
moléculas de ADN (INS, 2016).
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2.6.2. SYBR Safe
Es un colorante fluorescente que se utiliza como alternativa al bromuro de etidio. Es menos
toxico y més seguro de manejar. Proporciona una deteccion sensible de los acidos nucleicos y
se puede utilizar con los mismos equipos y protocolos que el bromuro de etidio (Thermofisher,
2023).

2.6.3. Periodo de deteccion de SARS-CoV-2 A través de PCR
Figura N° 3:
Deteccién de SARS-CoV-2

o

INCUBACION
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©
&) TEST @
ANTIGENOS
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| 1 DiAS
Periodo sin sintomas ni signos. Tiempo de hasta 14 dias
ﬁ INICIO DE Transmite |la enfermedad. Puede estar asintomatico
il sinTomas

- Sintomas de Covid-19 (tos, fiebre, dolor muscular...)

Nota The Lancet, NJEM, OMS (2021). Incubacion, transmisibilidad y deteccion de
SARS-CoV-2.

Segun la OMS (2021). La enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2 se manifiesta de
manera variada, desde la ausencia de sintomas hasta la aparicion de neumonia grave y, en
algunos casos, la muerte. El periodo de incubacion promedio es de aproximadamente 5 dias
después de haber estado en contacto con un caso positivo de COVID-19. A los 7 dias, el 95%
de los casos sintomaticos ya han desarrollado sus sintomas. Segun las observaciones realizadas,
se ha determinado que la transmision de la infeccion puede comenzar de 1 a 2 dias antes del
inicio de los sintomas, segun lo establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
El tiempo promedio desde el inicio de los sintomas hasta la recuperacion total es de alrededor
de 2 semanas en casos leves. Sin embargo, si la enfermedad es grave o critica, el periodo de
recuperacion puede extenderse de 3 a 6 semanas. Por lo tanto, el tiempo transcurrido desde el

inicio de los sintomas hasta el desarrollo de sintomas graves como la hipoxemia puede variar.
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2.7.

2.7.1.

2.7.2.

2.7.3.

VACUNAS

Es el preparado formado por antigenos microbianos que son combinados con adyuvantes, que
se administran a las personas y asi despertar una inmunidad contra infecciones. El antigeno
puede estar en forma de microorganismos Vvivos pero avirulentos, microorganismos muertos,
componentes macromoleculares purificados de un microorganismo o un plasmido que
contenga el ADN complementario encargado de codificar un antigeno microbiano (Abbas et
al., 2022).

Las vacunas actlan desencadenando una respuesta en el sistema inmunitario que al reconocer
al microbio invasor genera anticuerpos que son proteinas que el sistema inmunitario produce

naturalmente para luchar contra las enfermedades (OMS, 2021).

Mecanismo de accion

Las vacunas contra el SARS-CoV-2, imitan la exposicion al virus de manera segura para activar
el sistema inmunitario. Cada tipo de vacuna utiliza diferentes enfoques para lograr esto. Las
vacunas de ARNm y las de vectores virales introducen genes del virus en las celulas, mientras
que las vacunas de proteinas subunitarias administran directamente proteinas virales. Estos
procesos permiten que las células del cuerpo produzcan proteinas virales, lo que desencadena

una respuesta inmunitaria (Carrera et al. 2022).

Respuesta inmunitaria

Las vacunas contra el SARS-CoV-2 estimulan la respuesta inmunitaria adaptativa, que incluye
la produccidn de anticuerpos y la activacion de células T. Los anticuerpos se unen a la proteina
Spike del virus y ayudan a neutralizarlo, evitando su entrada en las células. Las células T, por
su parte, reconocen y destruyen células infectadas por el virus (Escobar, 2022).

Ademas de la respuesta inmunitaria adaptativa, las vacunas también pueden activar la respuesta
inmunitaria innata, que brinda una primera linea de defensa contra la infeccion. Esto incluye la
produccidn de citoquinas y la activacion de células fagociticas para eliminar el virus (Luque et
al., 2022).

Efectividad y duracion de la proteccion
Las vacunas contra el SARS-CoV-2 han demostrado ser efectivas para prevenir la enfermedad
COVID-19 y reducir la gravedad de los sintomas (Pérez, 2022).
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2.7.4.

Componentes de la vacuna
Antigeno
Es la proteina viral que desencadena una respuesta inmunitaria en el cuerpo al ser reconocida
por el sistema inmunoldgico. En el caso de las vacunas contra el SARS-CoV-2, el antigeno se
refiere a una proteina especifica del virus, como la proteina espiga (Spike), que se encuentra
en la superficie del virus. El antigeno viral se utiliza en las vacunas para inducir una respuesta
inmunitaria protectora y generar una memoria inmunoldgica contra el virus (CDC, 2023).
ARNmM (&cido ribonucleico mensajero)
Es un tipo de molécula de acido nucleico que contiene la informacidn genética necesaria para
la sintesis de proteinas. En el contexto de las vacunas contra el SARS-CoV-2, algunas vacunas,
como las vacunas de ARNm, utilizan una version sintética del ARNm que codifica la proteina
espiga del virus. Este ARNm se entrega al cuerpo mediante la vacuna y es utilizado por las
ceélulas del organismo para producir la proteina espiga viral. Esta proteina espiga se convierte
en el antigeno que estimula la respuesta inmunitaria (CDC, 2023).

Lipidos
Los lipidos utilizados en las vacunas de ARNm son moléculas grasas que se utilizan para
proteger y estabilizar el ARNm. Estos lipidos forman una capa alrededor del ARNm, ayudando
a su entrega a las células del cuerpo y protegiéndolo de la degradacion (CDC, 2023).

Sales y azlcares
Las vacunas pueden contener sales y aztcares, como cloruro de sodio y sacarosa, que se agregan
para mantener el equilibrio de pH y estabilizar la vacuna (CDC, 2023).

Adyuvantes

Es el ingrediente que se afiade a la vacuna para ayudar a estimular y potenciar la respuesta del
sistema inmunoldgico ante la presencia de la proteina viral producida por el ARNm y facilitan
la accion de las vacunas (CDC, 2023).

Excipientes

Los excipientes son sustancias que se utilizan para ayudar en la fabricacién, almacenamiento y

administracion de la vacuna. Estos pueden incluir estabilizadores, conservantes y otros

componentes.

Conservantes
Garantizan que la vacuna mantenga su eficacia, como evitar que se contaminen al abrir un vial.

Estabilizantes
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Protegen e impiden que la vacuna produzca reacciones quimicas durante su transporte y
almacenamiento (OMS, 2021).

2.7.5. Tipos de Vacunas utilizadas en Pera contra SARS-CoV-2
A nivel mundial la OMS hasta el 26 de noviembre del 2021 incluyé 7 vacunas para la COVID-
19. Que son BNT162b2 de Pfizer-BioNTech, Oxford/AstraZeneca, Ad26.COV2. S de Janssen,
vacuna moderna contra la COVID-19 (ARNm-1273), vacuna de Sinopharm, vacuna de
CoronaVac de Sinovac y la vacuna BBV152 (covaxin) de Bharat biotech (Quinto et al.,2022).
La DIGEMID (Direccion General de Medicamentos, Insumos y Drogas) autorizé en Per( el
suministro de 4 de estas vacunas que son la vacuna AstraZeneca, BNT162b2 de Pfizer-
BioNTech, ARNm MODERNA (mRNA-1273), Sinopharm.

2.7.5.1.VACUNA ASTRAZENECA

Desarrollada por la Universidad de Oxford y AstraZeneca, Consiste en un vector de adenovirus
modificado no replicante ChAdOx1 de chimpancé defectuoso, el adenovirus modificado
ingresa a las células humanas y libera el material genético del SARS-CoV-2. Esto desencadena
una respuesta inmunoldgica, incluida la produccion de anticuerpos y la activacion de células
T, brindando proteccion contra la infeccion por SARS-CoV-2. Ensayos clinicos de fase I/11'y
I11'y su Aprobacion de las entidades OMS, EMA y FDA. La dosis administrada consistio en
dos para dosis IM en los dias 0 y 28, el estudio mostré una eficacia del 70,4 % (efecto total)
62,1 % (dosis estandar) 90,0 % (dosis baja y dosis estandar) (Chaparro et al., 2022)

Ensayos clinicos de fase I/l y 111 'y su Aprobacion de las entidades OMS, EMA y FDA. La
dosis administrada consistio en dos para dosis IM en los dias 0 y 28, el estudio mostré una
eficacia del 70,4 % (efecto total) 62,1 % (dosis estandar) 90,0 % (dosis baja y dosis estandar)
(Chaparro et al. 2022)

2.7.5.2VACUNA PZIFER
También denominado BNT162b2 y desarrollado por BioNTech y Pfizer, es una vacuna de
ARNmM modificada con nucledsidos formulada con nanoparticulas lipidicas que sintetizan la
expresion del sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Glicoproteina
S viral. Estudio fase Il y Il aprobado por OMS, EMA y FDA con dos dosis por via
intramuscular los dias 0 y 21. Su eficacia es 91,3% (12 afios y mas) 90,7% (nifios de 5 a 11

afios). Su mecanismo de accidn consiste en la administracion de una pequefia porcién de ARN



m que codifica la proteina espiga del virus SARS-CoV-2. Una vez que se administra la vacuna,
las células del cuerpo humano utilizan el ARNm para producir la proteina espiga, lo que
desencadena una respuesta inmunoldgica. Esta respuesta incluye la produccion de anticuerpos
y la activacién de células T, que brindan proteccién contra la infeccién por SARS-CoV-2
(Bulgarin et al. 2021).

2.7.5.3.VACUNA DE ARNm MODERNA (mRNA-1273)

La vacuna Moderna se basa en el uso de moléculas de ARNm, que estd recubierto por
nanoparticulas de lipidos porque el ARNm desarmado es degradado por RNAsas o
ribonucleasas cuando ingresa al cuerpo. De hecho, las nanoparticulas de lipidos se unen a la
membrana plasmética y liberan ARNm en el citoplasma. Asi es como comienza todo el
proceso. EI ARNm contiene las instrucciones para que las celulas del cuerpo humano
produzcan una proteina especifica del virus, en este caso la proteina espiga del virus SARS-
CoV-2, que es crucial para su capacidad de infectar las células humanas. La produccion de la
proteina espiga por parte de las células desencadena una respuesta inmunitaria en el organismo,
el sistema inmunologico reconoce la proteina espiga como una sustancia extrafia y produce una
respuesta defensiva para combatirla, Como resultado de la respuesta inmunitaria, se generan
anticuerpos especificos contra la proteina espiga y se activan células T, que son células del
sistema inmunoldgico. Estos anticuerpos y células T brindan proteccion al organismo en caso
de una posterior exposicion al virus SARS-CoV-2. Fue desarrollado por el Instituto Nacional
de Alergias y enfermedades infecciosas (NIAID) y la empresa estadounidense Moderna.
Estudio de fase 111 aprobado por la OMS, laEMA Yy la FDA, inyeccion intramuscular dos veces
en los dias 0 y 28, su eficacia es del 93,2 % (mayores de 18 afios) 93,3 % (sujetos de 12 a 17
afios (Fase, I. Vacuna de ARNm de Moderna

(mRNA-1273) (Bulgarin et al. 2021).

2.7.5.4VACUNA SINOPHARM
La vacuna contra el SARS-CoV-2 (VeroCell) de Sinopharm, también conocida como BBIBP-
CorV, desarrollada conjuntamente por el Instituto de Productos Bioldgicos de Beijing y
Sinopharm, se encuentra en un estudio de fase 11 con dos inyecciones intramusculares los dias
0 y 21 con una potencia de 86 %. Es una vacuna o cepa inactivadas de SARS-CoV-2 HB02
suplementada con hidréxido de aluminio contra la COVID-19, que puede estimular el sistema

inmunolégico humano y no tiene riesgo de causar enfermedad. Como parte de su mecanismo



2.1.6.

de accidn las vacunas de Sinopharm inducen y producen anticuerpos contra el virus SARS-
CoV-2, que se adhieren a las proteinas del virus y se comen a las espigas que cubren su
superficie, y debido a que el virus BBIBP-CorV esta inactivo, se pueden inyectar en el brazo.
sin causar la COVID-19. Una vez dentro del cuerpo, parte del virus inactivado es recogido por
células inmunitarias llamadas células presentadoras de antigenos, esta célula descompone el
coronavirus y muestra sus piezas en la superficie, que luego pueden ser detectadas por las
células T colaboradoras, y si la pieza coincide con una de sus proteinas de superficie, las células
T se activan y pueden ayudar a reclutar otras células inmunitarias, para responder a una vacuna.
Otro tipo de célula inmunitaria llamada linfocitos B también puede hacer frente a los
coronavirus inactivados. Las formas de proteina de superficie de los linfocitos B son muy
diversas y varias pueden ser adecuadas para capturar el coronavirus. Cuando se adhiere un
linfocito B, puede engullir parte o la totalidad del virus y mostrar fragmentos del coronavirus
en su superficie; Las células T auxiliares activadas también pueden unirse a los mismos
fragmentos. Cuando esto sucede, los linfocitos B también se activan, se multiplican y secretan
anticuerpos que tienen la misma forma que sus proteinas de superficie. Por lo tanto, cuando se
vacuna la vacuna BBIBP-CorV, el sistema inmunitario reacciona ante una infeccion viva por
coronavirus. Los linfocitos B producen anticuerpos que se unen a los invasores. LoS
anticuerpos contra la proteina espiga evitan que el virus ingrese a las células, y otros tipos de

anticuerpos bloquean el virus de otras maneras (Ayme et al.,2022).

Efectos secundarios de las vacunas

Los efectos secundarios de las vacunas pueden variar dependiendo del tipo de vacuna y la
respuesta individual de cada persona. Pueden causar efectos secundarios leves como fiebre,
dolor o enrojecimiento en el lugar de la inyeccion, etc. que desaparecen espontaneamente al
pasar los dias. Son una sefial de que el sistema inmunoldgico esta respondiendo a la vacuna y
generando proteccion contra el virus. Raramente las vacunas producen reacciones graves
(OMS, 2021).
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2.8. DISTRIBUCION DE CASOS Y DEFUNCIONES POR COVID- 19 EN CUSCO
Figura N° 4:

Distribucion de casos y defunciones por COVID-19 en Cusco

LA CONVENCION

Nota. Sala situacional de la COVID-19, setiembre - 2024.
Leyenda: g Personas fallecidas por Covid-19
E3 Contagiados por Covid-19

2.8.1. Epidemiologia del SARS-CoV-2 en Pera y la region de Cusco
Segun las cifras del Ministerio de Salud MINSA- PERU, desde el 2020 al 12 de diciembre de
2023 se ha muestreado un total de 1°358,160 personas del cual hay 147 917 casos sintomaticos
positivos (MINSA, 2023).

En la Region Cusco desde el inicio de la pandemia hasta el 28 de enero de 2024 hubo un total
de 211, 987 casos positivos a COVID- 19 que representa el 16,06 % de tasa de positividad, los
distritos mas afectados son Cusco, Santiago, Santa Ana, Wanchag, San Sebastian y San
Jerénimo, donde el total de pruebas procesadas fueron 1°319,631 entre pruebas répidas,
antigenas y moleculares. Hay un total de 4,636 de fallecidos que representa al 8,54% la tasa de
mortalidad y 2,19% la tasa de letalidad (Sala situacional COVID-19, 2024).

Letalidad por COVID- 19 segun ola y curso de vida
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Primera ola
(SE10-2020
SE44-2020)

Curso de vida

Nifio
Adolescente
Joven

Adulto
Adulto mayor
Total

Defunciones

441
150
1147
240 040
62 439
88 217

Confirmados

35794
27 019
190 709
560 567
170 741
984 830

Letalidad
(%)

1,23

0.56

0.60

4,29
36,57
8,96

Nota. Sistema de Vigilancia Noti — Sistema de Defunciones SINADEF — MINSA (2023)

Segunda ola
(SE 45-2020
SE42-2021)

Curso de vida

Nifio
Adolescente
Joven

Adulto
Adulto mayor
Total

Defunciones

391
196
1383
34 143
76 310
112 423

Confirmados

29 085
43 415
269 790
709 965
212 689
1264 944

Letalidad
(%)

1,34

0.45

0.51

4,81
35,88
8,89

Nota: Sistema de Vigilancia Noti — Sistema de Defunciones SINADEF — MINSA

(2023).

Tercera ola
(SE43-2021
SE17-2022)

Curso de vida

Nifio
Adolescente
Joven

Adulto
Adulto mayor
Total

Defunciones

170

64

246
2221
9107
11 808

Confirmados

58 380
48 652
351411
727 163
160 543
1 346 149

Letalidad
(%)
0.29
0.13
0.07
0,31
5,67
0,88

Nota. Sistema de Vigilancia Noti — Sistema de Defunciones SINADEF — MINSA (2023)
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Cuarta ola
(SE 18-2022
SE 41-2022)

Curso de vida

Nifio
Adolescente
Joven

Adulto
Adulto mayor
Total

Defunciones

93
50
199
970
3541
4 853

Confirmados

25 836
34 543
108 299
305 409
93 360
567 447

Letalidad
(%)
0.36
0.14
0.18
0,32
3,79
0,86

Nota. Sistema de Vigilancia Noti — Sistema de Defunciones SINADEF — MINSA (2023)

Quinta ola
(SE42-2022
SE04-2023)

Curso de vida

Nifio
Adolescente
Joven

Adulto
Adulto mayor
Total

Defunciones

42
11
28
320
1603
2 004

Confirmados

6178
10 530
56 577
179 481
67 082
319 848

Letalidad
(%)
0.68
0.10
0.05
0,18
2,39
0,63

Nota. Sistema de Vigilancia Noti — Sistema de Defunciones SINADEF — MINSA (2023)

Periodo de baja
transmisibilidad
(SE05-2023

actualidad)

Curso de vida

Nifio
Adolescente
Joven

Adulto
Adulto mayor
Total

Defunciones

15
5
30
274

1004
1328

Confirmados

706
813
3641
12 768
5623
23 551

Nota. Sistema de Vigilancia Noti — Sistema de Defunciones SINADEF — MINSA (2023)
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS
2.1. LUGAR DE EJECUCION DE LA INVESTIGACION
La toma de muestras nsofarigeas/orofaringeas del presente trabajo de investigacion se realizd
en el laboratorio de Biologia celular (C-270) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y estas
muestras fueron procesadas en el laboratorio de Genética y Biotecnologia Microbiana ubicado
en el pabellon de Control de Calidad, de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del

Cusco.

2.2. MATERIAL BIOLOGICO

Se recolectaron 50 muestras de hisopados orofaringeos /nasofaringeos de alumnos de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas dispuestos a colaborar en la investigacion previa charla
informativa y firmado de un consentimiento informado (Anexo N°04), desde noviembre del
2022 hasta febrero del 2023, muestras que fueron almacenadas dentro de medios virales a una
temperatura de 4 — 8 °C para su posterior procesamiento.
Los criterios de inclusién para la toma de muestras fueron:

e Ser estudiante mayor de edad (18 a 35 afios) de la escuela profesional de Biologia.

e Estudiantes que acepten y firmen el consentimiento informado.

e Estudiantes sintomaticos y asintomaticos.

e Estudiantes postvacunados con la segunda y/o tercera dosis.

