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RESUMEN 

El SARS-CoV-2, agente causal de la COVID 19, al extenderse por muchos países 

alrededor del mundo, se convirtió en un problema de salud pública y animal. Como 

consecuencia, la demanda y el costo de los insumos para las pruebas diagnósticas 

aumentó de forma considerable, especialmente al inició de la pandemia. Países en 

desarrollo como Perú, tuvieron en esas circunstancias, dificultades para ampliar su 

capacidad de compra de pruebas moleculares. Este estudio tuvo como objetivo desarrollar 

y estandarizar una reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-

PCR) y una reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa en tiempo real 

(qRT-PCR) dirigida al gen de la nucleocápside (N) del SARS-CoV-2, utilizando un 

control positivo sintético (200.000 copias/µL del gen N) y como controles negativos a 

coronavirus de los géneros α-CoV, β-CoV, γ–CoV y δ-CoV. Para realizar esto, primero se 

utilizó herramientas bioinformáticas para diseñar los oligonucleótidos y la sonda 

fluorescente específica (FAM), luego se evaluó los oligonucleótidos diseñados mediante 

PCR utilizando diferentes temperaturas con el objetivo de obtener la temperatura de 

alineamiento, seguidamente se estandarizó la PCR en punto final, realizando diluciones 

del control positivo del gen N sintético. Posteriormente, se sometió a una qRT-PCR, 

utilizando diluciones en serie en base 10 del control positivo por triplicado para calcular 

la curva estándar de la prueba. Al mismo tiempo, se ejecutó un kit comercial 2019-nCoV 

RUO de la CDC para comparar nuestros resultados. Finalmente, nuestra prueba fue 

evaluada usando muestras positivas a SARS-CoV-2 de heces de perros y gatos 

confirmadas por secuenciación. Los resultados de ambas pruebas diseñadas fueron 

satisfactorios, la RT-PCR amplificó el control positivo, muestras positivas y hubo 

ausencia de amplificación en los controles negativos. Por otro lado, la qRT-PCR presenta 

una eficiencia del 92.1%, con una detección mínima de 20 copias del gen por muestra, 

valores similares al kit comercial de la CDC que muestra una eficiencia del 98% y 89% 

para el gen N1 Y N2 respectivamente, con una detección mínima de 20 copias por 

muestra; de tal manera que el kit desarrollado en el presente trabajo y el kit comercial de 

qRT-PCR presentan resultados similares.  

 

Palabras clave: SARS-CoV 2; Perú; RT-PCR; qRT-PCR; animales domésticos. 
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ABSTRACT 
 

SARS-CoV-2, the causative agent of COVID 19, became a public and animal health issue 

and spread to many countries around the world. Consequently, the demand and cost of 

diagnostic testing supplies increased considerably at the beginning of the pandemic. 

Developing countries, such as Peru, found it difficult to expand their capacity to purchase 

molecular tests under these circumstances. This study aimed to develop and standardize 

a reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and a real-time reverse 

transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR) targeting the SARS-CoV-2 

nucleocapsid (N) gene, using a synthetic positive control (200,000 copies/µL of the N 

gene) and as negative controls to coronaviruses of the genres α-CoV, β-CoV, γ-CoV and 

δ-CoV. To begin with this study, bioinformatics tools were first used to design the 

oligonucleotides and the specific fluorescent probe (FAM), then the designed 

oligonucleotides were evaluated by PCR using different temperatures in order to obtain 

the alignment temperature, then the endpoint PCR was standardized, making dilutions of 

the positive control of the synthetic N gene. Subsequently, it was subjected to qRT-PCR, 

using serial base 10 dilutions of the positive control in triplicate to calculate the standard 

curve of the test. At the same time, a commercial 2019-nCoV RUO kit from CDC was 

run to compare our results. Finally, our test was evaluated using SARS-CoV-2 positive 

samples from dog and cat feces confirmed by sequencing. The results of both designed 

tests were satisfactory, RT-PCR amplified the positive control, the positive samples and 

there was absence of amplification in the negative controls. On the other hand, the qRT-

PCR presented an efficiency of 92.1%, with a minimum detection of 20 copies of the gene 

per sample, similar values to the CDC commercial kit that showed an efficiency of 98% 

and 89% for the N1 and N2 gene, respectively, with a minimum detection of 20 copies 

per sample; thus, the kit developed in the present work and the commercial qRT-PCR kit 

presented similar results. 

 

Keywords: SARS-CoV 2; Peru; RT-PCR; qRT-PCR; domestic animals. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La pandemia que originó el coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo-2 

(SARS-CoV-2) ha demostrado que la lucha contra las enfermedades infecciosas continúa 

siendo un reto complicado de afrontar (Shen et al., 2020).  

Los coronavirus (CoV) son virus con envoltura que presentan un genoma de ARN de 

cadena simple lineal de sentido positivo, estos virus pertenecen al orden Nidovirales 

específicamente a la familia Coronaviridae. Dentro de esta familia existen cuatro géneros 

de coronavirus: Alfacoronavirus (α-CoV), Betacoronavirus (β-CoV), Gammacoronavirus 

(γ-CoV) y Deltacoronavirus (δ-CoV) (Lin et al., 2020). El SARS-CoV-2 es un 

betacoronavirus y en lo que va del siglo es el tercer coronavirus que ha cruzado la barrera 

animal-humano, siendo capaz de causar infecciones respiratorias graves y en muchos 

casos, mortales en humanos (Okba et al., 2020). 

La qRT-PCR (reacción en cadena de la polimerasa por transcripción reversa en 

tiempo real) es el método diagnóstico Gold standard para detectar al SARS-CoV-2 (OMS, 

2020). Sin embargo, no todos los laboratorios cuentan con los equipos necesarios para 

realizar esta técnica, es por ello que, alrededor del mundo una de las pruebas más 

empleadas es la RT-PCR convencional, adicionalmente los ensayos que identifican 

anticuerpos y antígenos han sido de suma importancia en el transcurso de la pandemia 

(Escalante et al., 2021). 