También se realizd6 una recopilacion de la informacion que incluia datos
sociodemograficos, sintomas, vacunas, toma de medidas de prevencion de cada alumno
mediante una ficha epidemioldgica (Anexo N°05). Ambos anexos aprobados por el Comité de
Bioética Institucional y Sub Comités de Bioética de la UNSAAC (Anexo N° 06).
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2.3. MATERIALES DE LABORATORIO

Equipos

e Cabina de Bioseguridad (Marca: Biobase).

e Centrifuga (Marca: Eppendorf 5418).

e Vortex (Marca: SciLogex).

e Bafio Maria (Marca: Thermo Scientific).

e Horno microondas (Marca: LG).

e Cémara de Electroforesis (Marca: Power Pro).

e Equipo para andlisis de imagenes GelDoc Go Gel Imaging sistema (Marca: Bio- Rad).
e Termociclador (Marca: Eppendorf).

e Refrigeradora (Marca: Indurama).

e Congeladora (Marca: Electrolux).

e Autoclave (Marca: Greetmed).

e  Micropipetas 10ul, 20ul, 100ul y 1000l (Marca: Eppendorf y Sartorius).
e Balanza analitica (Marca: Ohaus)

e Molde para electroforesis de 20 x 15 cm (Marca: Cleaver Scientific)
Reactivos

o Kit de Toma de muestra: Medio de transporte, hisopo de dracon.

o Kit de extraccion Biospin Virus DNA/ARN. Extraction/Purification BioFlux Science
and Technology.

o Etanol absoluto (Merck)

o Cloruro de magnesio MgCl, 25 mM (Novagen)

o Nova Taqg Hot Start DNA polimerase (Novagen).

o Buffer de PCR 2X (Invitrogen).

o Buffer TBE 5x (Tris, Acido borico, EDTA — anexo N°07)

o dNTPs: dATP; dGTP; dCTP; dTTP (Promega)

o Agarosa (Agarosa Estandar media EEO, Omnipur).

o Tampon de carga Blue/Orange 6x Loading Dye (Marca: Promega).

o DNA Ladder 100 pb (Marca: Promega).

o SYBR Safe DNA gel stain (Marca: Invitrogen).

o Cebadores seleccionados (Marca: Merk).
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Transcriptasa inversa SuperScript™ III (Marca: Invitrogen™

Materiales Fungibles y consumibles

Puntas de pipetas de 10, 100 y 1000 pl sin filtro.
Puntas de pipetas de 10, 100 y 1000 pl con filtro.
Portamicropipetas.

Gradillas de tubos.

Tachos de descarte.

Papel toalla.

Guantes de nitrilo.

Mascarillas.

Gorras para laboratorio.

Desinfectante lejia 1 %

Tubos de PCR de 1.5 ml

Tubos de PCR de 0.2 ml

Otros materiales

SPSS Staties Version 24.
Image lab 6.0 (Biorad).

Consideraciones éticas

Valor

Validez cientifica

Seleccion de los participantes.
Proporcidn favorable de riesgo/beneficio.
Consentimiento informado.

Respeto hacia los participantes

Este estudio sigue los principios éticos en la investigacion estandar de Helsinki.
Encuesta tomada de Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional
Departamento de Salud (Reg. N°. 25618- 20) y conducta en relacion con la vigilancia
de la reinfeccion. Obteniendo el consentimiento informado de los estudiantes, previo al

estudio.
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2.4, METODOLOGIA
2.4.1. TIPO DE INVESTIGACION

Por el enfoque es Cuantitativo

La investigacion cuantitativa implica la aplicacion de enfoques y técnicas numéricas para
recolectar y analizar datos con el objetivo de comprender, describir o predecir fendmenos.
En el contexto de la tesis sobre "Seminested Multiplex PCR para SARS-CoV-2 en
Estudiantes Posvacunados”, este enfoque implica la medicion precisa de variables
cuantificables relacionadas con la deteccion del virus. Utiliza métodos estadisticos para
generalizar hallazgos, proporcionando una base objetiva que permite abordar
cuestionamientos especificos relacionados con la eficacia de la técnica en este grupo
particular (Arias, 2021).

Por el disefio es No experimental

En cambio, la investigacion no experimental en este contexto implica una observacion
detallada y la descripcion del comportamiento natural de los estudiantes posvacunados en
relacion con la deteccion de SARS-CoV-2. Aqui, los datos se recopilan sin intervenir
directamente en las condiciones normales. En lugar de manipular variables, se busca
comprender las relaciones existentes entre variables sin perturbar el entorno natural de los
estudiantes posvacunados. Este enfoque permite una evaluacion holistica de la eficacia de la

técnica de PCR Seminested Multiplex en este grupo especifico (Arias, 2021).

Por el tipo es Descriptivo

Porque implica investigar las posibles razones o factores que podrian explicar los resultados de
la prueba de Semi- Nested Multiplex PCR en la poblacién de estudiantes postvacunados contra
el SARS-CoV-2 de la escuela profesional de Biologia (Arias, 2021).
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2.4.2. FLUJOGRAMA DE LA INVESTIGACION

SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR PARA LA DETECCION DE SARS-CoV-2
POSTVACUNA EN ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA -

UNSAAC

[ Charla informativa acerca del trabaio de investiaacion

|

[ Firma de consentimiento informado

[ Llenado de Ficha epidemioldgica ]

v

[ Toma de muestra nasofarinaea/orofarinaea

4
[ Extraccion de ARN

}

[ Sintesis de ADN complementario ]

\ 4

[ Primera PCR ]

l

[ Segunda PCR

l

[ Electroforesis

}

[ RESULTADOS ]
/ \

ANALISIS ] Andlisis de resultados con la

'

.

ESTADISTICO ficha epidemiolégica
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2.4.3. DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS Y

EPIDEMIOLOGICAS DE LA POBLACION EN ESTUDIO.

> Para ello se hizo una encuesta a partir de la bibliografia recopilada, considerando como
principal referencia la ficha de investigacion clinico epidemioldgica de COVID — 19,
modificada a partir del formato de la Directiva Sanitaria N°135-MINSA/CDC-2021
(Anexo N° 05) y aprobada por el Comité de Bioética de Institucional y Sub Comités de
Bioética de la UNSAAC.

> Se dialog6 con los estudiantes de la Facultad de Ciencias Bioldgicas con la finalidad de
explicarles los objetivos de la investigacion y asi incentivar su participacion a los
estudiantes que cumplian con los criterios de inclusion.

> Se compard y analizo sistematicamente la informacion recolectada

2.4.4. PROCEDIMIENTO PARA TOMA DE MUESTRA DE SECRECION

NASOFARINGEA Y OROFARINGEA PARA LA DETECCION DE SARS-CoV-2.

Segun la Guia de procedimiento para toma de muestra de secrecion nasofaringea y orofaringea

para la deteccion de SARS-CoV-2 — MINSA (GP-050/INSN-SB/USDT/SUSD-PC. V.02) y

segun la capacitacion recibida por el laboratorio de la Direccion Regional de Salud Cusco.

> HISOPADO NASOFARINGEO
a) Se indico al estudiante que eleve un poco la cabeza, en un angulo de

aproximadamente 70° mirando hacia arriba.

b) Se introdujo el hisopo suavemente, deslizdndolo suavemente por el piso de la fosa
nasal. Primero se introdujo el hisopo por una narina hasta alcanzar la parte posterior
de la faringe (nasofaringe).

c) Se deja el hisopo en contacto con la mucosa aproximadamente 10 segundos
girandolo en 180°.

d) Se introdujo nuevamente en la otra narina con el mismo hisopo y se realizo el
mismo procedimiento.

e) Una vez tomada la muestra en ambas narinas se introdujo el hisopo en el tubo
conteniendo el medio de transporte viral, se cerré herméticamente y se rotulo.

> HISOPADO OROFARINGEO
a) Se pidio al estudiante que abra la boca para tomarle la muestra.

b) Se sujetd la lengua con un bajalenguas y se introdujo el hisopo a la parte posterior
de la garganta (orofaringe).

c) Se frotd las mucosas de la orofaringe para obtener la muestra.
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d) Se retiro el hisopo e inmediatamente se introdujo al tubo que contiene el medio de

transporte viral, se cerr6 el tubo herméticamente y se rotulo.

Las muestras obtenidas fueron llevadas al laboratorio de Genética y Biotecnologia
microbiana para luego ser procesadas, las muestras fueron procesadas inmediatamente o

con un lapso maximo de 2 dias.

2.45. DETECCION DE MATERIAL GENETICO DE SARS-CoV-2 POR EL
METODO SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR

2.4.5.1. Extraccion de ARN.
Se realizd utilizando el Kit de extraccion de ADN/ ARN BioFlux y se sigui6 los protocolos del

inserto:

» Se agrego6 10 pl de Proteinasa K en cada tubo de eppendorf de 1.5 ml para cada muestra.

» Se transfirio 200 pl de muestra del hisopado orofaringeo / nasofaringeo, y se agrego
200 pl de tampon de lisis.

> Se agitd en el vortex durante 30 segundos a fondo y se incubo a temperatura de 56 °C
en un bloque calefactor (bafio maria) durante 15 minutos, se centrifuga los tubos de 1.5
ml para eliminar las gotas del interior de la tapa.

» Se agreg0 250 pl de etanol de 96% a la muestra, vortex durante 15 seg.

» Se transfirio 630 pl de la mezcla a una columna spin y se centrifugd a 10,000 rpm
durante 1 minuto y se desechd el flujo.

» Se agreg0 500 pl de tampon de lavado | en la columna de centrifugacion, se centrifugd
a 10,000 rpm durante 1 minuto y desecho el flujo.

> Se agreg6 500 pl de tampdn de lavado Il en la columna de centrifugacion, y se
centrifug6 a 10,000 rpm durante 1 minuto y se desechd el flujo.

> Se agreg6 500 pl de tampdn de lavado Il en la columna de centrifugacion, y se
centrifug6 a 10,000 rpm durante 1 minuto y se desechd el flujo.

» Se colocé la columna de centrifugacion en un tubo de recogida limpio de 1,5 ml. Y se
agreg6 100 ul de tampdn de elucidn al centro de la membrana. Se incub6 a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

> Se centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto. Se retir6 la columna spin y se desech.

» El tubo de microcentrifuga contiene el ARN viral.
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Cebadores seleccionados para la retrotranscripcion, primera PCR y segunda PCR.
Se tomo en cuenta al conjunto de cebadores que estan dirigidos a un fragmento del gen de la
proteina (E) y al fragmento del gen de la nucleocapside (N) reportados segin Soto (2022),

como se observa en la tabla N° 01 Los cuales fueron seleccionados debido a que amplificaron

con éxito los dos genes diana de SARS-CoV-2.

Tabla N° 1:

Cebadores usados para la amplificacion del gen E y N del SARS-CoV-2

RETROTRANSCRIPCION 1™ PCR 2%PCR
CEBADOR REVERSE CEBADOR CEBADOR TAMANO | CEBADOR CEBADOR TAMARO
FORWARD REVERSE DEL FORWARD REVERSE DEL
EXTERNO AMPLICON INTERNO AMPLICON
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

Cebadores dirigidos al gen E
Los cebadores disefiados para el gen E tienen una longitud que oscila entre 20 y 26 pares de
bases. El contenido de citosina y guanina (CG) en los cebadores varia entre un 34.6% y un
55%. La temperatura de fusion (Tm) minima requerida para los cebadores es de 63.5 °C,
mientras que la maxima es de 66.3 °C. Estos criterios aseguran la especificidad y eficiencia en
la amplificacién del gen E; cumplen con los parametros que debe presentar un cebador optimo
descrito por Sambrook & Russel (2012). Las secuencias de los cebadores del gen E usados se

muestran en la tabla N° 02.
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Tabla N° 2:

Secuencias de los cebadores del gen E

NOMBRE DEL CEBADOR SECUENCIA (5’ 3’)
F_N28147 TTTGGTGGACCCTCAGATTC
R_N28742 CAAAGCAAGAGCAGCATCAC
R_N28466 GCCGTCTTTGTTAGCACCAT

Nota. Soto (2022).

Cebadores dirigidos al gen N

Se muestra que los 3 cebadores dirigidos al gen N tienen una longitud de 20 pb, contenido de
CG=50% y Tm minimo de 63.3°C y maxima de 64.6°C, cumplen con los parametros que debe
presentar un cebador optimo descritos por Sambrook & Russel (2012). Las secuencias de los

cebadores del gen N usados se muestran en la tabla N° 03

Tabla N° 3:

Secuencias de los cebadores del gen N

NOMBRE DEL SECUENCIA (5° —» 3’)

CEBADOR

E_SARBECO_F ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
R_E26268 CCAGAAGATCAGGAACTCTAGAAGA
E_SARBECO_R ATATTGCAGCAGTACGCACACA

Nota. Soto (2022).

Temperatura de hibridacion de los cebadores
Se utiliza la temperatura de 66°C debido a que mantiene la amplificacion del gen N (339pb) y
del gen E (113pb).

2.4.5.2. Retrotranscripcion de la Semi-nested Multiplex PCR

Con las muestras de ARN obtenidas en la extraccion mediante el Kit de extraccion de ADN/
ARN BioFlux se realiz la retrotranscripcion para obtener ADNc, para ello se utiliz6 el mix de
enzimas del kit Novel Coronavirus (2019-nCoV) Nucleic Acid Diagnostic Kit
(PCRFluorescence Probing), buffer de PCR 2x Reaccién mix Invitrogen de uso comercial,
agua para PCR (quimicamente pura), 0,1 ul enzima Transcriptasa inversa SuperScript 111, asi

también se combinaron 1 cebador reverse externo dirigido al gen E y 1 cebador reverse externo
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dirigido al gen N. La reaccion de retrotranscripcion se realizé utilizando 5 pl de ARN extraido
de cada muestra para SARS-CoV-2 siguiendo las instrucciones del fabricante a 50°C por 30
minutos.

En un tubo eppendorf se agreg6 0,2 pl agua para PCR, 6.0 ul de Buffer 0,4 pl de Primer Reverse
Ny 0,4 pl de Primer Reverse E con una concentracion de 10 uM cada uno; 0,1 pl de enzima
retrotranscriptasa y 5,0 pl de muestra ARN. Obteniéndose 12,1 pl de volumen total.

Luego la mezcla se colocé a tubos eppendorf de 0,2 ml y se ubicé al termociclador previamente

configurado por 30 minutos a 50°C. tal como se muestra en la tabla N°04

Tabla N° 4:

Componentes y concentraciones de la retrotranscripcion de la Semi-Nested Multiplex PCR.

RETROTRANSCRIPCION

Componentes Concentracion Volumen por 1
stock reaccion
H20 - 0,2 ul
Buffer Reaccion mix 2X 6,0 pl
Reverse N 10 pM 0,4 ul
Reverse E 10 pM 0,4 ul
Enzima 0,1 ul 0,1 pl

(retrotranscriptasa)

ARN - 5,0

Volumen final 12,1 i

2.4.5.3. Amplificacion de ADN
Primera PCR

Se utilizo el kit comercial Nova Tag Hot Start DNA Polimerasa para llevar a cabo las
reacciones de amplificacion. A partir de 2pul de ADN complementario (ADNc) que contenia
regiones de los genes de interés E y N, se realizé un tratamiento térmico adicional de 7 a 10
minutos a 95°C. Esto se debe a que la enzima Nova Taq Hot Start DNA Polimerasa requiere

un inicio en caliente para su activacién 6ptima. El tratamiento térmico se aplicé a todas las
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reacciones de amplificacion. La programacion del termociclador se llevo a cabo siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante del kit. Como se observa en la tabla N° 05
Para la amplificacion de ADN se realiz6 un master mix en un tubo eppendorf considerando
12,4 ul de agua para PCR; 2,5 ul de Buffer Taq polimerasa; 2,5 pl de dNTPs (200 mM); 1,5ul
de Cloruro de magnesio MgCl, (1,5 mM); primers (2ul de Forward, 2ul de Reverse externo);
0,1 pl de enzima Novatag Hot Start DNA polimerasa y 2 pl de ¢<DNA (producto de la
retrotranscripcion), se obtuvo un volumen de la reaccion de 25 pl.

Luego la mezcla se colocé en tubos eppendorf de 0,2 ml y éstos de ubicaron en el termociclador
previamente configurado por tiempo y temperaturas.

La enzima Novataq Hotstar DNA polimerasa necesita un tratamiento térmico previo se realizé
a 95°C por 10 minutos.

Se realiz6 una desnaturalizacion inicial que sera a 94°C por 5 minutos.

Se realizo ciclos sucesivos de desnaturalizacion, hibridacion de cebadores y extension durante
30 ciclos a 94°C, 64°C y 72°C respectivamente

Luego se realizo la extension final a 72 °C por 5 minutos.
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Tabla N° 5:

Componentes y concentraciones de la 1ra PCR Multiplex

PRIMERA PCR
Componentes Concentracion stock ~ Concentracion final Volumen por 1
reaccion

Buffer Taqg polimerasa 10 x 1x 2,5 ul
dNTPs 2 mM 0,2 mM 2,5 ul
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,5ul
Forward E 10 uM 0,4 uM 1l
Reverse externo E 10 uM 0,4 uM 1l
Forward N 10 uM 0,4 uM 1l
Reverse externo N 10 M 0,4 uM 1l
Nova Taq Hot Start DNA 5 U/ul 0,05 U/l 0,1 ul
polimerasa

H.0 - - 12,4 pl
ADNCc - - 2 ul
Volumen total 25 ul

Nota.: Elaboracién propia

Segunda PCR

En la etapa de la segunda ronda de amplificacion, se tomd 1ul del producto generado en la

primera PCR, donde se observaron los amplicones de 339 pares de bases (pb) y 113 pb

correspondientes a los genes E y N, respectivamente. A continuacion, se describe el

procedimiento de la segunda PCR y se presentan los componentes y las concentraciones

utilizadas en la tabla N° 06.
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» Se realizd un segundo master mix en un tubo eppendorf considerando agua para PCR; 2,5 pl
de Buffer Taqg polimerasa (1x); 2,5 pl de dNTPs (200 uM); 2 ul de cloruro de magnesio MgCl,
(1,5 mM); primers (2ul de Forward, 2pl de Reverse interno); 0,1 pl de enzima Novataq Hot
Start DNA polimerasa y 1pl de producto de la primera PCR.

Las condiciones de amplificacion de ADN se mantuvieron igual que la primera PCR.

Tabla N° 6:

Componentes y concentraciones de la 2da PCR Multiplex.

SEGUNDA PCR
Componentes Concentracion stock ~ Concentracion final Volumen por 1
reaccion

Buffer Taqg polimerasa 10 x 1x 2,5 ul
dNTPs 2mM 0,2 mM 2,5 ul
MgCl, 25 mM 1,5mM 1,5 ul
Forward E 10 pM 0,4 uM 1l
Reverse externo E 10 M 0,4 uM 1l
Forward N 10 pM 0,4 uM 1l
Reverse externo N 10 pM 0,4 uM 1l
Nova Taqg Hot Start DNA 5 U/ul 0,05 U/ul 0,1 ul
polimerasa

H.0 - - 12,4 pl
ADNCc - - 1l
Volumen total 25 ul

Nota. Elaboracién propia

2.4.5.4. Electroforesis y visualizacién de los productos de PCR
a. Preparacion del Gel de agarosa
» En un matraz Erlenmeyer de 250 ml, se combinaron 2 gramos de agarosa con 100
ml de buffer TBE diluido a 0,5X.
» La mezcla se calent6 en el horno microondas para disolver la agarosa en el buffer

TBE 0,5X hasta obtener una mezcla transparente.

65



> Despues, se agregaron 0,5 pl de tinte de gel de ADN SYBR Safe y se homogeneizo
la mezcla.

> Luego, la mezcla se vertié al portagel para geles de 15 x 20 cm para permitir que
solidificara, y posteriormente se colocé el gel en la cAmara electroforética cubierta
con buffer TBE al 0,5X.

Preparacién de la muestra para la electroforesis

» Al producto de la segunda PCR de volumen 25 pl de cada microtubo, se afiadié 1l
de tampo6n de carga Blue/Orange 6X Loading Dye por cada 5 pl de producto de la
segunda PCR.

Electroforesis

> En el primer pozo se colocé 10 pl de marcador de peso molecular 100 pb DNA
Ladder y en los sucesivos pozos se colocd 10 pl de las muestras.

» Se cubrio el portagel con la tapa y conectamos a la corriente eléctrica para que
comience la electroforesis previamente programada a 90 voltios constante, 52 mA,
5 Watt durante 90 minutos.

. Visualizacion de los resultados

» Se coloco el gel de la electroforesis al equipo para analisis de imagenes GelDoc Go
Gel Imaging sistema para visualizar las bandas de amplificacion de ADN.

Interpretacion de resultados

» Los tamafnos de las bandas obtenidas se calcularon utilizando el programa

informético Imagen lab 6.0 (Biorad).
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2.4.6. CRITERIOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA POSITIVIDAD DEL
SARS-CoV-2 EN SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR, Y LA INTERPRETACION
CLINICA DE LOS RESULTADOS.

Generalmente se utilizan los siguientes criterios:

» Presencia de bandas amplificadas: En la Semi-nested Multiplex PCR, se espera obtener
bandas amplificadas especificas para los genes objetivos del SARS-CoV-2. La
amplificacién de estas bandas indica la presencia del virus en la muestra y se considera
como un resultado positivo.

» Comparacién con controles positivos y negativos: Se utilizan controles positivos y
negativos en cada corrida de la PCR para validar los resultados. La presencia de una
banda amplificada en los controles positivos confirma la funcionalidad del ensayo,
mientras que la ausencia de bandas en los controles negativos asegura la ausencia de
contaminacion.

> Interpretacion clinica de los resultados: La interpretacion clinica de los resultados de la
Semi-nested Multiplex PCR depende del contexto clinico y epidemioldgico. Un resultado
positivo indica la presencia del virus en la muestra. Se debe considerar en combinacion
con los sintomas clinicos y la historia epidemiologica del paciente.

» Es importante tener en cuenta que la interpretacion de los resultados de la Semi-nested
Multiplex PCR debe hacerse en conjunto con otros datos clinicos y epidemiolégicos

relevantes.
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2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados mediante el método estadistico SPSS version 24.

Se realizaron analisis estadisticos descriptivos mediante frecuencia y porcentaje. La
prevalencia de la infeccidn se analizé6 mediante la prueba no paramétrica de chi-cuadrado.

La relacién entre variables dependientes e independientes se analizd6 mediante la regresion
logistica.

Todos los andlisis se realizaron con SPSS version 24, y un valor de p menor o igual a 0,05 se
considero estadisticamente significativo.

R Cuadrado de Cox y Snell

La R cuadrado de Cox y Snell representa un coeficiente de determinacién generalizado valido
para estimar la proporcion de varianza de la variable dependiente, explicada por las variables
predictoras (independientes). Tiene un valor maximo inferior a 1, inclusive para un modelo
“perfecto”. Se fundamenta en la comparacion del log de la verosimilitud (LL) para el modelo
en relacion con el LL para un modelo de linea base. Sus valores fluctian entre 0 y 1. En la
regresion logistica, el objetivo es predecir la probabilidad de un evento o resultado binario (por
ejemplo, éxito o fracaso) en funcion de un conjunto de variables predictoras. EI R cuadrado de
Cox y Snell proporciona una medida de cuanto poder predictivo tiene el modelo de regresion
logistica en comparacion con un modelo nulo (Sanchez et al. 2021).

El R cuadrado de Nagelkerke

El R cuadrado de Nagelkerke es una medida de ajuste utilizada en la regresion logistica que se
basa en el R cuadrado de Cox y Snell. Al igual gque el R cuadrado de Cox y Snell, el R cuadrado
de Nagelkerke proporciona una medida de la proporcion de varianza explicada por el modelo
de regresion logistica en relacion con la varianza total de la variable dependiente. Sin embargo,
el R cuadrado de Nagelkerke ha sido ajustado para corregir la escala del coeficiente y cubrir
todo el rango de 0 a 1. Esto significa que tiene una interpretacion mas directa y puede
considerarse como una medida mas precisa del poder predictivo del modelo en comparacién
con el R cuadrado de Cox y Snell.

El valor del R cuadrado de Nagelkerke varia entre 0 y 1, donde 0 indica que el modelo no
explica ninguna variabilidad en la variable dependiente, y 1 indica que el modelo explica toda
la variabilidad. Sin embargo, al estar ajustado, el R cuadrado de Nagelkerke tiende a ser mayor
que el R cuadrado de Cox y Snell para el mismo modelo.

El R cuadrado de Nagelkerke se utiliza principalmente para comparar diferentes modelos de

regresion logistica y evaluar la mejora del ajuste al agregar o eliminar variables predictoras.
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Proporciona informacién adicional sobre la calidad del ajuste del modelo y puede ayudar a los
investigadores a seleccionar el mejor modelo para sus datos (Santos, 2023).

Coeficiente de Kappa

El coeficiente de Kappa es una medida estadistica que se utiliza para evaluar el grado de
concordancia o acuerdo entre dos observadores cuando se trabaja con variables categoricas.
Proporciona una medida mas precisa que la simple coincidencia por azar y tiene en cuenta la
posibilidad de acuerdos casuales. Se calcula restando esta proporcién de concordancias
esperadas de la proporcion de concordancias observadas, y luego se divide por 1 menos la
proporcién de concordancias esperadas. Esto ajusta el coeficiente para tener en cuenta la
posibilidad de acuerdo casual. El coeficiente de Kappa puede variar en un rango de -1 a +1. Un
valor de +1 indica una concordancia perfecta entre los observadores, mientras que un valor de
0 indica que la concordancia observada es igual a la esperada por azar. Un valor negativo indica
una concordancia inferior a la esperada por azar (Marifio, 2022).

Significacion asintdtica bilateral

El parametro estadistico de significacion bilateral es utilizado en pruebas de hipétesis para
evaluar si hay diferencias significativas en ambos sentidos. El parametro estadistico utilizado
en pruebas de significacion bilateral es tipicamente el valor p (p-value), el valor p representa
la probabilidad de obtener un resultado al menos tan extremo como el observado, asumiendo
que la hipotesis nula es verdadera. Si el valor p es menor que un nivel de significancia
predeterminado (generalmente 0.05), se considera que hay evidencia estadistica suficiente para
rechazar la hipotesis nula en ambas direcciones y se concluye que existe una diferencia
significativa (Good et al., 2022).

Prueba de Chi Cuadrado

El Chi Cuadrado de Pearson es un modelo estadistico utilizado en la estadistica no paramétrica.
Se aplica en diferentes casos para realizar pruebas de hipdtesis y evaluar la bondad de ajuste,
la homogeneidad y la independencia entre variables, compara las frecuencias observadas en un
conjunto de datos con las frecuencias esperadas bajo una distribucion teoérica especifica. Se
utiliza para determinar si hay una diferencia significativa entre la distribucion observada y la

distribucién esperada (Lastre et al., 2019).
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. DESCRIPCION UNIVARIABLE DE CARACTERISTICAS
SOCIODEMOGRAFICAS Y EPIDEMIOLOGICAS DE LA POBLACION EN
ESTUDIO

3.1.1 Descripcion de caracteristicas sociodemogréficas de los estudiantes postvacunados
de la escuela profesional de Biologia

En la tabla N°07 se puede apreciar el lugar de procedencia de las personas que han sido
evaluadas en el presente trabajo de investigacion. De un total de 50 estudiantes que representa
el 100% se puede ver que la mayor parte de la poblacion son de la ciudad del Cusco, siendo 27
estudiantes que representan el 54%. El segundo lugar en relacion al mayor ndmero de
estudiantes, provienen de Abancay, representando el 12% de la poblacion. Los que provienen
de las provincias de Canchis y La convencion tienen una representatividad de 10% y 6%

respectivamente.
Tabla N° 7:

Lugar de procedencia de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia

Lugar Frecuencia (n) Porcentaje (%)
ABANCAY 6 12,0
ANDAHUAYLAS 1 2,0
ANTA 1 2,0
CANCHIS 5 10,0
CUSCO 27 54,0
CALLAO 2 4,0
ESPINAR 2 4,0
LA CONVENCION 3 6,0
PAUCARTAMBO 1 2,0
TAMBOPATA 1 2,0
URUBAMBA 1 2,0
Total 50 100,0
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En la tabla N°08 se muestra que, de la poblacion estudiada, 33 estudiantes son del sexo
femenino que representa el 66% y 17 estudiantes son del sexo masculino que esté representado

por el 34% como se muestra a continuacion:

Tabla N° 7:
Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcion al Sexo.

Frecuencia Porcentaje

Sexo (n) (%)

Femenino 33 66,0
Masculino 17 34,0
Total 50 100,0

En la tabla N°09, se puede apreciar que la edad promedio de los estudiantes de biologia es de
23,3 afos, lo que indica que los estudiantes estan en una edad muy joven, con un estado
inmunolégico optimo, por lo tanto, no presentan sintomas muy graves, el 50% de los
estudiantes en estudio tuvo una edad superior a 23 afios, mientras que el otro 50%, una edad
inferior. La desviacion estandar indica el promedio de las observaciones respecto a la media,
indica que es de 3,1 afios; que es una dispersion regular. La persona con menor edad que
participé del proyecto tuvo 19 afios, mientras que la mayor oscila los 30 afios, existiendo un

rango entre sendos valores de 11afios.
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Tabla N° 8:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcion

a la edad
Estadistico Desy:
Error
Media 23,30 0,442
Mediana 23,00
Varianza 9,765
Desviacion estandar 3,125
Minimo 19
Maximo 30
Rango 11

La poblacién en estudio esta representada por el 54% de estudiantes que vive en Cusco, por lo
cual hay mayor frecuencia de estudiantes que vive con su familia como se puede apreciar en la
figura N° 05 que 39 estudiantes representado por el 78% viven con su familia, considerando

familia a partir de 1 0 mas personas y 11 estudiantes representado por el 22% viven solos.

Figura N° 5:

Porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcion a las personas
con quien vive

Porcentaje (%)

Solo Familia



Personas con las que vive
La Tabla N°10, muestra la frecuencia y porcentaje del

tipo de transporte que usan los estudiantes para ir a la universidad, el 80% se moviliza en
transporte urbano y el 20% se moviliza en transporte particular (automoviles, bicicletas,

caminando).
Tabla N° 9:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcién

al tipo de transporte utilizado

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Transporte
40 80,0
urbano
Particular 10 20,0
Total 50 100,0

La Figura N° 06 presenta el lugar donde los alumnos frecuentan para alimentarse antes y/o
después de realizar sus clases académicas, como usualmente el 78% de los encuestados viven
con familias en el Cusco, el 74 % de ellos se alimenta con comida preparada en casa. Mientras

que el 10% lo hace en el comedor universitario y el 16% en restaurantes.
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Figura N° 6: Porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en
funcion al lugar de alimentacion

Porcentaje (%)

Casa Comedor Restaurante

Lugar de alimentacién

3.1.2. Descripcion de caracteristicas epidemioldgicas de los estudiantes postvacunados de
la escuela profesional de Biologia

La tabla N° 11 muestra la frecuencia del uso de la mascarilla por parte de los estudiantes, 9
estudiantes siempre usan la mascarilla, 5 estudiantes nunca usaron la mascarilla y 36
estudiantes casi siempre usan mascarilla, a pesar de que el cumplimiento de las medidas de

bioseguridad es obligatorio como lo indica el Anexo N° 2 emitida por la UNSAAC.

Tabla N° 10:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcion
al uso de mascarillas

Frecuencia _
Porcentaje (%)
(n)
Nunca 5 10,0
Siempre 9 18,0
Casi siempre 36 72,0
Total 50 100,0

74



La figura N°07 muestra el porcentaje con el que los alumnos se lavan las manos, el 48 %
siempre se lavan las manos y el 52% casi siempre, tomando en cuenta que el lavado de manos
con alguna sustancia antiséptica es importante porque de esta manera se evita la transmisién
de microrganismos y mas aun ahora en tiempo de pandemia por la COVID -19, donde seguir

los protocolos de bioseguridad como el lavado de manos es imprescindible (Minsa, 2022).

Figura N° 7: Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de
Biologia en funcion al lavado de manos

Porcentaje (%)

Siempre

Casi siempre

Lavado de manos

La tabla N° 12 muestra la frecuencia y porcentaje si cumplen con el distanciamiento establecido
por los protocolos de bioseguridad de la universidad, 24 estudiantes representado por el 48%
nunca cumplen con el distanciamiento, 1 estudiante representado por el 2% siempre cumple y
25 estudiantes que representa el 50 % casi siempre cumple este protocolo.
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Tabla N° 11:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcién
al distanciamiento

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Nunca 24 48,0
Siempre 1 2,0
Casi siempre 25 50,0
Total 50 100,0

La figura N° 08 muestra el porcentaje de aforo de alumnos en las aulas en la que estan nuestros
alumnos de estudio, se puede apreciar que la mayoria de clases realizadas en la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, cuenta con 30 a 45 alumnos por aula (90%) y solo un 6% asiste a aulas de
8 a 15 personas, las que normalmente suelen ser los laboratorios donde se realizan las practicas,

solamente un 4% asiste a aulas con un aforo de 45 a 60 alumnos, teniendo una menor
ventilacion y méas concentracion de COa.

Figura N° 8: Porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcion
al aforo

Porcentaje (%)

de 5 a 15 personas de 30 a 45 personas de 45 a 60 personas

Aforo de las aulas
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La tabla N° 13, muestra que 7 estudiantes (14%) estuvieron en contacto con personas positivas
a la COVID-19, mientras que 43 estudiantes (86%) no estuvieron en contacto con personas
positivas a la COVID-19 o desconoce si estuvo en contacto. Considerando que 2 estudiantes
que estuvieron en contacto con personas positivas a la COVID-19 resultaron positivos a la
COVID-19 vy los otros 7 estudiantes desconocian el haber estado en contacto con alguna

persona positiva a COVID-109.

Tabla N° 12:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcién

al contacto con personas positivas

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Si 7 14,0
No/desconocido 43 86,0
Total 50 100,0

En la tabla N° 14, muestra las comorbilidades que presentan los estudiantes fueron evaluados
donde 7 estudiantes que esta representado por el 14% presentan comorbilidades como la
obesidad (6 estudiantes), hipertension arterial (1 estudiante) y 43 estudiantes no presentan
comorbilidades representado por el 86%. Coincidiendo con Scruzzi et al., (2022) en su estudio
“Vacunacion contra SARS-CoV-2 y su relacién con enfermedad y muerte por la COVID-19
en Argentina” donde indicé que las comorbilidades con mayor frecuencia fueron la

hipertension arterial, la diabetes, fumar y la obesidad.

Tabla N° 13:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcion

a las comorbilidades.

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Si 7 14,0
No 43 86,0
Total 50 100,0
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Los centros para el control y la prevencion de enfermedades — CDC (2022), indica que los
sintomas pueden variar con las nuevas variantes de la COVID-19 y variar segun el estado de
vacunacion ademas varia de acuerdo a las comorbilidades de cada persona presenta. La figura
N° 09 muestra los signos y sintomas mas frecuentes que presentaron los estudiantes como son:
tos, dolor de garganta, congestion nasal, fiebre, cefalea, coincidiendo con Abreu et al., (2020)
en su estudio “Caracteristicas clinico epidemiolégicas” donde demostraron que los signos y
sintomas mas frecuentes para la COVID-19 fueron: fiebre (98 %), tos seca (76 %), disnea (55

%), mialgia o fatiga (44 %) y linfopenia (63 %).
Figura N° 9:

Signosy sintomas de la COVID-19 que presentaron los estudiantes de la escuela profesional

de Biologia
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Signos y sintomas

La tabla N° 15 muestra el nimero de dosis de vacuna recibidas por los estudiantes, teniendo en
cuenta que un criterio de inclusion para este trabajo de investigacion fue haber recibido como
minimo 3 dosis de vacuna, 45 estudiantes que representa al 90% recibieron 3 dosis de vacuna

y 5 estudiantes representado por el 5% recibieron 4 dosis de vacuna.
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Tabla N° 14:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcién

al nimero de dosis de vacunas recibidas

Dosis suministradas Frecuencia (n) Porcentaje (%)
3 45 90,0
4 5 10,0
Total 50 100,0

La tabla N° 16 muestra las vacunas recibidas para el grupo etareo, 9 estudiantes (18%) recibid
tres dosis de vacuna Pfizer, 21 estudiantes (42%) recibieron vacunas Pfizer y AstraZeneca, 1
estudiante (2%) recibié vacunas Pfizer y Moderna, 12 estudiantes (24%) recibieron vacunas
Pfizer y Sinopharm, 1 estudiante (2%) recibié vacunas Pfizer, AstraZeneca y Moderna y 6
estudiantes (12%) recibieron vacunas Sinopharm y AstraZeneca. Segun Scruzzi et al., (2022),
el haber recibido una o dos dosis de vacuna ha demostrado reducir significativamente el riesgo
de enfermar, con una eficacia del 98% para una dosis y del 99% para dos dosis. Ademas, la
vacunacion disminuye el riesgo de mortalidad en un 83% con una dosis y hasta un 97% con
dos dosis en la poblacion en general. En la poblacion afectada por COVID-19, una dosis de
vacuna reduce la probabilidad de fallecimiento en un 57%, mientras que dos dosis reducen este
riesgo en un 80%, en comparacion con aquellos no vacunados, independientemente del tipo de

vacuna administrada.
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Tabla N° 15:

Frecuencia y porcentaje de los estudiantes de la escuela profesional de Biologia en funcion

a las vacunas recibidas

Vacuna Frecuencia (n) Porcentaje (%)
PFIZER 9 18,0
PFIZER y ASTRAZENECA 21 42,0
PFIZER y MODERNA 1 2,0
PFIZER y SINOPHARM 12 24,0
PFIZER, ASTRAZENECA y MODERNA 1 2,0
SINOPHARM y ASTRAZENECA 6 12,0
Total 50 100,0

La tabla N° 17 muestra la Gltima dosis de vacuna recibida contra la COVID-19, 25 estudiantes
recibieron como su Ultima dosis de vacuna AstraZeneca y 4 estudiantes (8%) recibieron en su

Ultima dosis de vacuna a Moderna.

Tabla N° 16:

Frecuencia y porcentaje de la Ultima dosis de vacuna recibida contra la COVID-19.

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
ASTRAZENECA 25 50,0
MODERNA 4 8,0
PFIZER 9 18,0
SINOPHARM 12 24,0
Total 50 100,0

La tabla N° 18 muestra el tiempo transcurrido en semanas desde la Gltima dosis de vacuna
aplicada hasta el dia de la obtencién de la muestra, donde 4 estudiantes les aplicaron la Gltima
dosis 44 semanas antes de la toma de muestra, 12 estudiantes (24%) les aplicaron 36 y 40
semanas antes de la toma de muestra y solo 3 estudiantes (6%) les aplicaron la Gltima dosis de

vacuna 8 semanas antes de la toma de muestra. Amparo et al., (2021) indica que a partir del
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quinto mes (20 semanas) disminuye progresivamente la efectividad de la vacuna contra la
COVID-19.