En lo que concierne al campo de medicina veterinaria, durante la emergencia mundial 

se reportaron casos de diversas especies animales positivas al virus después de mantener 

un contacto cercano con sus dueños o cuidadores portadores de la enfermedad, por lo que 

se cuestiona la capacidad futura de los animales en convertirse en hospederos 
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intermediarios de la infección y de esta forma continuar con la cadena de transmisión 

(Ekstrand et al., 2021).   

El objetivo del presente trabajo es diseñar y estandarizar un método de diagnóstico 

molecular, que sea capaz de detectar al SARS-CoV-2 utilizando oligonucleótidos y 

sondas capaces de amplificar una región altamente conservada del gen N; de esta forma 

el presente trabajo ayudaría no solo en el ámbito de salud pública, si no en el de salud 

animal, ya que la herramienta de diagnóstica diseñada podría utilizarse para detectar el 

SARS-CoV-2 en muestras de humanos y animales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Clasificación de los coronavirus 

Los coronavirus forman parte de la subfamilia Orthocoronavirinae, familia 

Coronaviridae, orden Nidovirales (ICTV, 2023). Existen cuatro géneros conocidos como 

Alfacoronavirus (α-CoV), Betacoronavirus (β-CoV), Gammacoronavirus (γ-CoV) y 

Deltacoronavirus (δ-CoV); sin embargo, solo los miembros del género α-CoV y β-CoV 

son capaces de afectar a los seres humanos (Chakraborty et al., 2020). Hasta la fecha se 

han descrito siete coronavirus que infectan al ser humano,  cuatro de ellos cursan con un 

resfriado común: HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43, HCoV-HKU1, mientras que 

los otros tres son conocidos por su poder patógeno: coronavirus del síndrome respiratorio 

agudo severo (SARS-CoV-1), síndrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y  

coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo-2 (SARS-CoV-2) responsable de la 

enfermedad del COVID-19 (CDC, 2021a; Paules et al., 2020).  

El SARS-CoV-1 fue responsable de una enfermedad respiratoria grave que se 

propagó a más de 26 países y que tuvo su origen en la provincia de Guangdong-China en 

el año 2002 (Zhao et al., 2003). Posteriormente en el año 2012 se identificó a un nuevo 

coronavirus (MERS-CoV) en Arabia Saudita (De Groot et al., 2013), el cual originó 

signos clínicos similares al anterior y finalmente el último coronavirus surgió a fines del 

año 2019 en Wuhan-China, donde se empezaron a reportar casos de neumonía de origen 

incierto, tiempo después se aisló y clasificó al virus recibiendo el nombre de SARS-CoV-

2 ya que presentaba un 79.5% de identidad de nucleótidos con SARS-CoV-1 (Mahdy et 

al., 2020). La Organización Mundial de la Salud preocupada por el aumento de los casos 

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/index.html
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/index.html
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en diversos países, así como la gravedad de casos clínicos en cierto grupo de pacientes, 

decide declarar a la COVID 19 como pandemia, la cual ha puesto en evidencia las 

carencias del sistema de salud frente a la emergencia de enfermedades infecciosas (OMS, 

2020). 

2.2 SARS-CoV-2  

2.2.1 Características del SARS-CoV-2  

El SARS-CoV-2 posee forma esférica, su diámetro oscila entre 60 a 140 nm y 

presenta espigas de 8 a 12 nm de longitud (Zheng, 2020). Su estructura se basa en una 

nucleocápside (genoma viral junto a la proteína de la nucleocápside (N)) y una envoltura 

externa la cual posee las proteínas estructurales, tales como la proteína de la espícula (S) 

(sigla en inglés de “spike”), proteína de membrana (M) y proteína de envoltura (E), así 

como proteínas accesorias (Li et al., 2020). 

El genoma viral es de tipo ARN monocatenario en sentido positivo de 

aproximadamente 30.000 pares de bases. El material genético de este virus contiene 15 

marcos abiertos de lectura (ORFs); cerca de los dos primeros tercios al extremo 5’, se 

ubican las ORF1a y ORF1b, que codifican las poliproteínas 1a (PP1a) y 1ab (PP1ab) 

correspondientemente. La fragmentación de estas poliproteínas produce 16 proteínas no 

estructurales que son necesarias para formar el complejo viral replicasa-transcriptasa 

(encargadas de la replicación y transcripción sucesivamente del virus). Así mismo en el 

extremo 3’, se ubican los genes que codifican a las proteínas espícula (S), envoltura (E), 

nucleocápside (N) y membrana (M), así como ORFs situados intercaladamente entre los 

genes estructurales, que se encargan de elaborar proteínas accesorias (Lam et al., 2021; 

Rastogi et al., 2020) (figura 1). 

La proteína S permite la unión del agente viral a la membrana de la célula hospedera 

presenta dos subunidades funcionales (S1 y S2), la subunidad S1 posee el dominio de 

unión al receptor (RBD) que establecerá contacto con el receptor de la enzima 

convertidora de angiotensina 2 (ACE2) ubicado en la periferia celular del hospedero, por 

su parte la subunidad S2 presenta un bucle estructural que se encarga de fusionar la 

membrana viral y del hospedero (Walls et al., 2020). La proteína E, se caracteriza por ser 

de pequeño tamaño, interviene en la replicación, ensamblaje y la patogénesis viral. La 

proteína M es la más numerosa, posee tres dominios transmembrana, se encarga de 
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otorgar forma a la envoltura del SARS COV 2 y organiza el ensamblaje viral. Finalmente, 

la proteína N se encarga de elaborar la nucleocápside helicoidal, participar en la 

replicación, transcripción, traducción del virus y en suprimir la producción de células del 

sistema inmune del huéspedero(Chen et al., 2020). 

 

 

Figura. 1 Organización del genoma del SARS-CoV-2 (Rastogi et al., 2020). 

 

 

2.3 Hospederos 

Durante muchos años los murciélagos han coexistido con diversos virus de carácter 

zoonótico sin manifestar signos clínicos, esto debido al sistema inmune que poseen, 

específicamente se ha señalado que una de las moléculas que permite este equilibrio virus-

hospedero es el interferón (Subdudhi et al., 2021). Existen seis géneros importantes de 

murciélagos: Cynopterus, Rousettus, Nystalus, Myotis, Miniopteru y Rhinolophus. De 

estos, los del género Rhinolophus son el reservorio de los CoV semejantes al SARS; tales 

como el SARS-CoV-1 y MERS-CoV (Calisher et al., 2006, Han et al., 2015). Debido a 

la complejidad de transmisión directa entre los murciélagos y humanos, se señala la 

presencia de hospederos intermediarios, por ejemplo, el SARS-CoV-1 tuvo como 
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hospedero intermedio al gato civeta, mientras que el MERS-CoV al camello dromedario. 

En el caso del SARS-CoV-2 se ha planteado la hipótesis de que los posibles hospederos 

intermediarios son los pangolines ya que la semejanza entre los genomas extraídos de los 

CoVs de estos animales y el SARS-CoV-2 en humanos es alta (Rabi et al., 2020). Sin 

embargo, existe otro grupo de autores quienes afirman que aún no existe suficiente 

evidencia científica que valide esta hipótesis.  

Los pangolines son insectívoros exclusivos, su cuerpo es de pequeño tamaño y se 

encuentra recubierto por escamas. En los mercados asiáticos, las personas que son 

capaces de comprarlo en general pertenecen a la clase media a alta ya que su carne es 

muy solicitada y valorada por formar parte de sus costumbres culinarias, así como sus 

escamas, las cuales son usadas en la medicina tradicional. Si bien su venta estaba 

prohibida desde el año 2017 por que se encontraba en peligro extinción, ingresaban de 

contrabando a China por personas que lucran con los animales silvestres, para luego ser 

vendidos en mercados de animales vivos. (Rabi et al., 2020, Ekstrand et al., 2020) (figura 

2). 

 

                Figura 2. Procedencia de los coronavirus que afectan a los seres humanos 

(Rabi et al., 2020). 

 

 



7 

 

2.4 Infección en animales 

Una de las principales preocupaciones que surgió alrededor del mundo fue la 

participación de los animales no humanos como diseminadores de la enfermedad, ya que 

aparecieron reportes manifestando que los animales de compañía, de granjas y zoológicos 

pueden infectarse de COVID-19, presentando cuadros clínicos o subclínicos (Calvet et 

al., 2021). La explicación de que ciertos animales se infecten se debe al polimorfismo que 

puede ocurrir en los genes que se encargan de codificar a los receptores en las células 

animales. Los dos receptores clave son la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) 

y la serina proteasa transmembrana 2 (TMPRSS2). Por ese motivo, hoy en día se 

menciona que mientras mayores son las semejanzas genéticas y moleculares de los 

receptores ACE2 y TMPRSS2 en una especie animal a la expresión y distribución de la 

misma proteína y proteasa en humanos, la probabilidad de que el animal presente signos 

clínicos de COVID-19 parecidos a los manifestados por humanos es mayor (Ekstrand et 

al., 2021).  

Algunos de los animales que pueden contraer el virus del SARS-CoV-2 son los 

hurones, gatos, perros, hámster, monos, etc. Dentro de este grupo, los gatos representan 

una de las mascotas más comunes en el mundo y desde el inicio de la pandemia diversos 

casos han sido reportados en estos animales (Dróżdż et al., 2021). Hasta el 1 de mayo de 

2023 el departamento de Agricultura de EE. UU ha reportado 118 casos de gatos 

infectados por SARS-CoV-2 (Pandit y Matthews, 2023). Se evidenció que el virus puede 

transmitirse entre los felinos mediante gotitas respiratorias; sin embargo, la probabilidad 

de transmisión a los humanos, así como entre animales es baja según el análisis genómico 

resultando así en un bajo impacto en la circulación del virus en la población general (Da 

Silva et al., 2022).  

Piewbang et al. (2022) describieron casos de gatos y perros infectados por SARS-

CoV-2 en Tailandia. Se investigó la presencia de SARS-CoV-2 en 863 animales, de los 

cuales 639 eran gatos y 224 perros, estos pertenecían a albergues, fueron internados o 

atendidos en clínicas veterinarias. Los resultados demostraron que 23 muestras (19 gatos 

y 4 perros) fueron positivas para SARS-CoV-2; a partir de estas se estudiaron otros 

factores, uno de ellos fue la exposición a humanos infectados, ejemplo de estos es el caso 

de un gato positivo, su historial inició con su hospitalización en una clínica veterinaria 

por enfermedad renal crónica, la enfermera veterinaria quien era encargada tuvo fiebre y 

síntomas respiratorios, días después él empezó a estornudar, toser, etc. La enfermera fue 
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hospitalizada y otros cuidadores que no tuvieron contacto con ella, se hicieron cargo de 

los pacientes hospitalizados, con el pasar de los días otros dos gatos que convivieron con 

el primero, empezaron a manifestar signos clínicos y días después tres cuidadores también 

iniciaron con sintomatología similar. La investigación concluye que es posible la 

transmisión del SARS-CoV-2 de humanos a animales, entre animales y de animales a 

humanos. 

En nuestro país, Schiaffino et al. (2021) reportaron gatos domésticos sintomáticos 

positivos a SARS-CoV-2 cuyos propietarios fueron diagnosticados con COVID-19 

previamente. Este estudió evaluó a cinco gatos que fueron a la clínica por signos como 

tos, letargia, estornudos y todos compartían el antecedente de algún familiar o propietaria 

había sido positivo a la COVID 19 previamente. El resultado demostró que tres de estos 

gatos resultaron positivos a la variante Lambda del SARS-CoV-2.  