Tabla N° 17:

Frecuencia y porcentaje del tiempo (semanas) que pasé desde la ultima dosis de vacuna

recibida
Semanas Frecuencia (n) Porcentaje (%)

8 3 6,0
16 2 4,0
20 5 10,0
24 3 6,0
28 1 2,0
32 5 10,0
36 12 24,0
40 12 24,0
44 4 8,0
48 3 6,0

Total 50 100,0

Las vacunas contra la COVID-19 han demostrado en los ensayos clinicos ser eficaces para
prevenir la infecciobn como la hospitalizacion y el fallecimiento, aunque aparecen efectos
adversos como la trombocitopenia, linfadenopatia anafilaxia, entre las menos frecuentes y las
méas frecuentes son cefalea, mareos, somnolencia, naulseas, diarrea, vOmitos, mialgia,
escalofrios, sensibilidad o dolor en el lugar de la inyeccién (Gémez et al., 2021). Coincidiendo
con GOmez en la figura N° 10 se observa que 21 estudiantes (52%) presentaron efectos
adversos y con mayor frecuencia fueron la mialgia y el dolor de brazo y la fiebre seguido por
los escalofrios y cefalea y en menor frecuencia diarrea, parestesia y dolor de espalda, sin

embargo, se observa que 19 estudiantes (38%) no presentaron efectos adversos postvacuna.
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Figura N° 10:

Efectos adversos postvacuna que presentaron los estudiantes de la escuela profesional
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3.2. DETECCION DEL MATERIAL GENETICO DEL SARS-CoV-2 MEDIANTE EL
METODO SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR

Seguln la Semi-nested Multiplex PCR, de 50 muestras de los alumnos en estudio, 41 alumnos
obtuvieron resultado negativo, 9 dieron positivo para SARS-CoV-2 amplificando las
secuencias del gen E y N. Para determinar los productos de la Semi-nested Multiplex PCR se
realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los resultados se muestran en la figura N°
11, donde el control positivo mostré un amplicon de 339 pb que corresponde al gen N y un
amplicén del gen E de 113 pb del SARS-CoV-2, no hay presencia de amplificacion en los
controles negativos, lo que indica que no hubo presencia de contaminantes en ninguna reaccion

(3 reacciones en blanco).

Las figuras N° 11, 12, 13, 14 y 15 muestran los resultados de la técnica de Semi-nested
Multiplex PCR utilizada en este estudio de investigacion para detectar y amplificar
simultdneamente multiples secuencias objetivo. En un estudio previo realizado por Perera et
al., (2018), se describid el uso de dos pares de cebadores en dos etapas de amplificacion. En la
primera etapa, se emplearon dos cebadores externos que se unen a regiones especificas del
ARN viral y amplifican una region mas larga del genoma viral. Posteriormente, en la segunda
etapa, se realizé una amplificacion Semi-nested utilizando un cebador interno junto con uno de
los cebadores externos. Esto permitié amplificar una region mas corta y especifica del genoma
viral. Esta técnica de amplificacion multiplex es efectiva para identificar y amplificar multiples
secuencias objetivo en una sola reaccion, lo que facilita el estudio y analisis de muestras virales
de manera mas eficiente. Ademas, Soto (2022) encontr6é que la Semi-nested Multiplex PCR
ofrecia una mayor sensibilidad (92,31 %) y especificidad (97,35) en comparacion de otras
técnicas de PCR convencional, que la hacia mas adecuada para aplicaciones clinicas y de

diagnostico.
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En la Figura N° 11, se evidencia que las muestras N° 01, 02, 03, 04, 05, 06 y 07 son
consideradas como negativas, ya que no se observaron amplicones ni para el gen E ni para el
gen N. Esto se confirma también en las muestras blanco de referencia, donde tampoco se
visualizé la presencia de amplicones. En contraste, el control positivo demostrd la

amplificacion exitosa de una banda correspondiente al gen N.
Figura N° 11:
Gel de agarosa (2%), electroforesis del segundo producto de la Semi-nested Multiplex PCR

usando los primers: F_E26094, R_E26185, F _N28147, R_N28466 de la muestra N° 01 a la
muestra N° 07

M 01 02 03 04 05 06 07 BRT BI B2 CP CN

500 pb S00 pb
400 pb 400 pb
300 pb 300 pb
200 pb 200 pb
100 pb 100 pb

Nota: M: Marcador de peso molecular de 100 pb, muestras N° 01, 02, 03, 04, 05, 06 y
07, BRT: Blanco de retrotranscripcion, B1: Blanco de la 1" PCR, B2: Blanco de la 2%
PCR, CP: Control positivo, CN: Control negativo.



En la Figura N° 12, se evidencia que las muestras N° 08, 11, 12, 13, 15, 16, 17 y 19 no mostraron
la presencia de amplicones. La muestra N° 09 exhibe la presencia del gen E, mientras que las
muestras N° 10, 14, 18 y 20 lograron amplificar con éxito los genes E de 113 pb y N de 339 pb.
Las muestras blanco de referencia dieron resultados negativos, indicando la ausencia de

amplificacién. Por otro lado, el control positivo si amplificé una banda para el gen N de 339 pb.

Figura N° 12:

Gel de agarosa (2%), electroforesis del segundo producto de la Semi-nested Multiplex PCR
usando los primers: F_E26094, R_E26185, F_N28147, R_N28466 de la muestra N° 08 a la

muestra N° 20
Nota: M: Marcador de peso molecular de 100 pb, muestras N° 08, 09, 10, 11,

12,13, 14, 15, 16, 17 y 18, BRT: Blanco de retrotranscripcion, B1: Blanco de la
1 PCR, B2: Blanco de la 2% PCR, CP: Control positivo, CN: Control negativo.

MOOE 09 10 011 12 13 14 1516 17 18 19 20 BRT CN CP BI B2

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb
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En la Figura N° 13, se observa que las muestras N° 21, 22, 24, 25, 26, 27, 29, 31,
32y 33 se clasifican como negativas al no presentar amplicones. Por otro lado, las
muestras N° 23, 28 y 30 exhibieron la amplificacion de bandas correspondientes
a los genes E y N. Los controles negativos no mostraron la presencia de
amplicones, mientras que el control positivo demostré con éxito la amplificacion

de ambos genes, E y N, con tamafios de 113 pb y 339 pb respectivamente

Figura N° 13:

Gel de agarosa (2%), electroforesis del segundo producto de la Semi-nested
Multiplex PCR wusando los primers: F_E26094, R_E26185, F_N28147,
R_N28466 de la muestra N° 21 a la muestra N° 33.

Mo21 22 23 24 25 26 27 2% 20 30 31 32 33 CP Bl B2 BRT

=00 pb
400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Nota: M: Marcador de peso molecular de 100 pb, muestras N21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32y 33, BRT: Blanco de retrotranscripcion, B1: Blanco de
la 1" PCR, B2: Blanco de la 2% PCR, CP: Control positivo.
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En la Figura N° 14, se evidencia que las muestras N° 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43y 44
son consideradas como negativas, ya que no se observaron amplicones ni para el gen E ni para
el gen N, a diferencia de la muestra N° 45 que se considera como positiva debido a que muestra
un amplicon para el gen N. En contraste, el control positivo demostrd la amplificacion exitosa

de una banda correspondiente al gen E y otra banda para el gen N.

Figura N° 14:

Gel de agarosa (2%), electroforesis del segundo producto de la Semi-nested Multiplex
PCR usando los primers: F_E26094, R_E26185, F_N28147, R_N28466 de la muestra
N° 34 a la muestra N° 45.

M 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 BRT BI B2CP

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Nota: M: Marcador de peso molecular de 100 pb, muestras N21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 y 33, BRT: Blanco de retrotranscripcion, B1: Blanco de
la 1" PCR, B2: Blanco de la 2% PCR, CP: Control positivo.
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En la Figura N° 15, se evidencia que las muestras N° 46, 47, 48, 49 y 50 son consideradas
como negativas, ya que no se observaron amplicones ni para el gen E ni para el gen N. Esto se
confirma también en las muestras blanco de referencia, donde tampoco se visualizé la presencia
de amplicones. En contraste, el control positivo demostré la amplificacidén exitosa de una banda

correspondiente al gen N.

Figura N° 15:

Gel de agarosa (2%), electroforesis del segundo producto de la Semi-nested Multiplex PCR
usando los primers: F_E26094, R_E26185, F_N28147, R_N28466 de la muestra N° 46 a

la muestra N° 50.

M 46 47 48 49 30 BRT B1I B2 CP CN

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

Nota: M: Marcador de peso molecular de 100 pb, muestras N° 46, 47, 48, 49
y 50, BRT: Blanco de retrotranscripcion, B1: Blanco de la 1 PCR, B2:
Blanco de la 2% PCR, CP: Control positivo, CN: Control negativo.

De las figuras N° 11 al 15 se aprecia 50 (100%) muestras estudiadas codificadas desde el
TC2022-1 al TC2022-50. resultaron 9 muestras (18%) positivas para SARS-CoV-2, de las
cuales el 77.7% muestras amplificaron exitosamente el gen de la envoltura “E” y el gen de la
nucleocapside “N”, mientras que el 11,1% amplifico tinicamente el gen de la envoltura (E) y
el otro 11,1% amplific6 Unicamente el gen de la nucleocépside (N) (tabla N°19), Reina &
Suarez (2020), después de analizar 200 muestras positivas para SARS-CoV-2 al inicio y al
final de la infeccion, se observo que en las etapas iniciales de la infeccion, la amplificacion del
gen E es mayor que la del gen N. Sin embargo, este patron se invierte en las etapas finales de

la infeccién, donde la amplificacién del gen N es mayor que la del gen E. Esto sugiere que el
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aumento en la deteccion del gen N se debe a la presencia de restos de virus no viables. Sabiendo
que en el momento de la toma de muestra se desconocia si un alumno presentaba el virus del
SARS-CoV-2, y el tiempo de infeccion exacto, se puede deducir que el 11.1% que amplifico
el gen E estaba en inicios de la infeccion y el otro 11.1% que amplifico unicamente el gen N
se encontraba en etapas finales, por ello como dice Soto (2022) “Es de suma importancia el
disefio multiplex donde se incorpora mas de un conjunto de cebadores dirigidos a regiones

diferentes del genoma para reducir la posibilidad de reportar falsos negativos”.

En las figuras N° 11y 12, se empleo la muestra C\VV0024 proporcionada por la Geresa-Cusco y
reportada por Soto (2023) como positiva para ARN de SARS-CoV-2 mediante las técnicas de
RT-gPCR y Semi-nested Multiplex PCR. Durante el periodo del 13 al 17 de agosto de 2021, se
observé que este control positivo no amplifico la banda del gen E, posiblemente debido a la
rapida degradacion del ARN durante la manipulacion. Sin embargo, la presencia de la
amplificacion del gen N confirma la validez del ensayo. Por tanto, se utilizo la muestra CV155
como control positivo, la cual fue una de las Ultimas muestras obtenidas y reportadas como
positivas para SARS-CoV-2 en las figuras N° 13, 14 y 15, donde se evidencia la amplificacion

de ambas bandas correspondientes al gen E y al gen N.

Tabla N° 18:

Tamarnio de las bandas del gen E y del gen N presentes en el producto de la electroforesis de

muestras positivas para SARS-CoV-2

Amplificacion del Gen E Amplificacion del Gen N

Caodigo

(pb) (pb)
TC2022- 09 113 -
TC2022- 10 113 339
TC2022-14 113 339
TC2022-18 113 339
TC2022-20 113 339
TC2022-23 113 339
TC2022-28 113 339
TC2022-30 113 339
TC2022-45 - 339

Total 9
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3.3. EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LAS VARIABLES INDEPENDIENTES
SOBRE CASOS POSITIVOS DE SARS-CoV-2.

3.3.1. Prueba de Chi- X? para la relacion de las variables con la prueba positiva.

Para poder conocer si alguna de las variables, explica o influye significativamente el hecho de
salir positivo en la prueba de la COVID-19, se realizd la prueba no paramétrica de Chi-X?, para
ellos se plantean las siguientes hipétesis:

Ho: La variable no influye en la prueba positiva de la COVID-19
Ha: La variable influye en la prueba positiva de la COVID-19
Los resultados del analisis, se muestran en la tabla N°20

Tabla N° 19:

Tabla de contingencia de la Prueba de Chi — X2 de las variables independientes con la
condicidn positiva a la COVID-19

Chi - X? Significancia
Procedencia 19,7 0,07
Sexo 0,002 0,963
NUmero de vacunas recibida 1,22 0,269
Uso de mascarilla 6,67 0,03
Lavado de manos 0,946 0,331
Distancia 7,362 0,025
Vacunas PFIZER 0,617 0,892
Vacunas SINOPHARM 1,483 0,47
Vacunas ASTRAZENECA 2,737 0,255
Vacunas MODERNA 0,954 0,329
Vacunas recibidas 3,08 0,687
Tiempo desde la Gltima dosis 9,011 0,436
Ultima dosis recibida 3,621 0,305
Personas con las que vive 0,822 0,365
Medio de transporte 1,22 0,269
Alimentacion 0,359 0,836
Aforo de aulas 1,22 0,543

Contacto con personas positivas 25,2 0

Comorbilidad 0,076 0,783




RELACION DE LOS FACTORES SOCIODEMOGRAFICOS CON LOS
RESULTADOS POSITIVOS A SARS-CoV-2

Utilizando los datos de la tabla N°20 se analiza la variable “lugar de procedencia”, cuyo valor
de Chi-X2 fue de 19,7 con una Significancia asintdtica de 0,07 obtenido, el cual indica que no
fue estadisticamente significativo (p < 0,05), por lo tanto, no hay evidencia suficiente para
aceptar la hipétesis alterna. Asi se concluye que no existe una asociacion significativa entre las
variables del lugar de procedencia de los alumnos con la prueba positiva de la Semi-nested
Multiplex PCR para SARS-CoV-2.

En la tabla de contingencia N° 20 (prueba de Chi-X?) entre el SARS-CoV-2 y la variable sexo,
se observa que la significacion asintotica bilateral es de 0,963 > 0,05, esto indica que el sexo
no depende de que el paciente pueda o no contraer el virus del SARS-CoV-2, como podemos
observar en la figura N°12, ademas coincidimos con Puhach et al., (2022) quienes asociaron
los niveles de infeccion con el sexo, donde no detectaron correlacion la infeccion con el sexo

del paciente.

La figura N° 16 muestra que de la poblacién masculina fue del 34% conformado por 17
estudiantes, de los cuales 3 dieron positivo siendo el 6% del total de poblacion infectada y 14

dieron negativo, siendo este ultimo el 28%.

La poblacion femenina abarco el 66% de la poblacion con 33 personas de las cuales 6 dieron
positivo siendo el 12% de la poblacion infectada y 26 negativos. Se encontré correlacion
mediante el uso de chi-X?de 0,002 para las variables sexo, positivos y negativos, lo que nos

indica que existe una asociacién baja entre las variables.

Segun Suarez et al., (2020), existen diferencias fundamentales en la respuesta inmune a la
infeccidn entre sexos que son Mas propensas a contribuir a este fendmeno, se ha observado que
las mujeres tienden a tener una respuesta inmune innata mas robusta que los hombres. Esto
incluye una mayor produccién de citocinas proinflamatorias y una respuesta de células
inmunitarias como los macréfagos y las células dendriticas. Esta respuesta inmune innata mas
fuerte puede ayudar a las mujeres a combatir infecciones virales y bacterianas de manera mas
efectiva. En individuos que han contraido la COVID-19, es posible que estas disparidades
resulten en un mejor control del virus en las mujeres, lo cual puede contribuir a su menor riesgo

de desarrollar una enfermedad grave.
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Figura N° 16:

Casos positivos con relacion al sexo

Casos Positivos vs Sexo

30
25
20
15

10

Positivos Negativos

W Masculino ® Femenino

En cuanto a las variables del lugar de alimentacion (p= 0,836), medios de transporte (p=0.269)
aforo de alumnos en las aulas (p=0,543) se observa que ninguna de ellas tiene un valor de
significancia (p<0,05) por consiguiente este estudio muestra que estas variables no tienen
influencia significativa en el resultado positivo del SARS-CoV-2; por lo tanto, en este caso se
acepta la hipotesis nula y se rechaza la hipotesis alterna. Esto quiere decir que el alumno puede
0 no contagiarse si se alimenta en casa, restaurantes, comedor u otro tipo de residencia. De
igual manera el medio de transporte ya sea urbano o particular usado para movilizarse a su casa

de estudios no tiene relevancia en el contagio.

Segun Antofianzas & Gimeno (2022), el lugar de alimentacion y la dieta con la que cada
persona se alimenta es de suma importancia, una persona al tener una estabilidad alimentaria
de una adecuada dimension nutricional puede evitar la obesidad y la desnutricion; otro factor
de transmision de SARS-CoV-2 son los medios de transporte debido a que generalmente son
espacios cerrados donde hay hacinamiento de personas y mala ventilacion, que al respirar las
goticulas que contienen al SARS-CoV-2 y son suspendidas en las superficies pueden ser

aspiradas por otra persona y continuar con la transmision de COVID-19.

Con respecto al aforo de los alumnos en las diferentes aulas puede o no contribuir al contagio
de SARS-CoV-2, mas no ser un factor definitivo. Segun Mares et al., (2022), indica que para

un aforo dentro de un aula de estudiantes sea de 10 a 30 estudiantes en un volumen del sal6n
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de clases de 200 m?, con una debida ventilacion; de 20 a 60 estudiantes el volumen del salén

de clases deberia ser 400 m2.

El SARS-CoV-2 con respecto a las personas con las que un alumno vive en casa tiene una
significancia asintotica bilateral es de 0,365> 0,05, esto indica que las personas con las que
vive no dependen de que el alumno pueda o no contraer la enfermedad nos afirma que no
depende si eres solo o con familia para contraer la enfermedad. Sin embargo, Torres et al.,
(2021) afirma que la sensibilidad de contraer SARS-CoV-2 fue mayor en el hogar (50,8%; IC
95% 38,9-62,5) que en contactos no domésticos (35,7%; IC 95% 16,3-61,2%).

En cuanto al nimero y a las vacunas recibidas por los alumnos se considera variables con una

significancia mayor al 0,05 siendo 0,269 y 0,687 respectivamente.

3.3.3 RELACION DE LOS FACTORES EPIDEMIOLOGICOS CON LOS
RESULTADOS POSITIVOS A SARS-CoV-2

Segun la figura N°17 se observa que de los 25 alumnos incluidos (50%), que recibieron la
vacuna AstraZeneca como Ultima dosis, 7 de ellos dieron positivo para el virus SARS-CoV-2.
Estos hallazgos sugieren que los estudiantes que fueron inoculados con la vacuna AstraZeneca
tenian una mayor probabilidad de contraer la infeccion o una menor eficacia de proteccion en
comparacion con aquellos que recibieron las vacunas Pfizer o Sinopharm. Estos resultados son
consistentes con los estudios previos realizados por Lépez et al., (2022), quienes determinaron
porcentajes de eficacia para las vacunas (AstraZeneca 72%, Sinopharm 78,1% Yy Pfizer 91%).
En contraste, la vacuna de tecnologia mMRNA, como Pfizer y Moderna, demostré una mayor
eficiencia en la proteccidn contra la infeccion, como se menciona en el estudio de Amparo et
al., (2021). Segun este estudio, las vacunas mRNA ofrece una efectividad del 90%, seguida
por AstraZeneca con un 73%, con una alta proteccion contra las variantes Alpha y Delta. de
manera confirmatoria Good et al., (2022), observo diferencias estadisticamente significativas
en las tasas de infeccidn después de completar la vacunacion entre aquellos que recibieron la
vacuna J&J/Janssen (45,0%, n = 90), aquellos que recibieron la vacuna Pfizer (31,2%, n = 178;
p < 0.01) y aquellos que recibieron la vacuna Moderna (23,8%, n = 40; p < 0.01). Esto indica
que las proporciones de infeccién fueron mas altas en aquellos que recibieron la vacuna
J&J/Janssen en comparacion con aquellos que recibieron las vacunas Pfizer y Moderna. Estas
diferencias son consideradas estadisticamente significativas, lo que sugiere que el tipo de

vacuna puede tener un impacto en la eficacia de proteccién contra la infeccién por COVID-19.
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Sin embargo en cuanto a resultados obtenido en la presente investigacion de la prueba de Chi
— X2 nos muestra que para la vacuna Pfizer, la significacion asintética bilateral fue de 0,892
(p>0,05), de la vacuna Sinopharm fue 0,47 (p>0.05), la vacuna AstraZeneca presenta una
significancia de 0,255 (p> 0,05) y la vacuna Moderna 0,329 (p>0,05), se observa que los
valores de significacion asintética bilateral son mayores a 0,05, lo que indica que no hay una
diferencia estadisticamente significativa entre las vacunas. Es importante tener en cuenta que
estos resultados pueden verse influenciados por el tamafio limitado de la muestra utilizada en

este estudio.