Continuando con los estudios realizados en Lima-Perú, Jara et al. (2021) 

evidenciaron la presencia de anticuerpos séricos contra el dominio de unión al receptor 

(RBD) del SARS-CoV-2 en felinos, quienes fueron llevados por atención médica de 

rutina, por signos clínicos inespecíficos que no se relacionó con cuadros respiratorios y 

como parte del protocolo de la consulta, indagaron que sus dueños resultaron positivos a 

COVID 19 semanas anteriores. En total se utilizaron 41 muestras de felinos que su 

promedio de edad era 12 meses. Los resultados demostraron que 7 y 13 muestras fueron 

positivas utilizando el valor de corte del 30 % y el 20 %, respectivamente. Debido a que 

los felinos del estudio no presentaban signos clínicos, los autores sugieren la posibilidad 

de convertirse en potenciales hospederos intermediarios del virus.  

Por otro lado, en los perros hasta el 1 de mayo del 2023 se han reportado 115 casos 

de infección por SARS-CoV-2, de igual forma que en los gatos, estos se contagiaron por 

el estrecho contacto con sus dueños positivos a COVID 19 (Pandit y Matthews, 2023). 

Panzera et al. (2023) buscaron la presencia de SARS-CoV-2 en animales domésticos 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) empleando muestras 

nasofaríngeas y fecales en Uruguay. Al igual que los estudios mencionados en los felinos, 

los dueños de los animales de este estudio también eran positivos a COVID 19.  El número 

de muestras fue de 39, de los cuales 24 eran caninos y 15 felinos. Estas muestras 

provienen de hogares en los cuales al menos una persona fue positiva al agente viral. Los 

resultados indicaron que 1 canino y 1 felino dieron positivos a SARS-CoV-2; en ambos 

casos sus dueños fueron diagnosticados 5 días antes, además se decidió evaluar la 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schiaffino%20F%5BAuthor%5D
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producción de anticuerpos en los animales positivos, sin embargo, solo se detectó 

anticuerpos producidos frente a la infección en el felino. 

Liew et al. (2023) evaluaron a 204 animales positivos a SARS-CoV-2 en EE. UU., 

de estos 109 eran felinos y 95 caninos, el 94 % tuvo cercanía con una persona positiva al 

virus. El tiempo que permaneció la infección fue de 15 días en el caso de felinos y 12 días 

en los caninos. Respecto a los signos clínicos manifestados, el 48 % mostró un cuadro 

clínico compatible con la infección por SARS-CoV-2, mientras que el 52 % no presentó 

algún signo que haya llamado la atención al dueño o veterinario al momento del muestreo. 

La identificación del material genético y de anticuerpos se realizó tres y cinco días 

posteriores a la exposición al SARS-CoV-2 respectivamente. Por este motivo, los autores 

respaldan la idea de que estos animales se infectaron después de exponerse con sus dueños 

positivos a COVID-19. 

Los casos de visones infectados comenzaron luego de tener contacto cercano con 

humanos positivos a COVID 19, el SARS-CoV-2 se diseminó prontamente a otras granjas 

de visones cercanos y además de ello, se reportó la posible transmisión al humano, por 

ese motivo fue considerado como amenaza y en diversos países como forma de 

prevención se optó por eliminarlos (Sparrer et al., 2023).  

Con relación a los animales silvestres, se han reportado casos positivos de infección; 

algunos de estos son en tigres de zoológicos que tuvieron cercanía con su cuidador, quien 

era positivo para COVID 19, de modo que probablemente la causa del contagio de estos 

animales fue debido a la cercanía que mantuvieron los humanos con ellos. 

Posteriormente, sucedieron casos similares pero esta vez con pumas y leopardos de otros 

zoológicos (Sharun et al., 2021).   

Allender et al. (2022) publicaron un reporte acerca de un brote de la variante delta 

del SARS-CoV-2 en el zoológico Brookfield-Chicago. En total, fueron 12 los animales 

positivos, dentro de este grupo se encontraban tigres, leopardos, leones, coatí, binturong 

y el gato pescador. Las muestras evaluadas fueron heces y frotis nasales a través qRT-

PCR. Algunos de los signos clínicos manifestados fueron letargia, tos y diarrea, mientras 

que otro grupo de animales no evidenció signos clínicos. Según la cronología, las fechas 

sugieren la posibilidad de transmisión de humano a animal.  

Guo et al. (2023) en su revisión sistemática de estudios publicados en países 

europeos, asiáticos y EE. UU., acerca de la infección por SARS-CoV-2 en caninos y 

felinos, determinaron que la prevalencia molecular y serológica del SARS-CoV-2 se 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Allender%20MC%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Allender%20MC%5BAuthor%5D
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encontró por debajo del 5 %, mientras que en aquellos casos en los cuales los animales 

tuvieron contacto con sus propietarios o personas positivas para COVID 19, aumentó a 

más del 10 %. Esto sugiere que el contacto cercano de personas infectadas y animales 

sanos es un factor de riesgo.   

Hasta fines del 2022, 36 países reportaron 699 brotes en 26 especies animales 

diferentes; tales como felinos, caninos, gorilas, venados de cola blanca, linces, etc. (Pandit 

y Matthews, 2023). Por consiguiente, debido al elevado número de felinos y caninos que 

viven con sus dueños humanos y la probabilidad de que el agente viral infecte tanto a 

estos como a sus propietarios, es importante monitorear la prevalencia del SARS-CoV-2 

en los animales de compañía (Guo et al., 2023). 

 

2.5 Patogenia  

Para que el SARS-CoV-2 pueda ingresar a la célula hospedera es necesaria su unión 

al receptor de la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ECA2), seguidamente el pH 

disminuye, se une la membrana del endosoma y la envoltura viral, para que 

posteriormente la nucleocápside sea liberada en el citoplasma. Las regiones ORF1a y 

ORF1b del ARN del virus se comportan como un ARNm traduciéndose en poliproteínas 

PP1a y PP1ab, las cuales luego son divididas en 16 proteínas no estructurales (Nsps) 

(siglas en inglés de “nonstructural proteins”) (Soto, 2020). Más adelante, estas proteínas 

son reorganizadas en vesículas de doble membrana y forman el complejo replicasa-

transcriptasa (RTC), el cual sintetizara ARN en sentido negativo a partir de la cadena 

positiva; adicionalmente, producen ARNm subgenómicos; los cuales se encargarán de 

codificar a las proteínas estructurales S, M, E, N, así como las accesorias. Las proteínas 

accesorias son elaboradas en el retículo endoplasmático y luego transportadas al complejo 

de Golgi, lugar en el cual so ensambladas con la nucleocápside y transportadas en 

vesículas hacia la superficie para finalmente ser liberadas por exocitosis (Tang, 2020, 

Lam et al., 2021) (figura 3). 
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        Figura 3. Mecanismo de infección del SARS-CoV-2 (Lam et al., 2021). 

 

2.6 Signos clínicos  

En humanos, los síntomas característicos de la enfermedad COVID-19 incluyen 

fiebre, escalofríos, tos seca, cansancio y disnea. Algunas personas presentan náuseas, 

cefalea, dolor de garganta, dolor muscular, vómitos y diarreas. El síntoma propio que 

causa este agente a diferencia de los otros coronavirus patógenos es la afección intestinal. 

En personas inmunosuprimidas, mayores de edad o con comorbilidades se puede 

presentar una fuerte inflamación pulmonar seguido de una neumonía severa que 

desencadena una insuficiencia respiratoria y la muerte del paciente (Dhama et al., 2020).  

Por otro lado; en los animales se ha investigado que los signos clínicos se pueden 

manifestar desde una ausencia de estos hasta afecciones respiratorias y gastrointestinales 

en su mayoría leves y durante un corto periodo de tiempo. La mayor parte de los afectados 

presenta estornudos, tos, diarrea, secreción nasal e inflamación de los ganglios regionales; 

respecto a sus valores sanguíneos evaluados en laboratorio, no presentan anomalías 

significativamente asociadas (Calvet et al., 2021). 
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2.7 Diagnóstico 

El diagnóstico se convirtió en una herramienta fundamental durante la pandemia a 

causa de la COVID-19; ha permitido conocer el número de casos de personas afectadas, 

para luego tomar las medidas sanitarias correspondientes con el objetivo de evitar su 

propagación (Yuce et al., 2021).   

Si bien al inicio de la pandemia existió confusión y desconfianza por parte de la 

población acerca de estas pruebas, a medida que transcurría el tiempo esta situación fue 

mejorando. Hoy en día, después de casi tres años de la pandemia COVID 19, nos damos 

cuenta de que la identificación de personas potencialmente infectadas es fundamental para 

prevenir nuevas olas pandémicas. Es por ello que se ha venido trabajando en conjunto 

con muchos científicos y laboratorios para ir desarrollando pruebas más específicas, 

sensibles y fáciles de replicar (Petruzziello et al., 2023). En general, el presente trabajo 

las clasifica principalmente en tres secciones: métodos de detección de anticuerpos, 

antígenos y las pruebas que buscan detectar genes. 

 

2.7.1 Métodos de detección de anticuerpos 

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son proteínas elaboradas por el sistema 

inmune en respuesta a un antígeno. Se han descrito cinco tipos: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE.  

De este grupo, la primera que se produce en un proceso infeccioso es la IgM, mientras 

que la IgG es la que se encuentra con mayor frecuencia y abundancia en el suero. Algunas 

de las pruebas que detectan anticuerpos son los ensayos de flujo lateral y los ensayos de 

tipo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) (Yuce et al., 2021). 

Los ensayos serológicos son una herramienta eficaz que otorga una serie de ventajas, 

nos ayuda a comprender la respuesta de anticuerpos desencadenada por la infección 

natural y las vacunas, permite monitorizar los programas de inmunización, investiga la 

eficacia de las vacunas y la respuesta inmune que estas desencadenan, adicionalmente 

aporta datos importantes en la vigilancia epidemiológica así como en la comprensión de 

la cinética de anticuerpos contra COVID-19 (Dos Santos et al., 2021). Por otro lado, en 

lo que respecta a las desventajas se ha reportado falsos positivos por la reactividad 

cruzada que ha presentado con el SARS-CoV y falsos negativos debido a que el tiempo 

en el cual el sistema inmune monta una respuesta frente al SARS-CoV-2 es 

aproximadamente entre una a dos semanas, por lo que los ensayos serológicos presentan 
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una utilidad limitada para el diagnóstico del SARS-CoV-2 en las primeras fases de la 

enfermedad (Sun et al., 2020). 

  

2.7.1.1 Ensayos de flujo lateral (LFA) 

Los ensayos de flujo lateral (LFA) se componen de dispositivos que contienen una 

tira de membrana, la cual posee como mínimo una línea de control y otra de prueba, 

dependiendo de la prueba se puede observar hasta tres rayas, la cual indica la búsqueda 

de ambas inmunoglobulinas (IgG e IgM). Inmediatamente luego de colocar la muestra, 

se moviliza por acción capilar con el objetivo de que los anticuerpos marcados se unan 

a los anticuerpos de la muestra. Los resultados se interpretan de la siguiente manera: la 

prueba es positiva si ambas líneas se expresan en la membrana, es negativa si en caso 

de buscar una clase de anticuerpo o más solo se marca la línea de control y finalmente 

es positiva para ambas Ig si las tres franjas son coloreadas (Yuce et al., 2021). 