Figura N° 17:

Porcentajes de alumnos en relacién a los tipos de vacunas aplicadas en la Ultima dosis como
proteccion contra el SARS-CoV-2.

Resultado
prueba
CcoviD19

H Negativo
W Positivo

Recuento

ASTRAZENECA MODERNA FFIZER SIMOPHARM

Ultima dosis recibida
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Segun los datos presentados en la figura N° 18, se observa que el mayor porcentaje de los
estudiantes tiene entre 36 y 40 semanas en tiempo transcurrido después de recibir la Gltima
dosis de las vacunas. Al realizar la prueba de Chi — X?, se obtuvo un valor de significancia
mayor a 0,05 (p = 0,436). Esto indica que no se considera una variable relevante en relacién a
la presencia del virus SARS-CoV-2. Amparo et al. (2021) indica que a partir del 5to mes ocurre

una disminucion progresiva en la efectividad de la vacuna.
Figura N° 18:

Tiempo transcurrido (semanas) desde la Gltima dosis de la vacuna recibida por los alumnos

hasta el momento de la toma de muestra.

Porcentaje

3 16 20 24 28 32 36 40 44 43

Semanas desde la ultima dosis de vacuna

Podemos observar en la tabla N°20 que, en cuanto a las variables epidemioldgicas sobre el uso
de mascarillas, distancia social entre los alumnos y contacto con personas positivas al SARS-
CoV-2, muestran un nivel de significancia p<0,05 siendo, (p=0,03), (p=0,025) y (p=0)
respectivamente, razon por la cual para esas 3 variables se acepta la hipétesis alterna , y se
rechaza la hipotesis nula, esto se explica que un alumno puede disminuir el contagio por el
virus del SARS-CoV-2 si usa siempre una mascarilla como proteccion, ademas de ello
mantiene distancia social y mas cuando esté en contacto con personas positivas sospechosas al
SARS-CoV-2.

En relacién a la asociacion entre el lavado de manos y la infeccion con SARS-CoV-2, se
observa que la significancia asintética bilateral es de p=0,331. Esto indica que el lavado de

manos no influye en la probabilidad de contraer la enfermedad. No obstante, estudios previos
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resaltan la importancia de la higiene de manos para reducir las infecciones respiratorias en un
rango estimado del 16% al 21% (Aiello et al., 2008). En contraste con nuestros hallazgos,
Masai (2021) encontrd una asociacion significativa entre la frecuencia de lavado y desinfeccion
de manos y los casos informados de enfermedades similares al SARS-CoV-2 entre estudiantes
internacionales. Especificamente, aquellos estudiantes que se desinfectaban las manos con
mayor frecuencia tenian un 17,1% menos de probabilidades de reportar sintomas de
enfermedades similares a la influenza en comparacion con aquellos que no lo hacian con la
misma frecuencia (indice de riesgo = 0,821, IC del 95% = 0,793-0,915, p=0,029). Estos
resultados respaldan la importancia de la higiene de manos como medida preventiva para
reducir el riesgo de transmision de enfermedades respiratorias, incluido el SARS-CoV-2.
Aungue nuestro estudio no encontrd una asociacion significativa en esta muestra especifica, se
recomienda seguir promoviendo la préctica del lavado de manos como una medida clave de

prevencion en la poblacion en general

La relacion de las comorbilidades y el SARS-CoV-2 representan una significacion asintotica
bilateral de p= 0,783 siendo mayor a 0,05, esto indica que las comorbilidades no influyen en el
contagio por SARS-CoV-2.

Se puede concluir que ninguna de esas condiciones, afecta considerablemente el hecho de salir
0 no positivo en un examen para SARS-CoV-2, asi mismo, no hay riesgo en las observaciones

de estas variables por ser no significativas.

Para poder ver el tipo de influencia que tienen estas variables, se procedera a analizar las figuras

a continuacion:

En la figura N°19, se observa que las personas que utilizan casi siempre mascarilla presentan
una probabilidad del 62% de obtener resultados negativos en las pruebas para detectar el
SARS-CoV-2. Por otro lado, aquellas personas que nunca usan mascarillas obtuvieron
resultados positivos en un 6% de las ocasiones. Los resultados del andlisis de chi cuadrado de
Pearson en la tabla N°20 indican que el uso de mascarillas tiene una asociacion
estadisticamente significativa con la infeccion por el virus del SARS-CoV-2 (p=0,03),
cumpliendo con el criterio de p<0,05 para rechazar la hipdtesis nula y aceptar la hipétesis
alterna. Esto implica que el uso de mascarillas esta fuertemente relacionado con los resultados
positivos al virus SARS-CoV-2 en una poblacion universitaria con una alta tasa de vacunacién
(Bart et al., 2022). Esta asociacion se explica por las investigaciones previas de Fajardo (2022),
McNeill (2022) y Masai (2021). Segun Fajardo (2022) y McNeill (2022), la principal forma de
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transmision del virus es a través de las goticulas respiratorias que se liberan cuando una persona
infectada tose, estornuda, habla o exhala. Estas goticulas pueden contener el virus y permanecer
suspendidas en el aire durante periodos prolongados, y pueden ser inhaladas por personas
cercanas, generalmente a menos de 1 metro de distancia, lo que aumenta el riesgo de infeccion.
Masai (2021), en su andlisis de regresidn de Cox, demostr6 que los estudiantes que utilizaban
mascarillas tenian un 33,6% menos de probabilidades de contraer el SARS-CoV-2, con un
valor de p=0,0086, lo que resalta la efectividad del uso de mascarillas en la poblacién estudiantil.
Estos hallazgos respaldan la importancia del uso de mascarillas como una medida eficaz para
prevenir la propagacion del virus SARS-CoV-2 en la poblacion estudiantil y subrayan la

relevancia de su implementacion en escenarios universitarios y otros entornos similares.

Figura N° 19:

Relacion de uso de mascarilla y resultado de la Semi-nested Multiplex PCR para SARS-
CoV-2.

Resultado
prueba
CcoviD19

H Negativo
W Fositivo

Recuento

Munca Siempre Casi siempre

Uso de mascarilla

En la figura N° 20, se observa que el 48% de los alumnos que casi siempre mantienen una
distancia entre ellas, tienen altas probabilidades de salir negativo en las pruebas para SARS-
CoV-2. Asi como el 2% de los alumnos que siempre mantienen distanciamiento social son
menos propensos a un resultado positivo a SARS- CoV-2, y aquellas personas, que nunca
mantienen una distancia, estan asociadas a la mayor cantidad de casos positivos. Sun et al.

(2020) llegaron a una conclusion similar al afirmar que la distancia desempefia un papel crucial
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en la prevencion del contagio del SARS-CoV-2, ya que el virus puede permanecer en el
ambiente a través de aerosoles.

Figura N° 20:

Relacion de la distancia con el resultado de la Semi-nested Multiplex PCR para SARS-CoV-2

Resultado
prueba
coviD19

.Negativo
W Positivo

Recuento

Munca Siempre Casi siempre

Distancia

En la figura N° 21, se observa que el 80% de las personas que no tuvieron contacto o
desconocen haber estado en contacto con individuos positivos no arrojaron resultados positivos
para el virus SARS-CoV-2. Por otro lado, casi todas las personas que informaron haber estado
en contacto con casos positivos también dieron positivo en las pruebas. Esto sugiere que el
contacto con personas infectadas es uno de los factores de riesgo mas significativos para
contraer el virus SARS-CoV-2. Estos hallazgos son respaldados por los resultados en la tabla
N°20, que muestra un valor de p=0, lo cual indica un nivel de significancia p<0,05. Ramos et
al. (2022) inform6 que el 17.2% de su poblacion de estudio estuvo en contacto con casos
positivos de COVID-19 antes de ser diagnosticados con SARS-CoV-2. Ademas, Cardenas et
al. (2023) concluy6 que el 66.13% de los estudiantes que presentaron sintomatologia
reportaron sintomas en los primeros dias después del contacto con un caso confirmado de
COVID-19. Doyle et al. (2021) y Torres et al. (2021) mencionaron que los estudiantes que
dieron positivo por SARS-CoV-2 proporcionaron al menos el nombre de otro estudiante

contagiado con quien habian tenido contacto en las dos semanas previas. Estos estudios



respaldan la importancia de la identificacion y el seguimiento de los contactos de casos
positivos de COVID-19 para prevenir la propagacion del virus. El hecho de estar en contacto
con personas infectadas representa un riesgo considerable y resalta la necesidad de
implementar medidas de control y seguimiento eficaces para limitar la transmision del SARS-
CoV-2.

Figura N° 21:

Relacion de contacto con personas positivas y resultado de la Semi-nested Multiplex PCR
para SARS-CoV-2.

Resultado
prueba
coviD19

E negativo
W FPositivo

Recuento

Si Mo/fdesconocido

Contacto con personas positivas

La figura N° 22 muestra que, de los 50 estudiantes, 33 estudiantes (66%) fueron asintomaticos
donde 30 estudiantes resultaron negativos y 3 estudiantes resultaron positivos que segun la
OMS es porque presentan mejores condiciones de salud por este motivo siendo asintomaticos
resultaron positivo, ademas se observo que 17 estudiantes (44%) eran sintomaticos, de los
cuales 11 estudiantes resultaron negativo a SARS-CoV-2, pero por su sintomatologia podria
tratarse de la gripe comun donde coincidimos con Riveron et al., (2020) quienes evaluaron a
114 pacientes sintomaticos de COVID-19 con RT-PCR negativo en el centro de aislamiento en
Las Tunas, Cuba, estos pacientes en su mayoria adultos con antecedentes de buena salud y
sintomatologia leve; concluyeron que estos pacientes no presentan COVID-19 sino la gripe

comun.
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Figura N° 22:

Relacion de los estudiantes positivos y negativos en funcién a la sintomatologia.

B Positivo Negativo

30

N° DE ESTUDIANTES
11

o)

. .

SINTOMATICO ASINTOMATICO

DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS Y
EPIDEMIOLOGICAS DE LOS ESTUDIANTES POSITIVOS AL SARS-CoV-2.

Nueve estudiantes dieron positivo al SARS-CoV-2 mediante la prueba de Semi-nested
Multiplex PCR, con una variedad de caracteristicas sociodemograficas y epidemioldgicas

significativas:
Caracteristicas sociodemograficas:

- Sexo: Seis de los estudiantes afectados son mujeres, lo que representa el 66.7% del grupo,

mientras que tres son hombres, correspondiente al 33.3%.
- Lugar de procedencia: Un tercio de los estudiantes (33.3%) proviene de Cusco.

- Medio de transporte: La mayoria de los estudiantes afectados (77.8%) utilizan transporte

urbano, mientras que el 22.2% utiliza transporte particular.

- Lugar de alimentacion: Dos tercios de los estudiantes (66.7%) se alimentan en casa, el 22.2%

en restaurantes y el 11.1% en comedores.

- Convivencia: Mas de la mitad de los estudiantes (55.6%) viven con su familia, mientras que

el restante 44.4% vive solo.
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- Sintomas: Dos tercios de los estudiantes (66.7%) presentaron sintomas, siendo la congestion
nasal el mas comun (44.4%), seguido de dolor de garganta y tos (33.3%). El tercio restante

(33.3%) fue asintomatico.
Caracteristicas epidemioldgicas:

- Contacto con personas positivas: La mayoria de los estudiantes afectados (77.8%) no tuvo o
desconoce haber estado en contacto con personas positivas al COVID-19, mientras que el

22.2% estaba seguro de haber estado en contacto con alguien que dio positivo.

- Molestias postvacunacion: Tras la vacunacion, el 44.4% experimentd fiebre, el 22.2%
mialgia, el 22.2% dolor de brazo, el 22.2% escalofrios y dolor de espalda el 11.1%, mientras

que el 55.6% no reportd ninguna molestia.
- Aforo de aulas: E155.6% de los estudiantes estaban en aulas con un aforo de 30 a 45 alumnos.

- Bioseguridad: Respecto al uso de mascarilla, el 44.4% casi siempre la utilizaba, el 33.3%
nunca y el 22.2% siempre. En cuanto al lavado de manos, el 77.8% casi siempre lo realizaba,
el 22.2% siempre y ningun estudiante indicé nunca hacerlo. En cuanto a mantener la distancia

con otras personas, el 66.7% casi siempre lo cumplia, el 22.2% siempre y el 11.1% nunca.

- Ultima dosis de vacuna: se observa que el 55.5% de estos estudiantes habian recibido la
vacuna AstraZeneca, el 33.3% habia recibido la vacuna Sinopharm, y el 11.1% habia sido
vacunado con Pfizer. Estos resultados sugieren que la vacuna AstraZeneca podria ser menos
efectiva en prevenir la infeccion por SARS-CoV-2 en comparacion con las vacunas

Sinopharm y Pfizer en esta muestra especifica de estudiantes.
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3.4. GENERACION DE UN MODELO QUE EXPLIQUE LAS PROBABILIDADES DE
LOS CASOS POSITIVOS DE SARS-CoV-2.

REGRESION LOGISTICA DE LAS VARIABLES INFLUYENTES CON RESULTADOS A
PRUEBA COVID-19

Para poder estimar una ecuacion de regresion, que nos pueda brindar el grado de influencia de

cada una de las variables que han salido significativas, se realizé una regresion logistica.

En la tabla N°21, se presentan los resultados del modelo que se ha generado con las 3 variables
(uso de mascarillas (p=0,03), el distanciamiento social (p=0,025) y el contacto con personas
positivas (p=0,0)), se puede observar que se hizo en 2 pasos, para ambos pasos, el modelo
resulta significativo y predice mejor que si no se consideraria las variables. EI modelo explica

enun 76,8% y 73,8% a la variable dependiente.

Tabla N° 20:

Resumen del modelo

R cuadrado de Cox R cuadrado
Paso
y Snell de Nagelkerke
1 0,469 0,768
2 0,450 0,738

Nota. elaboracion propia.

De todos los modelos que se ha logrado generar en base a la combinacion de todas las variables
significativas, se ha encontrado que el mejor modelo es el que considera una constante y el

contacto con personas positivas, siendo la ecuacion de prediccion la siguiente:
Prueba positiva en covid19 = —2,59 + 4,382 (Contacto con pesonas positivas)

Existiendo un ODD ratio de 80 para este factor, es decir hay 80 veces mas de riesgo de salir
positivo en una prueba de COVID-19, si es que se ha tenido contacto con personas que
previamente han dado positivo al virus. Los otros modelos, que consideran el uso de la
mascarilla y la distancia, no contribuyen significativamente al modelo antes mencionado.

Para poder corroborar el modelo, se hizo una prediccion para todos los datos, y se comparé con
los valores reales de cada persona. Para ellos se utilizé el indice de concordancia de Kappa,

cuyos resultados se muestran en la tabla N°22, donde se puede observar que los valores
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predichos, fueron correctos en el 70,3% de los casos, lo que es considerable y se podria asumir
como un buen indicador, significa que el modelo acerté 7 de 10 con esos datos.
Tabla N° 21:

Iindice de concordancia de kappa

Error estandar

Valor o Significacion aproximada
asintotico
Medida de
Kappa 0,703 0,138 0,000
acuerdo
N° de casos validos 50

La figura N° 23, muestra que solo 2% de los negativos, fueron predichos como positivos y el

6% de los positivos fueron predichos como negativos.

Figura N° 23:
Resultado predictivo de las pruebas COVID-19

Grupo
pronosticado

[ Negativo
M Positivo

Recuento

Megativo Positivo

Resultado prueba COVID19

CONCLUSIONES
1) La mayoria de los estudiantes (54%) provenian de la ciudad de Cusco, el 66% eran mujeres.
El grupo de edad predominante fue de 19 y 30 afios. El 78% de los alumnos residian con
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2)

3)

4)

familiares. El 80% utiliza el transporte urbano. ElI 74% de los estudiantes consume sus
alimentos en su propio hogar. En relacion a las caracteristicas epidemioldgicas, revelaron que
un 90% se encontraban en aulas con una capacidad de 30 a 45 alumnos. El 48% se lavaba las
manos siempre, y el 72% utilizaba casi siempre mascarilla. En cuanto al mantenimiento de la
distancia, aproximadamente el 50% de los estudiantes afirmaba mantenerla casi siempre. Solo
un 14% tenia certeza de haber estado en contacto con personas que habian dado positivo al
SARS-CoV-2. El 66% se encontraba asintomatico, y un 14% presentaba sintomas. Todos los
estudiantes habian recibido tres dosis de vacuna, con un tiempo promedio transcurrido entre
la Gltima dosis y el estudio de 36 a 40 semanas.

El material genético del SARS-CoV-2 fue detectado utilizando el método de Semi-nested
Multiplex PCR, el cual permitié amplificar los genes E y N especificos del virus en un 18%
(n=9) de los estudiantes que dieron positivo en la prueba, el 82% (n=41) de los estudiantes
resultaron negativos a la prueba.

Utilizando la prueba de Chi cuadrado de Pearson, se determind que las variables
sociodemograficas exhibieron un nivel de significancia p>0,05, superando el umbral del nivel
de confianza del 95%. En consecuencia, se concluye que estas variables no tienen una
influencia significativa en los resultados positivos de SARS-CoV-2. Sin embargo, al analizar
las variables epidemioldgicas, se observé que factores como el uso de mascarillas (p=0,03),
el distanciamiento social (p=0,025) y el contacto con personas positivas (p=0,0) presentaron
un nivel de significancia p<0,05. Estos resultados indican que dichos factores si influyen en
la probabilidad de que una persona resulte positiva o negativa al SARS-CoV-2.

Se desarrollé una regresion logistica que permitio identificar el grado de influencia de las
variables predictoras significativas y estimar las probabilidades de infeccion por SARS-CoV-
2 para comprender y predecir la propagacion del virus en la poblacion estudiada, con R
cuadrado de Cox y Snell y R cuadrado de Nagelkerke para ambos casos resulta significativo
enun76,8% Yy 73,8% a la variable dependiente, un ODD ratio de 80 y el coeficiente de Kappa
es de 0,70 lo cual indica una buena concordancia entre las variables independientes y el

resultado positivo para SARS-CoV-2.
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RECOMENDACIONES

Utilizar la técnica de Semi- Nested multiplex PCR y aplicar en areas de investigacion aun
mas amplias.

Considerar las limitaciones del estudio, como el tamafio de la muestra y la
representatividad de la poblacion estudiada. Se recomienda que futuras investigaciones
amplien el alcance y la diversidad de la muestra para obtener resultados méas generalizables
y representativos.