 

2.7.1.2 Ensayos de tipo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) 

ELISA emplea el concepto de unión antígeno-anticuerpo-sustrato para la detección 

de IgA, IgM y/o IgG específicas contra proteínas virales consideradas de elevada 

inmunogenicidad como la proteína S y/o N del virus (Oishee et al., 2021). El 

procedimiento para realizar la prueba consiste en los siguientes pasos: primero se coloca 

el antígeno viral en las superficies de los pocillos de prueba, seguidamente se incorpora 

la muestra del paciente (en caso existan anticuerpos; se unirán al antígeno) y se continúa 

con el lavado que tiene como objetivo eliminar todo el sustrato no unido. Posteriormente, 

se añaden anticuerpos antihumanos secundarios marcados y se vuelve a lavar. La prueba 

se confirmará mediante un cambio de color leído por espectrofotómetro, el cual también 

indica en que concentración se encuentra el anticuerpo (Lin et al., 2020). 

 

 

 2.7.2 Métodos de detección de antígenos 

Estos métodos buscan identificar proteínas del SARS-CoV-2, de preferencia a las 

proteínas S y N. Dentro de esta sección se pueden encontrar los ensayos 
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inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), inmunoensayos de quimioluminiscencia 

(CLIA) y los ensayos de flujo lateral (LFA) (Safiabadi et al., 2021). 

Chaimayo et al. (2020) en su estudio realizado en Tailandia realizaron la comparación 

de una prueba rápida de detección de antígeno, (kit Standard™ Q COVID-19 Ag) con la 

prueba de RT-PCR en tiempo real (Allplex™ 2019-nCoV Assay) para la identificación 

de SARS-CoV-2 en muestras respiratorias. Los resultados de la prueba rápida de 

detección del antígeno del SARS-CoV-2 demostraron que sensibilidad fue 98,33 % y la 

especificidad 98,73 %. Debido a que estos resultados son favorables, el autor menciona 

que es confiable usar esta prueba como ensayo de detección. 

Así también, Petruzziello et al. (2023) evaluaron el rendimiento de un ensayo de 

antígeno (Lumipulse® SARS-CoV -2) como método diagnóstico en una población 

numerosa y sin riesgo, comparándolo con la prueba RT-PCR en tiempo real; el ensayo 

evaluado utiliza como diana a la proteína de la nucleocápside (N) del SARS-CoV-2 por 

considerarlo de alta inmunogenicidad y abundante expresión durante las primeras fases 

de la infección. Los resultados de esta investigación revelaron una sensibilidad del 96% 

y especificidad del 98% así como ser de fácil empleo, tener menor tiempo de ejecución y 

ser económica. A pesar de poseer diversas ventajas y de ser considerada una prueba 

óptima, la RT‐PCR en tiempo real sigue siendo obligatoria. 

 

 

2.7.3 Métodos de detección de genes 

Para la detección de SARS-CoV-2 existen diversos métodos que son capaces de 

detectar regiones específicas de genes virales mediante técnicas de amplificación de 

ácidos nucleicos como la reacción de transcripción reversa en cadena de la polimerasa 

(RT-PCR), reacción en cadena de la polimerasa por transcripción reversa en tiempo real 

(qRT-PCR), amplificación isotérmica, etc. 

Las muestras que se usan comúnmente para la identificación de la infección son del 

tracto respiratorio: hisopados nasofaríngeo, orofaríngeo, esputo, lavado broncoalveolar, 

aspirado endotraqueal, etc. (Jaquenod et al.,2020). 

 



15 

 

2.7.3.1 Reacción de transcripción reversa en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 

A causa de las diversas aplicaciones, así como elevada sensibilidad y especificidad la 

RT-PCR se ha posicionado como una técnica rutinaria y veraz para detectar coronavirus 

(Balboni et al., 2012). Produce muchas copias de un gen objetivo, cumpliendo el siguiente 

proceso: ruptura de las cadenas de ADN que comprende el segmento del gen, ubicación 

de oligonucleótidos específicos y finalmente utilizando una polimerasa de ADN 

comienza la amplificación. Para la identificar al SARS-CoV-2, se transcribe el material 

genético de ARN a ADNc mediante transcripción reversa, para luego continuar con la 

PCR y la posterior lectura de resultados mediante electroforesis en gel de agarosa (Shen 

et al., 2020).  

Sin embargo, como todo método diagnóstico, presenta desventajas y una de estas es 

que la probabilidad de contaminación es alta debido a las técnicas del operario, 

manipulación de muestras, pipeteo y por otro lado se encuentra el tiempo de ejecución de 

la prueba, que resulta ser de varias horas (Shen et al., 2020). 

 

2.7.3.2 Reacción de transcripción reversa en cadena de la polimerasa en tiempo 
real (qRT-PCR) 

La qRT-PCR es el método diagnóstico Gold Standard declarado por la Organización 

Mundial de la Salud para detectar al SARS-CoV-2; hasta el momento existen diversos 

kits de esta prueba molecular, estos se diferencian según los genes diana a los cuales 

buscan amplificar, así como el empleo de diferentes secuencias de oligonucleótidos y 

sondas. Este método diagnóstico es altamente confiable, rápido de realizar y tiene la 

capacidad de amplificar uno o más genes diana tales como la ARN polimerasa 

dependiente del ARN (RdRp), secciones específicas del ORF1ab, gen de la envoltura (E), 

nucleocápside (N) y de la espícula (S) (Cancino et al., 2020). De estos; los cuatro primeros 

son genes altamente conservados entre los Sarbecovirus, por esta razón se acostumbra a 

escogerlos como genes diana en el diseño de oligonucleótidos y sondas para el 

diagnóstico molecular, pero en recientes publicaciones la RdRp ha sido  asociada con 

numerosas tasas de mutación (Li et al., 2020), mientras que el gen N ha sido reconocido 

por elevar la sensibilidad de la prueba al momento de identificar a SARS-CoV-2, además 

de tener la capacidad de poder detectar la presencia del virus en un tiempo más 

prolongado desde la aparición de los primeros síntomas (Ong et al., 2020).  
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Dentro de las ventajas que ofrece la qRT-PCR se encuentran la posibilidad de 

monitorear la amplificación del material genético en tiempo real es decir en cada ciclo de 

la reacción, mediante el empleo de sondas que pueden ser específicas como por ejemplo 

TaqMan que tiene un fluoróforo y un extintor o no específicas como SYBR Green (Oishee 

et al., 2021). Además, esta técnica permite cuantificar la cantidad de material genético y 

los resultados se obtienen más rápido debido a que no es necesario correr un gel de 

agarosa para verificar los resultados como si se realiza en la PCR convencional (Tamay 

de Dios et al., 2013). 

El procedimiento de la prueba inicia con la recolección de muestras, transporte al 

laboratorio para luego generar lisis de estas mediante métodos físicos, químicos o 

enzimáticos, posteriormente se procede con extracción del ARN con el objetivo de 

eliminar residuos celulares que puedan inhibir la RT-PCR (Safiabadi et al., 2021). Con 

esto ya se puede iniciar la fase de amplificación, al igual que la PCR se debe trabajar con 

ADN o ADN complementario (ADNc), por lo que en el caso de virus ARN como es el 

SARS-CoV-2 esta prueba iniciaría con la conversión de ARN en ADNc mediante la 

enzima transcriptasa reversa, luego ocurre la amplificación de la muestra de ADNc por 

reacción en cadena de la polimerasa utilizando oligonucleótidos específicos de genes y 

sondas que emiten una señal fluorescente que es capturada por un termociclador en 

tiempo real. Cuando esta fluorescencia supera un umbral determinado, el ciclo en el que 

sucedió recibe el nombre de ciclo umbral (Safiabadi et al., 2021) (figura 4). 
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     Figura 4. Diagnóstico de SARS-CoV-2 empleando qRT-PCR 

 (Safiabadi et al., 2021). 

 

 

2.7.3.3 Amplificación isotérmica de ácidos nucleicos  

Las pruebas que involucran la amplificación isotérmica buscan una detección rápida, 

sencilla y rentable; no es necesario el uso de equipos cíclicos térmicos sofisticados, 

debido a que las reacciones se llevan a cabo bajo una temperatura constante. Estas 

metodologías tienen como base la desnaturalización térmica o enzimática del material 

genético para luego seguir con las reacciones de amplificación. Algunas de las pruebas 

que se encuentran en esta categoría son las siguientes: amplificación isotérmica mediada 

por bucle (LAMP), amplificación de polimerasa de recombinasa (RPA), sistemas que 

emplean repeticiones palindrómicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas 

(CRISPR) (James y Alawneh, 2020, Safiabadi et al.,2021). 
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Las mutaciones que ocurren en el genoma del SARS-CoV-2 así como en otros virus 

ARN pueden afectar el rendimiento de los métodos diagnósticos que se han desarrollado 

para su detección (Hassan et al., 2021, LeBlanc et al., 2020). Estos cambios pueden 

suceder a partir de mutaciones puntuales, inserciones, eliminaciones o recombinación. 

Las variantes más relevantes son Alpha, Beta, Gamma, Delta y Ómicron (Wegrzynska et 

al., 2022), estas se diferencian por el tiempo, lugar en el cual aparecieron y sitios donde 

ocurre la mutación. Si bien se encuentran circulando varias, la mayoría no es de 

significancia frente al SARS-CoV-2. Las mutaciones que ocurren en la proteína S son las 

que han angustiado en mayor medida a los investigadores ya que los epítopos de la 

glicoproteína S son objetivos importantes para las vacunas actuales (Kramer et al., 2020). 

Algunas consecuencias de estas mutaciones son las siguientes: modificación de la unión 

a los receptores de la célula hospedera, incremento en la tasa de infectividad, mayores 

complicaciones durante la hospitalización, errores en el diagnóstico, etc. (Wegrzynska et 

al., 2022).  

El estudiar continuamente las secuencias del SARS-CoV-2 permite garantizar la 

detección específica del virus, además nos brinda información acerca de la influencia de 

estos cambios en la diseminación o severidad de la enfermedad, eficacia de vacunas y de 

tratamientos instaurados (Safiabadi et al., 2021). 

 

2.8 Tratamiento 

Pese a que se han investigado muchos tratamientos desde que la pandemia comenzó, 

una cantidad limitada de medicamentos se ha aprobado para el tratamiento de COVID-

19. Algunas de las recomendaciones basadas en evidencia para la terapéutica de la 

COVID-19 son el uso de fármacos inmunomoduladores, con el propósito de combatir los 

efectos asociados con el síndrome de tormenta de citoquinas, corticosteroides sistémicos, 

drogas como remdesivir, anticuerpos monoclonales la proteína S del SARS-CoV-2, etc. 

(Da Silva et al., 2022). 
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2.9 Control y Prevención  

Al inicio de la pandemia, los países de diversas regiones ejecutaron rigurosas medidas 

de mitigación, como parte de estas se incluía la declaración de estados de emergencia, 

instaurar cuarentenas nacionales, evitar la aglomeración en espacios públicos, detección 

temprana mediante monitoreo, aislamiento preventivo en caso sea sospechoso, mejora de 

las instalaciones médicas, así como portar equipo de bioseguridad adecuado (Dhama et 

al., 2020).  

 Así como en otras enfermedades, la vacunación es el eje principal en lo que respecta 

a la prevención, por ello desde que la OMS declaró pandemia a la COVID 19, laboratorios 

e investigadores se pusieron a trabajar en el desarrollo de estas. Las vacunas actualmente 

aprobadas se basan en subunidades de proteínas, virus inactivados, vectores virales no 

replicados, ARN, ADN o partículas similares a virus (Da Silva et al., 2022). La mayoría 

de las vacunas presentan una efectividad mayor al 70% frente a la enfermedad 

cumpliendo el cronograma de vacunación completa hasta seis meses después de la 

inmunización (Da Silva et al., 2022). 