Investigar la presencia de variantes del SARS-CoV-2 en estudiantes postvacunados.
Examinar si existen diferencias en la deteccion de variantes especificas y si estas variantes
estan asociadas con un mayor riesgo de infeccion o una menor eficacia de las vacunas.
Enfatizar las medidas de prevencién del contagio de SARS-CoV-2 en nuestra poblacién.
Es fundamental promover el uso de mascarillas, el distanciamiento social y el lavado de
manos como acciones efectivas para reducir la propagacion del virus, especialmente entre

los grupos mas vulnerables y espacios cerrados y conglomerados.
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ANEXO N° 01
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Resolucion Viceministerial

N°094-2022-MINEDU

Lima, 26 de julio de 2022

VISTOS, el Expediente N° 0145324-2022, los Informes N° 00251-2022-
MINEDU/VMGP-DIGESU-DIPODAY N° 00256-2022-MINEDU/VMGP-DIGESU-
DIPODA de la Direccion de Politicas para el Desarrollo y Aseguramiento de la Calidad de la
Educacion Superior Universitaria de la Direccion General de Educacion Superior Universitaria,
el Informe N° 01195-2022-MINEDU/SPE-OPEP-UPP de la Unidad de Planificacion y
Presupuesto de la Oficina de Planificacion Estratégica y Presupuesto, el Informe N° 0839-2022-
MINEDU/SG-OGAJ de la Oficina General de Asesoria Juridica, y;

CONSIDERANDO:

Que, de conformidad con lo dispuesto en los articulos 13 y 16 de la Constitucion Politica
del Pert, la educacion tiene como finalidad el desarrollo integral de la persona humana,
correspondiéndole al Estado coordinar la politica educativa, formular los lineamientos generales
de los planes de estudios, asi como los requisitos minimos de la organizacion de los centros

educativos y, supervisar su cumplimiento y la calidad de la educacion;

Que, el articulo 3 de la Ley N° 31224, Ley de Organizacién y Funciones del Ministerio de
Educacion, establece que el Sector Educacion se encuentra bajo la conduccion y rectoria del
Ministerio de Educacion, asimismo, de acuerdo con el literal
a) del numeral 1 y el literal a) del numeral 2 del articulo 5 de la citada Ley; sus funciones rectoras
y técnico-normativas son formular, planear, dirigir, ejecutar, supervisar y evaluar la politica

nacional y sectorial bajo su competencia, aplicable a todos los niveles de gobierno; asi como
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aprobar las disposiciones normativas vinculadas con sus ambitos de competencia,

respectivamente;

Que, conforme con lo previsto en el articulo 79 de la Ley N° 28044, Ley General de
Educacién, el Ministerio de Educacion es el érgano del Gobierno Nacional que tiene por finalidad
definir, dirigir y articular la politica de educacion, recreacion y deporte, en concordancia con la
politica general del Estado;

Que, la Ley N° 30220, Ley Universitaria (en adelante, Ley N° 30220) tiene por objeto
normar la creacién, funcionamiento, supervision y cierre de las universidades; promueve el
mejoramiento continuo de la calidad educativa de las instituciones universitarias como entes
fundamentales del desarrollo nacional, de la investigacion y de la cultura; asi como también

establece los principios, fines y funciones que rigen el modelo institucional de la universidad;

Que, de conformidad con el articulo 3 de la Ley N° 30220, la universidad es una comunidad
académica orientada a la investigacion y a la docencia, que brinda una formacién humanista,
cientifica y tecnologica con una clara conciencia de nuestro pais como realidad multicultural; asi
como adopta el concepto de educacion como derecho fundamental y servicio publico esencial.

Esta integrada por docentes, estudiantes y graduados;

Que, en el marco de la emergencia sanitaria por la COVID-19, mediante la Resolucion
Viceministerial N° 076-2022-MINEDU, en su articulo 3, se dispuso que las universidades
publicas y privadas, asi como las escuelas de posgrado, retornan a prestacion del servicio
educativo, segun la modalidad autorizada en su licencia institucional, a partir del segundo
semestre académico del 2022, con observancia de las disposiciones emitidas por el gobierno
central y la autoridad sanitaria, respecto de las medidas de prevencion y control de la COVID-
19;

Que, en virtud de las disposiciones legales antes sefialadas y teniendo en cuenta el contexto
universitario en el marco de la pandemia, resulta necesario disponer que, excepcionalmente,
durante el segundo semestre de 2022 y hasta la culminacion de los ciclos académicos iniciados
durante el 2022, las universidades publicas y privadas, asi como las escuelas de posgrado pueden
retornar a la presencialidad de forma gradual y progresiva, de acuerdo con las disposiciones

emitidas por la Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria;
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Que, en ese sentido, la Direccion General de Educacion Superior Universitaria remitio al
Despacho Viceministerial de Gestion Pedagdgica el Informe N° 00251-2022- MINEDU/VMGP-
DIGESU-DIPODA, complementado con el Informe N° 00256-2022- MINEDU/VMGP-
DIGESU-DIPODA, ambos elaborados por la Direccion de Politicas para el Desarrollo y
Aseguramiento de la Calidad de la Educacion Superior Universitaria, a traves de los cuales se
sustenta la necesidad de modificar el articulo 3 de la Resolucion Viceministerial N° 076-2022-
MINEDU;

Que, mediante el Informe N° 01195-2022-MINEDU/SPE-OPEP-UPP, la Unidad de
Planificacion y Presupuesto de la Oficina de Planificacion Estratégica y Presupuesto,
dependiente de la Secretaria de Planificacion Estratégica, emitid opinion favorable, sefialando
que la propuesta se encuentra alineada con los objetivos estratégicos e institucionales del sector
y, desde el punto de vista presupuestal, no irrogara gastos al Pliego 010: Ministerio de Educacion

ni al Tesoro Publico;

Que, a través del Informe N° 00839-2022-MINEDU/SG-OGAJ, la Oficina General de
Asesoria Juridica emitio opinion legal favorable a la propuesta de resolucién, sugiriendo

proseguir el trdmite correspondiente para su aprobacion;

De conformidad con la Ley N° 31224, Ley de Organizacion y Funciones del Ministerio de
Educacion; la Ley N° 28044, Ley General de Educacion; Ley N° 30220, Ley Universitaria y el
Reglamento de Organizacion y Funciones del Ministerio de Educacion, aprobado por el Decreto
Supremo N° 001-2015-MINEDU,;

SE RESUELVE:

Articulo 1.- Modificar el articulo 3 de la Resolucion Viceministerial N° 076-2022-

MINEDU, conforme al siguiente tenor:

“Articulo 3.- Las universidades publicas y privadas, asi como las escuelas de posgrado, retornan
a la prestacion del servicio educativo de forma presencial, a partir del segundo semestre de 2022,

de acuerdo a las disposiciones vigentes.

Excepcionalmente y en el marco de la emergencia sanitaria causada por la COVID-19, durante
el segundo semestre de 2022 y hasta culminar los ciclos académicos iniciados durante el 2022,

las universidades publicas y privadas, asi como las escuelas de posgrado pueden retornar a la
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presencialidad de forma gradual y progresiva, de acuerdo con las disposiciones emitidas por la

Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria”.

Articulo 2.- Disponer la publicacion de la presente Resolucién en el Sistema de
Informacién Juridica de Educacién (SIJE), ubicado en el portal institucional del Ministerio de
Educacién (www.gob.pe/minedu), el mismo dia de su publicacion en el diario oficial “El
Peruano™.

Registrese, comuniquese y publiquese.

(Firmado digitalmente)

Walter Alberto Hernandez Alcantara Viceministro de Gestion Pedagogica

HERNANDEZ ALCANTARA

Walter Alberto FAU 20131370998 hard

VICEMINISTRO DE GESTION PEDAGOGICA - VMGP MINEDU
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& R

FIRMA DIGITAL
MINISTERIO DE EDUCACION
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ANEXO N° 02

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD
DEL CUSCOSECRETARIA GENERAL

RESOLUCION NRO. CU-220-2022-UNSAAC

Cusco, 20 de septiembre de 2022

EL CONSEJO UNIVERSITARIO DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
DE SAN ANTONIO ABADDEL CUSCO:

VISTO, el Oficio Nro. 251-2022-VRAC-UNSAAC, cursado por la DRA.
PAULINA TACO LLAVE,

VICERRECTORA ACADEMICA de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco, solicitando aprobacion de “DIRECTIVA PARA
IMPLEMENTACION DE ACTIVIDADES ACADEMICAS
PRESENCIALES EN LA UNSAAC” a partir del Semestre Académico 2022-

I, y;

CONSIDERANDO:

Que, a través del numeral segundo de la Resolucidn Nro. CU-201-2022-UNSAAC
de fecha 05 de septiembre de 2022 se aprueba el retorno a la presencialidad
en el 100%, como modalidad de ensefianza académica o prestacion de servicio
educativo en la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, a partir
del Semestre Académico 2022-11; asimismo en el numeral tercerose encarga al
Vicerrectorado Académico adopte las acciones necesarias para garantizar el

retornoa la presencialidad,;

Que, mediante Expediente del Visto, la Vicerrectora Académica de la Institucion,
hace de conocimiento que en cumplimiento al citado numeral tercero de la
Resolucion CU-201-2022- UNSAAC, se ha encargado al Asesor Legal del
Vicerrectorado Académico de la Institucion, la elaboracion de la Directiva
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para implementacion de actividades académicas presenciales enla UNSAAC,
a partir del Semestre Académico 2022-I1;

Que, la Comision Académica Permanente del Consejo Universitario en Sesion
Ordinaria de fechal2 de septiembre de 2022, previa a la exposicién y luego del
analisis correspondiente, ha aprobadopor unanimidad la citada Directiva; por
tal motivo eleva dicha propuesta para ser aprobada por el Consejo

Universitario;

Que, dicha propuesta de Directiva tiene por finalidad establecer lineamientos,
acciones y procedimientos para el retorno a la actividad académica en las
unidades académicas de pregradoen modelo educativo presencial, mediante
estrategias de ensefianza presenciales cumpliendo con el ordenamiento

sanitario de prevencion y proteccién por COVID-19;

Que, asimismo como contenido contempla lo siguiente: Objeto; Finalidad; Base
Legal, Alcance; Disposiciones Generales; Disposiciones Especificas;

Responsabilidades y Disposiciones Complementarias y Finales;

Que, el respecto el articulo 8° de la Ley Universitaria Nro. 30220 concordante con
el Articulo 7° delEstatuto Universitario, prescribe que la autonomia inherente
a las universidades se ejerce de conformidad con lo establecido en la
Constitucion, la Ley Universitaria y demas normativas aplicables, autonomia
manifiesta entre otros, en el régimen normativo, que implica la potestad auto-
determinativa para elaborar y aprobar todas sus normas internas orientadas a

regular las accionesacadémico-normativas, asi como de control;

Que, conforme prescribe el Articulo 59.2° de la Ley Universitaria 30220,
concordante con el inc. c)del Articulo 20° del Estatuto Universitario,
constituye atribucion del Consejo Universitario dictar el Reglamento General
de la Universidad, el Reglamento de Elecciones y otros reglamentos internos

especiales, asi como vigilar su cumplimiento;

Que, la peticion ha sido puesta a consideracién del Consejo Universitario, en Sesién
Extraordinaria,efectuada el 13 de septiembre de 2022, siendo aprobada por

unanimidad, disponiendo se emita laresolucién respectiva;
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stando al acuerdo adoptado por el Consejo Universitario, y en uso de las
atribuciones conferidaspor la Ley y el Estatuto Universitario;

RESUELVE:

PRIMERO.- APROBAR la “DIRECTIVA PARA IMPLEMENTACION DE
ACTIVIDADES  ACADEMICAS PRESENCIALES EN LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD

DEL CUSCO” a partir del Semestre Académico 2022-1l; documento que
comprende Objeto; Finalidad; Base Legal, Alcance; Disposiciones Generales;
Disposiciones  Especificas;  Responsabilidades 'y  Disposiciones
Complementarias y Finales, que como anexo constituye partede la presente
Resolucion.

SEGUNDO.- DISPONER que la Unidad de Red de Comunicaciones proceda a
publicar la presenteResolucion, directiva y anexos en la Pagina Web de la

Institucion.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE

SRVERSEMD RACKCRAL D€ SAN ANTINND A2A0 S8 Gaet)

’
’ £ / y
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I'_:._ e A .(_
P
DR: ELEAZAR CRUCINTA UGARTE
RECTOR

TR:. VRAC.- VRIN.- OCI.- DIRECCION DE PLANIFICACION.- UNIDAD DE ORGANIZACION
Y METODOS.- UNIDAD DE PRESUPUESTO.- DIGA.- UNIDAD DE FINANZAS.-
UNIDAD DE LOGISTICA- AREA DE INTEGRACION CONTABLE.- AREA DE
TESORERIA.- AREA DE MANTENIMIENTO Y SERVICIOS.- AREA DE EJECUCION
PRESUPUESTAL.- UNIDAD DE TALENTO HUMANO.- AREA DE EMPLEO.- UNIDAD
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DIRECTIVA PARA IMPLEMENTACION DE ACTIVIDADES
ACADEMICAS PRESENCIALES EN LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
SAN ANTONIO ABADDEL CUSCO

(Aprobado por Resolucion Nro. CU-2022-UNSAACde fecha 20 de septiembre de
2022)

I Objetivo

La presente directiva estd dirigida a establecer las acciones iniciales necesarias para
implementar modelo educativo presencial en el pregrado de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco, en tanto se mantenga la Emergencia Sanitaria Nacional por
COVID-19.

Il Finalidad

Establecer lineamientos, acciones y procedimientos para las actividades académicas enlas
unidades académicas de pregrado en modelo educativo presencial, mediante estrategias de
ensefianza presenciales cumpliendo con el ordenamiento sanitario de prevencion y
proteccién por COVID-19.

I Base legal

v' Ley Universitaria, 30220.

v' Decreto Legislativo 1496, establece disposiciones en materia de educacidn superior
universitaria en el marco del estado de emergencia sanitaria a nivel nacional.

v' Ley 31406, que declara de urgente interés nacional la mejora de la educacion vy el
retorno progresivo a las aulas.

v' Ley N° 29783 Ley de Seguridad y Salud en el Trabajo y sus modificatorias

v' Decreto Supremo N° 005-2012-TR Reglamento de la Ley de Seguridad y Salud en
el Trabajo y sus modificatorias.

v' Resolucién Viceministerial N° 076-2022-MINEDU que dispone que las
universidades publicas y privadas, asi como las escuelas de posgrado, retornen a la
prestacion del servicio educativo de manera presencial, a partir del segundo semestre de
2022.
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v Resolucion Viceministerial N° 094-2022-MINEDU, modifica el articulo 3° de la
ResolucionViceministerial N° 076-2022-MINEDU

v Resolucion de Consejo Directivo N.° 039-2020-SUNEDU/CD

v Resolucion Ministerial N.° 1275-2021-MINSA que aprueba la Directiva N° 321-
MINSA/DGIESP-2021 que establece las disposiciones para la vigilancia, prevencion y
control de la salud de los trabajadores con riesgo de exposicion a SARS-CoV-2. Modificada
por Resolucién Ministerial N° 675-2022-MINSA

Iv  Alcance

La presente directiva es de aplicacion para todas las Facultades, sus escuelas profesionales
y departamentos académicos de la UNSAAC. Comprende a sus érganos de gobierno y
directivos académicos, personal docente, estudiantes y personal administrativo. Sin

excepcion.

v Disposiciones Generales

5.1 Lapresente Directiva se rige y adopta los principios de la Resolucidén Viceministerial
N.°076-2022-MINEDU y su modificatoria por Resolucion Viceministerial N° 094-2022-
MINEDU vy lo establecido por la Resolucion Ministerial N° 675-2022-MINSA. «Directiva
Administrativa que establece las disposiciones para la vigilancia, prevencion y control de la
salud de los trabajadorescon riesgo de exposicion a SARS-CoV-2, aprobada por Resolucién
Ministerial N° 1275- 2021/MINSA» sin excusa posible.

5.2 Los Decanos en coordinacion con el director de cada escuela profesional de la
Facultad a su cargo, establecen el requerimiento de infraestructura necesaria.
Preferentemente, priorizan aquellas asignaturas que se prevea tengan namero de estudiantes
que requiera uso intensivo 0 mayor numero de horas de ambientes e instalaciones

especializadas de modo presencial para el desarrollo de sus actividades académicas.

5.3 Establecidas las asignaturas a ser ofrecidas, el Decano coordina junto con el director
dela escuela profesional respectiva y con los directores de los departamentos académicos
que prestan servicio en la atencion de tales asignaturas a fin de establecer las necesidades de
personal docente, personal administrativo de apoyo, infraestructura y equipamiento

necesarios.

5.4
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5.5 La Unidad de Servicios Generales en coordinacion con la Unidad de Ejecucién de
Inversiones de la Direccion General de Administracion, desde el dia siguiente de la
publicacion de la presente Directiva, tiene el deber de establecer el estado, aforo para
actividad presencial segin las normas sanitarias, ventilacion, instalaciones para
funcionamiento de equipos para usode TIC, en cada uno de los locales de las escuelas
profesionales de la UNSAAC, incluidas sedes ofiliales fuera de la provincia del Cusco. Para
tal actividad, debe coordinar reuniones con los directores de las escuelas profesionales. No
pudiendo exceder el plazo de diez (10) dias habilespara emitir el informe respectivo.

5.6 Esobligatorio paratodo efecto que la Unidad de Servicios Generales en coordinacion
con laUnidad de Ejecucion de Inversiones cumplan con la medicion de dioxido de carbono
(CO,) de cada aula, sala de docentes, oficinas administrativas y pasillos de todas las
instalaciones que permiten brindar el servicio educativo, bajo responsabilidad. Colocando
los avisos correspondientes respecto al aforo permitido en cada aula. Teniéndose en cuenta
para ello, lo establecido por el Anexo 10 de la Directiva N° 321-MINSA/DGIESP-2021 que
regula las disposiciones para la vigilancia, prevencion y control de la salud de los
trabajadores con riesgo de exposicion a SARS-CoV-2. Modificada por Resolucion
Ministerial N° 675-2022-MINSA

5.7 Ante la eventualidad de riesgo de contaminacién que obliga al aislamiento de
usuarios ante diagnostico positivo de COVID 19, la Oficina de Sistemas de Informacién con
su Unidad de Red de Comunicaciones en coordinacion con los Directores de escuelas
profesionales, segun la infraestructura para actividad académica establece el requerimiento
y posibilidad de conexién para equipamiento de los medios necesarios para aulas virtuales
que permitan actividad académica a distancia del docente o estudiante aislado, con soporte
administrativo y técnico necesario para el funcionamiento efectivo y continuo de las

herramientas TIC , acceso a Internet.

5.8 La Unidad de Recursos Humanos de la Direccion General de Administracion en
coordinacioncon el Servicio de Seguridad y Salud en el Trabajo debe elaborar el «Plan para
la vigilancia, prevencién y control de la COVID-19 en el trabajo» conforme a lo establecido
por los literales a) y b) del numeral 6.1 del Ordinal VI de la Directiva N° 321-
MINSA/DGIESP-2021 que establece las disposiciones para la vigilancia, prevencién y
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control de la salud de los trabajadores con riesgo de exposicion a SARS-CoV-2. Modificada
por Resolucién Ministerial N° 675-2022-MINSA.

5.9 ElPlanaque alude el acépite precedente, debe considerar necesaria y obligatoriamente
la obligacion Institucional de garantizar al personal docente y administrativo un ambiente
seguro de trabajo. Siendo obligatorio exigir que tanto el personal docente y administrativo se
halle conlas tres dosis minimas de vacunacion anti COVID 19 y de preferencia la cuarta

dosis.

5.10Para la matricula de los estudiantes es obligatorio la presentacién del carné de
vacunacion que acredite haber recibido las tres dosis de vacunas anti COVID 19. De
establecerse falsificacion

0 uso indebido de la certificacion oficial, es retirado de las asignaturas como medida
cautelar e inmediatamente sujeto al procedimiento administrativo disciplinario
correspondiente, siendo lasancion la de separacion definitiva. Requisito que se fundamenta
en el derecho fundamental que reconoce el numeral 1 del articulo 2° de la Constitucion
Politica del Peru, a los estudiantes, docentes y personal administrativo que desea preservar

su salud e integridad personal.

5.11 La UNSAAC en ejercicio de la autonomia reconocida constitucionalmente y
conforme a lo dispuesto por los numerales 8.1y 8.4 del articulo 8° de la Ley Universitaria,
30220 establece quelos estudiantes y docentes para toda actividad al interior del campus
universitario y especialmente en aulas y ambientes cerrados y pasadizos obligatoriamente
deben hacer uso correcto de mascarillas faciales, preferentemente KN95 o doble mascarilla:

quirtrgica y de tela.

La resistencia al uso de mascarilla en aula por un estudiante es suficiente para que el
docente y personal administrativo no esté obligado a ingresar al aula, ambiente, laboratorio,
taller y biblioteca; dando cuenta del hecho a la direccion de la carrera profesional
correspondiente y su registro en el departamento académico correspondiente con reporte a

la Unidad de Recursos Humanos.

5.12 El Vicerrectorado Académico propone a la Comisiébn Académica Permanente de

Consejo Universitario un cronograma de actividades, estableciendo plazos perentorios de
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obligatorio cumplimiento por las unidades académicas y administrativas, dando
cumplimiento a las disposiciones precedentemente establecidas.

VI Disposiciones especificas

6.1El director de escuela profesional coordina con el director de departamento académico
las asignaturas que por nimero de estudiantes para actividad presencial requieran establecer
turnos y el requerimiento de aulas, considerando para ello el informe que emitira la unidad
de Servicios Generales respecto al aforo y la ventilacion requerida segun el estandar de
medicion de CO, y el informe del Servicio de Seguridad y Salud en el Trabajo del personal
docente.

6.2 El director de departamento académico en funcion al requerimiento de asignaturas de
la escuela profesional respectiva que deban ser atendidas debe considerar las disposiciones
parala vigilancia, prevencion y control de la salud de los docentes y trabajadores con riesgo
de exposicién a SARS-CoV-2 establecidos por el MINSA. Debiendo informar al Decano,

para dar cuenta al Vicerrectorado Académico.

6.3 Los Decanos centralizan la informacion de todas las unidades académicas de pregrado
de la Facultad a su cargo y determinan los requerimientos para uso adecuado de aulas,
ambientes, laboratorios y talleres, precisando turnos, horarios y atencion del servicio. Para
lo cual, prevé y coordina con los directores lo concerniente a la informacion de
infraestructura y servicio de comunicaciones, TIC y otros elementos, asi como habilitacion
de laboratorios, talleres u otros ambientes. Debiendo remitir un informe final al
Vicerrectorado Académico, sefialando decisiones adoptadas, requerimientos y necesidades

a considerar.

6.4 Con la informacion recogida por los Decanos, de los directores de escuelas
profesionales, directores de departamentos académicos el Vicerrectorado Académico
centralizala informacion y da cuenta a la Comisién Académica Permanente de Consejo

Universitario.

6.5 Las escuelas profesionales de la Facultad de Ciencias de la Salud que requieran
desarrollo de internados, practicas formativas vivenciales y/o trabajo de campo, priorizan

dichas actividades en favor de los estudiantes para el logro del perfil de egresado del
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profesional de lasalud, establecidas en su Plan de Estudios. Igual tratamiento para aquellas
escuelas profesionales que lo requieran, en cuyo caso el director de escuela profesional debe

sustentar.

6.6 El Vicerrectorado Académico recoge la informacion dentro del plazo previamente
establecido. Las unidades Académicas que no cumplan con haber presentado informacion
dentro de los plazos, automaticamente son consideradas en la imposibilidad de prestar el

servicio de formacion superior universitaria.

6.7 El Vicerrectorado Académico da cuenta a la Comision Académica Permanente de

Consejo Universitario con la informacion recogida en las Facultades y ésta evalua:

. Realiza un diagndéstico de la capacidad fisica disponible instalada tanto en aulas,
laboratorios, talleres, bibliotecas y ambientes destinados a la actividad académica presencial,
que garanticen el cumplimiento de los protocolos de bioseguridad y especialmente el
distanciamiento social. Cuidando que la informacion sea precisarespecto a la evaluacion de

ventilacion y seguimiento de CO, por cada aula y ambiente.

e La disponibilidad suficiente de personal docente y personal administrativo para
actividades académicas que requiere la actividad académica presencial; optimizando la
disponibilidad de recursos humanos en la docencia. Por lo mismo, considerar que conforme
prevé el Reglamento de distribucion de carga académica vigente en sus articulos 4° y 10°, el

minimo de 10 horas lectivas es excepcional y se privilegia la necesidad del servicio.

e Otros aspectos que, por la informacion alcanzada, deban ser considerados.

6.8Realizada la evaluacion, la CAPCU acuerda proponer al Consejo Universitario
correcciones, modificaciones y optimizar el servicio considerado en las unidades

académicas.

VIl Responsabilidades
7.1 Los Decanos, directores de escuelas profesionales y de departamentos académicos

sonresponsables de implementar las acciones previstas por la presente directiva.
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Los jefes de las Unidades de Servicios Generales y de Ejecucion de Inversiones son
responsables de cumplir con lo establecido en la presente directiva en lo que concierne a la

actividad encomendada en el plazo establecido.

7.2 Los directores de escuela profesional y de departamento académico, al presentar la
informacion a que estan obligados, deben adicionar las modalidades de monitoreo,
seguimientoy evaluacion del trabajo del personal docente y administrativo y de la actividad
presencial a serrealizada, bajo responsabilidad.

Vil Disposiciones complementarias y finales

8.1 Constituye elemento necesario a considerar para la aplicacion de la presente Directiva,
los criterios aprobados por la Resolucion Viceministerial N.° 075-2022-MINEDU vy su
modificatoria aprobada por Resolucion Viceministerial N° 094-2022-MINEDU vy la
Resolucion Ministerial N° 675-2022-MINSA.

8.2 Cualquier situacién de fuerza mayor o caso fortuito que impida la atencién normal del
servicio en las instalaciones del campus universitario, automaticamente conduce a que el
servicio sea brindado virtualmente. El impedimento de las actividades en las
instalaciones universitarias no es admisible estando al numeral 10.1 del articulo 10° de la
Ley Universitaria, 30220.

8.3 De conformidad al plan para vigilancia y control de COVID-19 en el trabajo, si se
establecepersonal docente que por cuestion de riesgo debidamente comprobado no pueda
ejercer actividad docente presencial debe informarse a la unidad académica. Por su parte, el
docente debe formular peticion individual de tal circunstancia. El director de departamento
en coordinacion con la escuela profesional que se preste servicio considerara encargar las

asignaturas virtualmente.

8.4 Lo no previsto por la presente directiva es resuelto en primera instancia por el Decano

y en ultima por la Comisién Académica Permanente de Consejo Universitario.

8.5 La presente directiva es aprobada por el Consejo Universitario, en la misma fecha
publicada en el portal web institucional y entra en vigencia al dia siguiente de tal

publicacion.
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8.6 La modalidad de ensefianza en la Escuela de Posgrado, se
desarrolla en forma virtual conforme a las Resoluciones N°
CU-159-2022-UNSAAC de fecha 08/07/2022 y N° CU-137-
2022-UNSAAC de fecha 06/06/2022.

FCC/
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ANEXO N° 03

Decreto Supremo que prorroga el Estado de Emergencia Nacional declarado por el Decreto
Supremo N° 016-2022-PCM, Decreto Supremo que declara Estado de Emergencia
Nacional por las circunstancias que afectan la vida y salud de las personas como
consecuencia de la COVID-19 y establece nuevas medidas para el restablecimiento de la
convivencia social, prorrogado por Decreto Supremo N° 030-2022-PCM, Decreto Supremo

N° 041-2022-PCM, Decreto Supremo

N° 058-2022-PCM, Decreto Supremo

N° 076-2022-PCM, Decreto Supremo

N° 092-2022-PCM y Decreto Supremo N° 108-2022-PCM; y modifica el Decreto Supremo
N° 016-2022-PCM

DECRETO SUPREMO

N° 118-2022-PCM
EL PRESIDENTE DE LA REPUBLICA
CONSIDERANDO:

Que, los articulos 7 y 9 de la Constitucion Politica del Peru establecen que todos tienen
derecho a la proteccion de su salud, del medio familiar y de la comunidad, y que el Estado
determina la politica nacional de salud, correspondiendo al Poder Ejecutivo normar y
supervisar su aplicacion, siendo responsable de disefiarla y conducirla en forma plural y
descentralizada para facilitar a todos, el acceso equitativo a los servicios de salud;

Que, el articulo 44 de la Constitucion prevé que son deberes primordiales del Estado
garantizar la plena vigencia de los derechos humanos, proteger a la poblacién de las
amenazas contra su seguridad y promover el bienestar general que se fundamenta en la

justicia y en el desarrollo integral y equilibrado de la Nacion;

Que, los articulos 11, VI'y XII del Titulo Preliminar de la Ley N° 26842, Ley General de
Salud, establecen que la proteccién de la salud es de interés publico y que es responsabilidad
del Estado regularla, vigilarla y promover las condiciones que garanticen una adecuada

cobertura de prestaciones de salud de la poblacion, en términos socialmente aceptables de
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seguridad, oportunidad y calidad, siendo irrenunciable la responsabilidad del Estado en la
provision de servicios de salud pablica. El Estado interviene en la provision de servicios de
atencion médica con arreglo al principio de equidad, siendo posible establecer limitaciones
al ejercicio del derecho a la propiedad, a la inviolabilidad del domicilio, al libre transito, a la
libertad de trabajo, empresa, comercio e industria, asi como al ejercicio del derecho de

reunion en resguardo de la salud publica;

Que, mediante Decreto Supremo N° 008-2020-SA, se declara la emergencia sanitaria a nivel
nacional por el plazo de noventa (90) dias calendario y se dictan medidas para la prevencién
y control para evitar la propagacion del COVID-19, la misma que fue prorrogada por los
Decretos Supremos N% 020-2020-SA, 027-2020-SA, 031-2020-SA, 009-2021-SA, 025-
2021-SA, 003-2022-SA y 015-2022-SA, hasta el 24 de febrero de 2023;

Que, por el Decreto Supremo N° 016-2022-PCM, Decreto Supremo que declara Estado de
Emergencia Nacional por las circunstancias que afectan la vida y salud de las personas como
consecuencia de la COVID-19 y establece nuevas medidas para el restablecimiento de la
convivencia social, se declara el Estado de Emergencia Nacional por el plazo de treinta y
dos (32) dias calendario, quedando restringido el ejercicio de los derechos constitucionales
relativos a la libertad y la seguridad personales, la inviolabilidad del domicilio, y la libertad
de reunion y de transito en el territorio, comprendidos en los incisos 9, 11y 12 del articulo
2 y en el inciso 24, apartado f) del mismo articulo de la Constitucién Politica del Peru; el
mismo que fue prorrogado por Decreto Supremo N° 030-2022-PCM, Decreto Supremo N°
041-2022-PCM, Decreto Supremo N° 058-2022-PCM, Decreto Supremo N° 076-2022-
PCM, Decreto Supremo N° 092-2022-PCM y Decreto Supremo N° 108-2022-PCM, hasta el
30 de setiembre de 2022;

Que, mediante Oficio N° D000877-2022-SG-MINSA, la Secretaria General del Ministerio
de Salud remite la Nota Informativa N° D000150-2022-CDC-MINSA, elaborada por el
Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades; el Informe N°
D000014-2022-UFETP-MINSA de la Direccion General de Intervenciones Estratégicas en
Salud Publica; vy, el Oficio N° 2241-2022-JEF-OPE-/INS del Instituto Nacional de Salud;
documentos en los cuales se aborda la situacion actual de la pandemia por la COVID-19, y
se recomienda prorrogar el Estado de Emergencia Nacional; asi como, mantener las medidas
preventivas y de control de cumplimiento de las normas de convivencia social dispuestas,

con algunas modificaciones;
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Que, considerando el contexto actual, resulta necesario prorrogar el Estado de Emergencia
Nacional y modificar algunas disposiciones con el fin de proteger los derechos

fundamentales a la vida y a la salud de los/as peruanos/as;

De conformidad con lo establecido en los numerales 4 y 14 del articulo 118 y el numeral 1
del articulo 137 de la Constitucion Politica del Per(; y, la Ley N° 29158, Ley Organica del
Poder Ejecutivo; y;

Con el voto aprobatorio del Consejo de Ministros y con cargo a dar cuenta al Congreso de
la Republica;

DECRETA:

Articulo 1.- Prorroga del Estado de Emergencia Nacional

Prorroguese el Estado de Emergencia Nacional declarado mediante Decreto Supremo N°
016-2022-PCM, prorrogado por Decreto Supremo N° 030-2022-PCM, Decreto Supremo N°
041-2022-PCM, Decreto Supremo N° 058-2022-PCM, Decreto Supremo N° 076-2022-
PCM, Decreto Supremo N° 092-2022-PCM y Decreto Supremo N° 108-2022-PCM, por el
plazo de treinta y un (31) dias calendario, a partir del 1 de octubre de 2022, por las graves
circunstancias que afectan la vida y salud de las personas como consecuencia de la COVID-
19.

Durante el Estado de Emergencia Nacional queda restringido el ejercicio de los derechos
constitucionales relativos a la libertad y la seguridad personales, la inviolabilidad del
domicilio, y la libertad de reunion y de transito en el territorio, comprendidos en los incisos
9, 11y 12 del articulo 2 y en el inciso 24, apartado f) del mismo articulo de la Constitucion

Politica del Peru.

Articulo 2.- Modificacion del articulo 4 del Decreto Supremo N° 016-2022-PCM,
modificado por el Decreto Supremo N° 030-2022-PCM, el Decreto Supremo N° 041-2022-
PCM, el Decreto Supremo N° 063-2022-PCM, el Decreto Supremo N° 069-2022-PCM vy el
Decreto Supremo N° 108-2022-PCM

Modificase el articulo 4 del Decreto Supremo N° 016-2022-PCM, modificado por el Decreto
Supremo N° 030-2022-PCM, el Decreto Supremo N° 041-2022-PCM, el Decreto Supremo
N° 063-2022-PCM, el Decreto Supremo N° 069-2022-PCM vy el Decreto Supremo N° 108-
2022-PCM, con el siguiente texto:
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“Articulo 4.- Restricciones al ejercicio de derechos

4.1 Es obligatorio el uso de una mascarilla KN95, o en su defecto una mascarilla quirdrgica
de tres pliegues y encima de esta una mascarilla comunitaria (tela), en establecimientos de
salud, vehiculos del servicio de transporte terrestre de personas y espacios cerrados sin
ventilacion.

Es opcional el uso de mascarillas en espacios abiertos y espacios cerrados ventilados.

Es obligatorio el uso de una mascarilla KN95, o en su defecto una mascarilla quirargica de
tres pliegues y encima de esta una mascarilla comunitaria (tela), para personas con
sintomas respiratorios, tanto en espacios abiertos y cerrados.

En las instituciones educativas el uso de mascarilla es opcional para los estudiantes y
docentes, debiendo garantizarse la ventilacion adecuada, conforme a la normativa vigente.
Para el caso de restaurantes o similares en espacios cerrados sin ventilacion, la(s)
mascarilla(s) puede(n) ser retirada(s) solo al momento de ingerir los alimentos.

4.2 Los infractores a las disposiciones sanitarias y las relativas al estado de emergencia
nacional, que no hayan cumplido con pagar la multa impuesta por las infracciones
cometidas durante el estado de emergencia nacional y deméas normas emitidas para proteger
la vida y la salud de la poblacién por el contagio de la COVID-19, estan impedidos de
realizar cualquier tramite ante cualquier entidad del Estado; sin perjuicio de ello, las
personas que se encuentren en situacion de vulnerabilidad y estén debidamente registradas
en los padrones de los programas sociales, asi como, de los subsidios monetarios, entre
otros, siguen siendo beneficiarias de cualquier programa estatal de apoyo economico,
incentivos, alimentario y sanitario, recibiendo las prestaciones que les corresponda.

4.3 Los peruanos y extranjeros residentes de 12 afios a mas, cuyo destino final sea el
territorio nacional en calidad de pasajeros e independientemente del pais de procedencia,
deben acreditar haberse aplicado las tres (3) dosis de vacunacion contra la COVID-19 en
el Peru o en el extranjero. Los extranjeros no residentes cuyo destino final sea el territorio
nacional en calidad de pasajeros e independientemente del pais de procedencia, deben
contar con la vacunacion de acuerdo al esquema de su pais de origen.

De no contar con la citada vacunacién, pueden presentar una prueba molecular negativa
con fecha de resultado no mayor a 48 horas antes de abordar en su punto de origen. Los
menores de 12 afios solo requieren estar asintomaticos para abordar. Aquellas personas
que muestren sintomas al arribar a territorio nacional ingresan a aislamiento obligatorio,

segun regulaciones sobre la materia.
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La Autoridad Sanitaria Nacional se encuentra facultada para la toma de pruebas
diagnosticas para la COVID-19 a los pasajeros que arriben al pais, estableciendo las
medidas sanitarias complementarias para los casos positivos.

La verificacién de la vacunacién contra la COVID-19, en el Pert y/o el extranjero, debe
realizarse a través del carné fisico o virtual conjuntamente con algin documento oficial de
identidad.”

Articulo 3.- Refrendo

El presente Decreto Supremo es refrendado por el Presidente del Consejo de Ministros, el
Ministro del Interior, el Ministro de Defensa, el Ministro de Relaciones Exteriores, el
Ministro de Salud, el Ministro de Justicia y Derechos Humanos, la Ministra de Desarrollo e
Inclusién Social, el Ministro de Trabajo y Promocion del Empleo, el Ministro de Comercio
Exterior y Turismo, el Ministro de Transportes y Comunicaciones, el Ministro de Educacion,
el Ministro de Economia y Finanzas, la Ministra de Energia y Minas, el Ministro de
Vivienda, Construccion y Saneamiento, la Ministra de Desarrollo Agrario y Riego, el
Ministro de la Produccion, la Ministra de la Mujer y Poblaciones Vulnerables, el Ministro

del Ambiente, y la Ministra de Cultura.
DISPOSICION COMPLEMENTARIA

DEROGATORIA

Unica. - Derogase el articulo 5 del Decreto Supremo N° 016-2022-PCM.
Dado en la Casa de Gohierno, en Lima, a los veintinueve dias del mes de setiembre del afio

dos mil veintidds.
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ANEXO N° 04
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

SEMI-NESTED MULTIPLEX PCR PARA LA DETECCION DE SARS CoV 2 POST
VACUNA EN ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA —
UNSAAC.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Descripcion

Usted ha sido invitado a participar en la investigacion sobre la deteccion del virus del SARS
CoV 2 que produce la enfermedad de Covid — 19, en los estudiantes de Biologia que ya
cuentan con las diferentes dosis de vacunas. Esto debido al retorno a clases con el 100 % de
aforo, orden emitida en la resolucién N° CU-220-2022-UNSAAC. Esta investigacion es

realizada por la Dra. Maria Antonieta Quispe Ricalde y la Blga. Olga Cjuno Huanca.

El propdsito de esta investigacion es conocer el estado de salud de los estudiantes frente al
Covid — 19 al estar expuestos unos a otros en las diferentes actividades que realizan dentro
de la universidad y bajo las condiciones de bioseguridad propuestas por la universidad y asi
tomar las acciones necesarias para un mayor cuidado de los mismos. Usted fue seleccionado
para participar en esta investigacion por ser alumno de la escuela profesional de Biologia,
tener la edad comprendida entre 18 a 35 afios, contar con 2 dosis minimas de vacunas contra
la Covid- 19 y pertenecer a la ciudad de Cusco y/o sus provincias. Se espera que en este

estudio participen aproximadamente 50 personas como voluntarias.

Si acepta participar en esta investigacion, se le solicitard que usted asista el dia y hora
indicada a realizarse la toma de muestra, sin haberse cepillado los dientes para una mayor
eficiencia en la toma de muestra, la cual consistira en la introduccion y raspado (suave) con
un hisopo de dracén a la orofaringe que posteriormente sera introducido en tubos de
transporte viral para ser procesados mediante el método elegido de PCR en el laboratorio de
Genética y Biotecnologia Microbiana. El participar en este estudio le tomara

aproximadamente entre 2 a 5 minutos.
Riesgos y beneficios

Los riesgos asociados con este estudio son minimos, ya que solo le podria ser incomodo
sentir el hisopo, mas no doloroso, sin embargo, se le otorgard la mayor confianza y la

delicadeza pertinente.
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Los beneficios esperados de esta investigacion son la satisfaccion de haber colaborado en
esta investigacion, asi mismo nos comprometemos a proporcionarle los resultados obtenidos

del estudio realizado sin ningun costo.
Confidencialidad

la recopilacion de sus datos, el analisis y la presentacion de los resultados sera de una forma

totalmente confidencial.

La identidad del participante sera protegida, De acuerdo con la Ley N° 29733 de proteccién
de datos de caracter personal, los datos contenidos en este documento estan protegidos con
las normas de seguridad que dicta la citada Ley. Toda informacion o datos que pueda
identificar al participante serdn manejados confidencialmente. Para esto se tomaran las
siguientes medidas de seguridad; usted sera identificado con un codigo de estudio que sera

conocido solo por usted y el personal que realiza el estudio, y no por su nombre.

Solamente la Dra. Maria Antonieta Quispe Ricalde y la Blga. Olga Cjuno Huanca. tendran
acceso a los datos crudos o que puedan identificar directa o indirectamente a un participante,
incluyendo esta hoja de consentimiento. Estos datos seran almacenados en una gaveta segura
dentro del laboratorio de Genética y Biotecnologia Microbiana por un periodo de dos meses

una vez concluya este estudio. Seran archivadas
Incentivos

No recibira ningln incentivo

Derechos

Si ha leido este documento y ha decidido participar, por favor entienda que su participacion
es completamente voluntaria y que usted tiene derecho a abstenerse de participar o retirarse
del estudio en cualquier momento, sin ninguna penalidad, también tiene derecho a no
contestar alguna pregunta en particular. Ademas, tiene derecho a recibir una copia de este

documento.

Si tiene alguna pregunta o desea mas informacion sobre esta investigacion, por favor

comuniquese

Con la Dra. Maria Antonieta Quispe Ricalde y la Blga. Olga Cjuno Huanca a los nimeros

de celulares 973512698 y 942978099 respectivamente. De tener alguna pregunta sobre sus
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derechos como participante o reclamacion o queja relacionada con su participacion en este

estudio.

Su firma en este documento significa que ha decidido participar después de haber leido y

discutido la informacién presentada en esta hoja de consentimiento.

Nombre del participante Firma Fecha

He discutido el contenido de esta hoja de consentimiento con el arriba firmante. Le he
explicado los riegos y beneficios del estudio.

Nombre del investigador Firma Fecha

139



C]Comedor universitario

ANEXO N° 05

Titulo de Tesis: “Semi-nested Multiplex PCR para la deteccion de SARS-CoV-2 postvacuna

en estudiantes de la escuela profesional de Biologia — UNSSAC”

FICHA DE INVESTIGACION CLINICO EPIDEMIOLOGICA DE COVID - 19,
MODIFICADA A PARTIR DEL FORMATO DE LA DIRECTIVA SANITARIA

N °135 -MINSA/CDC-2021

DATOS GENERALES:
1. Fecha de llenado de la ficha epidemiolégica: _ /  /
DATOS DEL PARTICIPANTE:

)

Direccion de residencia actual:

2. Apellidos y Nombres:

3. Fecha de nacimiento: __ / / Sexo: Femenino C}’Iasculino
4. Edad: DNI: N° de celular:

5. Peso: Talla:

6.

Provincia: Distrito:

Departamento:

7. Lugar de procedencia:

8. Personas con las que vive (mencione)

9. ¢Cual es la forma de transporte que usa frecuentemente para su movilidad? Especifique.

10. ¢Lugar donde Ud. consume sus alimentos habitualmente? Marque (x).

() Restaurantes ( JCasa

ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS Y PATOLOGICOS

11. Tipo de caso: Sintomatico (]

Asinto méticC]

12. Fecha de inicio de sintomas: / / Fecha inicio
/ /
13. Sintomas:
Tos Malestar general
Dolor de garganta Diarrea
Congestién Nasal Nauseas/ vémitos
Dificultad Respiratoria Cefalea
Fiebre Ancemia
Eszcalofric Ageusia

Otro. especificar:

de aislamiento:

Dolor de oldo
Irritabilidad

Dolor muscular

Dolor abdominal

Dolor de pecho

Dolor de articulaciones
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14. Condiciones de comorbilidad y factores de riesgo:

DEnfermedad

Dhipertensi()n)

D Inmunodeficiencia (incluye VIH)
DDiabetes mellitus  (tipo | vy

C] Enfermedad renal
DObesidad

Enfermedad pulmonar

cardiovascular (incluye

1)

Cancer

Embarazo (Edad  gestacional:

semanas)

DReceptor de trasplante de érganos y/o células
madre sanguineas
Otros,

15. ¢ Ha mantenido contacto directo con un caso sospechoso, probable o confirmado de
Covid - 19 en los 14 dias previos la obtencion de muestra?

Si

] No ]

Desconocido C]

Si la respuesta es si, margue segun corresponda:

Entorno familiar Universidad
Entorneo laboral Entorno con amigos

Otros, especifique

16. i Vacunado contra Covid — 197

1° dosig
2° dosis
¥ dosis

V.

C] Desconocido

st )

Fecha
Fecha
Fecha

no [ ]

especificar:

7

Tipo vacuna

!

Tipo vacuna

/

= =] =

Tipo vacuna

Especifigue si tuvo molestias y/o secuelas post vacunas:

HOSPITALIZACION

17. Hospitalizado: Si [:] No [:]

18. Fecha de hospitalizacion:

/

/

Lugar de hospitalizacian:

Unidad de Cuidados Intensivos

Unidad de Cuidados Infermedios

Trauma shock
=dla 08 AISIAMIENTD

Oiro

Fecha de ingreso: / !

Fecha de alta:

i1

] = =] =]

B Bl B T

— ] ] =]

=l =] =] =]
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19. ¢El paciente estuvo con ventilacion mecénica? si(]) NO ()
20. ¢Estuvo intubado en algin momento durante de la enfermedad? sSi(_ )] No (]

21. ;Tiene o tuvo neumonia durante la enfermedad? Sl D NO D

IV.SOBRE EL CUMPLIMIENTO DE NORMAS DE BIOSEGURIDAD (Marque con una X)

Nunca siempre Siempre

¢Usa de forma permanente la

mascarilla?

¢ Con qué frecuencia se lava las manos?,

¢Cumple con el distanciamiento social?

¢Las aulas cumplen con el aforo establecido por la universidad? (Marcar con una X)

8-15 (] 15-30 () 30-45 (] 45-60 ()

V.REINFECCION (ANTECEDENTES):

22. Present6 sintomas: Si No (] )

23. Prueba confirmatoria:

Prueba molecular ()
Prueba antigénica )
Prueba seroldgica )

24. Numero de veces de reinfeccion:

VI.LABORATORIO (Para ser llenado por las responsables de la tesis)

25. Fecha de toma de muestra: / /

26. Tipo de muestra:
27. Resultado: POSITIVO () NEGATIVO (]
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ANEXO N° 06

Comité de Bioética Institucional y Sub Comités de Bioética de la UNSAAC

“Afio de la unidad, la paz y el desarrollo”

Cusco, 11 de octubre del 2023

Oficio virtual N° 015-2023-CBI-UNSAAC

Srita. KATHERIN SOLORZANO HUARCAYA
ASUNTO : Informe final sobre aspectos bioéticos del proyecto deinvestigacion.

Ref. . Exp. 480622

De mi mayor consideracion:

Previo un cordial y atento saludo, el presente es para remitir a usted el informe
con codigo CBI-UNSAAC2023-015 de la revision final a los aspectos bioéticos
al trabajo deinvestigacion “Semi-Nested Multiplex PCR para la deteccion de
SARS-CoV-2 postvacuna en estudiantes de la escuela profesional de
Biologia-UNSAAC”.

En la revision del trabajo de investigacion han participado los miembros del
comité central del CBI- UNSAAC y los miembros del Sub Comité de Bioética
en Ensayos Clinicos, Estudios Clinicos Epidemioldgicos en Seres Humanos
de la UNSAAC.

A su vez, hacer de su conocimiento que una vez concluida la ejecucion del
trabajo de investigacion antes indicado, debe de remitir al CBI-UNSAAC una
copia del informe finaly/o publicacion.

Sin otro particular, uso de la ocasion para expresar las consideraciones de
nuestraestima personal.

Atentamente,

Fdo. Dra. Tatiana Del Castillo de Loayza.

Presidente del Comité de Bioética Institucional de la UNSAAC

comite.bioetica@unsaac.edu.pe

C.C.VRIN
/Archivo

/TDCL
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Cadigo: CBI-UNSAAC2023-015

INFORME FINAL DE ASPECTOS BIOETICOS DEL PROYECTO

Datos de los Investigadores que solicitan la opinién del CBI-UNSAAC Nombre:
Katherin Solorzano Huarcaya- Wendy Alcione Lucana Alvarez Institucion: Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco Correo electronico: 203993@unsaac.edu.pe /

103202@unsaac.edu.pe Datos del Proyecto de investigacion

Titulo: “Semi-Nested Multiplex PCR para la detecciéon de SARS-CoV-2 postvacuna

enestudiantes de la escuela profesional de Biologia-UNSAAC”
Fecha de ingreso: 24-04-2023
Fecha de emision de informe final: 11-10-2023
Resultado de la evaluacion a aspectos bioéticos y metodologicos: APROBADO.

Observaciones: El proyecto presentado a consideracion del Comité de Bioética
Institucional en Investigacion de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco(CBI-UNSAAC), ha sido evaluado conjuntamente por el CBI-UNSAAC y el Sub
Comité de Bioética en Ensayos Clinicos, Estudios Clinicos Epidemiologicos en Seres
Humanos, quienes tras deliberacion realizan la aprobacion del trabajo de

investigacion.

/ /

e --.--.--—--—. -------------

Atentamente,
Dra. Tatiana Del Castillo de Loayza.
Presidente del Comité de Bioética Institucional de la UNSAAC

comite.bioetica@unsaac.edu.pe
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ANEXO N° 07

[ Kit Components]

Cat# BSC47S1 BSC47M1

Components 50 Tests 100 Tests
TES buffer 15mL 30mL
LysisB buffer 25mL 50mlL.
PK solution 0.5mL ImlL

PW Buffer

12ml. (add 18ml. absolute ethanol)

24ml. (add 36ml. absolute ethanol)

Wash Buffer

24ml. (add 36ml. absolute ethanol)

48ml. (add 72ml. absolute ethanol)

Elution Buffer SmlL 10mL
Spin Columns 50 100
Handbook 1 1

[ Storage & shipping conditions ]

1. Store Protease K at 2~8°C store all other components at room temperature.

2. All components are stable for 18 months from date of receipt under proper storage

condition.

[ Introduction]

The kit provides a simple, fast and cost effective m  ethod that can isolate high quality DNA.
Using one simple protocol, high yield purified DNA can be isolated from v arious samples
including animal tissue, whole blood, bufly coat, leukocytes, and cultured cells. The kit
utilizes silica -based membrane techniques within a convenient spin column, no need of
expensive resins, toxic phenol-chloroform extractions, or time-consuming alcohol
precipitation. The whole procedure takes less than 30 minutes including lysis steps, and more
than 20 kb DNA could be purified by this kit. Isolated DNA can be directly applied to PCR,
Southern blotting and other enzymatic reactions.

[ Typical genomic DNA yields from various samples ]

Source Quantity Yield (png)
Mammalian tissue 25mg 5-30
Mammalian blood 200pul. 2-10

Poultry blood / Amphibian 5-20ul. 5-40
Cell <2x10° 5-30
Blood spots 2-5 pieces 0.1-1

nvw.gentechbio.com - cont:
gentechbio@® @g:
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[ Additional apparatus and materials required but not supplied ]

* Sterilel1.5mL/2.0mL microcentrifuge tubes *10pL/100u/1000p L tips
* Centrifuge capable of 12,000g * Absolute ethanol
* Vortex mixer * Warm bath * PBS buffer

[ Important notes ]
Please add absolute ethanol to PW Bufler and Wash Bufler, mix thoroughly before use.
[ Protocol ]
» Sample lysis
B Cell and blood
1 + Sample pre-processing
A. Culture cells: adherent cells shall be digested with trypsin, no more than 107cells.Spin for
Smin in 1500rpm, discard the supernate. Add 200ul. PBS buffer into the tube, re-suspend
cells.
B. Leukocytes: if blood volume is more than 200pul., use Red Blood Cell Lysis Buffer (Cat. #
BSAO6M1 or Cat. # BSAO7M1) first to obtain white blood cells, add 200 ul. PBS buffer into
the tube, re-suspend cells.
C. Mammalian Whole blood: Add 200ul. well mixed blood intol.5ml. tube (if the blood 1s
less than 200pul., add to 200puL. with PBS buffer).
D. Birds, amphibians, anticoagulant whole blood : Add 5-20pul. well mixed blood into
1.5mL tube + add to 200pul. with PBS buffer.
2+ Add 10pul PK solution, mix thoroughly for 15s.
Add 4pl. RNase A (Cat. # BSA40S1). Incubate at room temperature forSmin.
3 -+ Add 200uL Lysis B buffer, mix thoroughly. Incubate at 56°C for 10min.
4 - Add 200pL absolute ethanol, mix thoroughly.
B Animal tissue
1 - Add 200pl. TES Buffer and 10pul. PK solution into tube.
2 - Grind tissue to powder (no more than 25mg) with liquid nitrogen. Add it to the tube and
mix thoroughly.
Note: for spleen, no more than 10mg, samples must be submerged within solution.
3 - Incubate for 1-4 hours at 56°C. For samples hard to lysis, prolong lysis time or even

overnight.
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Note: vortex per 10s will facilitate lysis.

4 - Centrifuge 3min at 12,000g. Carefully transfer the supernatant into a new tube.

Add 4ul. RNase A (Cat. # BSA40S1). Incubate at room temperature for Smin.

5 - Add 200uL Lysis B buffer, mix thoroughly.

6 - Add 200uL absolute ethanol, mix thoroughly.

W Blood spots

1 - Take 2-5 pieces spots (3x3mm) into a tube.

2 - Add 300uL TES Buffer and 10uL of PK solution into the tube. Mix intensively for 10s.
Put it in 56°C thermostat oscillator metal bath, vortex for 60min at 900rpm.

3 - Centrifuge for 3min at 12,000g. Carefully transfer the supernatant into a new tube.

Add 4ul. RNase A (Cat. # BSA40S1). Incubate at room temperature for Smin.

4 - Add 300uL Lysis B buffer, mix thoroughly.

5 - Add 150uL absolute ethanol, mix thoroughly.

» DNA Purification

1 - Transfer all the mixture (£750uL) to spin column. Centrifuge the mixture at 12,000% g for
1 minute. Discard flow-through.

2 - Add 500uL. PW buffer to the Spin column. Centrifuge the spin column at 12,000xg for 1
minute. Discard flow-through.

3 - Add 500uL Wash bufTer to the spin column. Centrifuge at 12,000 xg for 1 minute.
Discard flow-through. Take the spin column back to the tube.

4 - Repeat step 3

5 - Centrifuge the spin column at 12,000 xg for 2 minute.

6 - Place the spin column in a new 1.5 or 2.0mL micro centrifuge tube. Add 30-100uL of the
Elution BufTer. Incubate at room temperature for 2 minutes. Centrifuge the mixture at
10,000%g for 1 minute. The DNA in the collection tube is ready for further analysis. If the
isolated DNA sample is not going to be tested on the same day, freeze it at -20°C.




ANEXO N°08

Toma de muestra

Procesamiento de muestras
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Preparacion de Gel Agarosa
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Electroforesis
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Anexo N° 09

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Definicién conceptual Definicién Operacional Dimensién Indicadores ITEMS/ Andlisis
Proceso de identificar y | Resultados de las pruebas PCR Semi- | Estado de infeccién por | Resultado de Resultados detallados de
confirmar la presencia o | nested realizadas a estudiantes, incluyendo | SARS-CoV-2 en los | PCR Semi- las pruebas PCR Semi-

Variable Dependiente:
Deteccion del SARS-
CoV-2
(positivo/negativo)

ausencia del virus SARS-
CoV-2 en estudiantes de
Biologia postvacunados
utilizando una prueba de
reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) Semi-
nested multiplex.

la presencia o ausencia del virus y la carga
viral.

estudiantes de la Escuela
Profesional de Biologia
postvacunados.

nested: Positivo o
negativo para la
presencia del
virus.

nested.

Variable
Independiente:
Estudiantes de la
facultad de Biologia
Postvacunados

Son aquellos individuos
que estan matriculados en
una carrera universitaria
en el campo de la Biologia
y que han completado el
esquema de vacunacion
contra el SARS-CoV-2.

50 estudiantes de la facultad de biologia
con caracteristicas sociodemograficas y
epidemioldgicas que han recibido al
menos tres dosis de la vacuna contra la
COVID-19, datos recopilados a través
de la ficha de investigacion clinico-
epidemioldgica de Covid-19,
modificada a partir del formato de la
directiva sanitaria N° 135-MINSA.

a. Datos
sociodemograficos

Edad

. 18 a 30 afios

Sexo

. Femenino
= Masculino

Ligar de
alimentacion

. Casa
- Comedor
. Restaurante

Lugar de
procedencia

. Abancay

. Andahuaylas
. Anta

. Canchis

. Cusco

. Callao

. Espinar

. La convencién
. Paucartambo
Ll Tambopata

. Urubamba

Medios de transporte

. Transporte
urbano
. Particular

Personas con las que
vive

. Solo
- Familia

b. Datos
epidemiolégicos

Sintomas
relacionados con la
COVID- 19

= Dolor de
garganta

. Congestion
nasal

. Dificultad
respiratoria

. Fiebre

. Malestar

general

Flema

Mialgia

Dolor de pecho

Cefalea

Comorbilidades

Si
No

Tipo de
recibidas

vacunas

AstraZeneca
Moderna
Pfizer
Sinopharm

Nuamero de dosis de
vacunas aplicadas

3 dosis
4 dosis

Ultima  dosis de

vacuna aplicada

AstraZeneca
Moderna
Pfizer
Sinopharm

Molestias
postvacuna

Diarrea

Cefalea

Dolor de brazo
Parestesis
Dolor de

espalda

Ll Mialgia

= Fiebre

= Escalofrios

Tiempo transcurrido
desde la altima dosis
de vacuna recibida

= Desde as 8 a
48 semanas

Reinfeccion

. Si
. No

Uso de mascarilla

. Nunca
= Siempre
= Casi siempre

Lavado de manos

. Nunca
= Siempre
= Casi siempre

Aforo en las aulas de
la UNSAAC

= 8 - 15 alumnos

L] 30-45
alumnos

] 45 - 60
alumnos

Contacto con
personas positivas a
Covid-19

[l Si
= No/
desconocido
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