Con relación a las infecciones de animales domésticos, ya que hasta el momento solo 

se ha reportado la transmisión humano-animal, se recomienda mantener cuidados de 

higiene, distanciamiento con otras personas y animales para evitar la propagación del 

virus (Yuce et al., 2021).                               

Lamentablemente, a pesar de lo anterior mencionado, es posible que, en un futuro 

cercano, aparezcan nuevos coronavirus debido a su extensa distribución, diversidad 

genética, recombinación frecuente de sus genomas, y las actividades de interconexión 

humano-animal (Zhu et al., 2020). 

 

2.10 Limitaciones y desafíos 

La COVID-19 generó vacíos de información en muchos aspectos, uno de ellos es en 

la comprensión del papel de los vertebrados en la transmisión de la enfermedad. 

El SARS-CoV-2 tuvo su origen en animales salvajes y se transmitió a los humanos 

debido a que existen ciertas condiciones que otorgan la capacidad a los agentes patógenos 

de cruzar la barrera animal-humano; por ejemplo, la invasión de actividades humanas a 

las áreas silvestres que conlleva a desórdenes ecológicos o el tráfico ilegal de animales, 

esto se debe principalmente a la demanda por parte de las personas ya sea para consumo, 
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uso medicinal, artesanal, etc. Lo mencionado nos pone frente al desafío de hacer 

concientizar a las personas sobre esta problemática (Volpato et al., 2020).  

Otro desafío que se ha presentado en muchos países son las diferentes oleadas de 

COVID-19, originada en la mayoría de casos por nuevos coronavirus, lo que repercute en 

la continuidad de la enfermedad, tasas de morbilidad, mortalidad (Wegrzynska et al., 

2022); así como en la eficacia de las vacunas, debido a que la mayoría de estas vacunas 

se han fabricado sobre la base de la cepa Wuhan-Hu-1, y su efectividad es menor frente 

a los coronavirus emergentes. Esto sugiere la reevaluación de las vacunas con el objetivo 

de otorgar una protección óptima (Da Silva et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wegrzynska%20K%5BAuthor%5D
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Lugar y periodo de ejecución  

El estudio se realizó desde el mes de abril del 2022 hasta mayo del 2023, para lo cual 

se usó softwares de bioinformática para el diseño in silico de oligonucleótidos y sondas. 

El procesamiento y análisis de las pruebas RT-PCR y qRT-PCR se desarrolló en el 

Laboratorio Microbiología y Parasitología, sección Inmunología de la Facultad de 

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en la región de 

Lima - Perú. 

 

3.2 Diseño de oligonucleótidos y sondas TaqMan 

Para realizar este trabajo, el diseño de los oligonucleótidos y sondas de hidrólisis 

TaqMan son fundamentales, por lo que se creó un archivo FASTA con 40 secuencias de 

nucleótidos del gen N de los diferentes géneros y especies de CoVs que infectan humanos 

y animales, tomando énfasis en las especies SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2 para su 

posterior análisis. Si bien el SARS-CoV-1 es un virus distinto al SARS-CoV-2, se decidió 

considerarlo en el alineamiento debido a que presenta una similitud de aproximadamente 

79.5% al compararlo con el SARS-CoV-2 y porque al inició de la pandemia hubo 

dificultad para poder diferenciarlos en pacientes con signos clínicos en Asia. De esta 

manera, al alinear esta secuencia junto a las otras, demostramos que la región escogida 

para el diseño de oligonucleótidos y sondas no se encuentra dentro de esta identidad, por 

ende, es capaz de predecir la diferenciación de ambos virus. 
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Las secuencias se alinearon para determinar las regiones conservadas y variables del 

gen de la nucleocápside (N). Para el diseño correspondiente de nuestros oligonucleótidos 

utilizamos el programa PrimerSelect del paquete bioinformático DNASTAR (Lasergene, 

EE. UU., versión 7) (Figuras 5, 6 y 7) (Anexos 1 al 6). Una vez diseñados fueron 

sometidos a un alineamiento múltiple contra el banco de secuencias del GenBank 

utilizando el programa BLAST [www.ncbi.nlm.gov/BLAST], y se seleccionaron los 

oligonucleótidos que solo se unen al segmento del gen N y que amplifican un producto 

no mayor a 200 pb para que pueda ser sensible en una PCR de punto final y también 

pueda ser utilizada en una PCR de tiempo real.  

 

Algunos de los criterios que se cumplieron para el diseño de oligonucleótidos en PCR 

en tiempo real son los siguientes (Gunson et al., 2006; Li et al., 2020): 

● Los oligonucleótidos tuvieron entre 18 a 30 bases, mantuvieron su temperatura 

de fusión en el rango de 58oC a 60oC, con una diferencia < 2oC entre los 

oligonucleótidos. En el terminal 3’, los cinco últimos nucleótidos no presentan 

más de dos guaninas (G) o citosinas (C) y evitan terminar con timina (T). Se tuvo 

30-80% GC (ideal 40-60%). 

● La sonda contó con 18 a 30 bases, mantuvo una temperatura de fusión entre 7oC 

a 10oC sobre la Tm de los oligonucleótidos (65oC a 70oC). El contenido de G+C 

se mantuvo entre 30–80% (ideal 40-60%), evitando una G en el extremo 5’. 

● El amplicón estuvo constituido entre 50 a 150 pb (hasta 300 pb). El porcentaje de 

GC se debe encontrar entre 30– 80% GC (ideal 40-60%). 

 

3.2.1 Distancia genética  

La distancia genética entre las secuencias de nucleótidos del gen N de humanos, 

perros y gatos positivos a SARS-CoV-2 así como humanos positivos a SARS-CoV-1, se 

analizó empleando el software MegAlign del paquete bioinformático Lasergene 

DNASTAR (figura 8).   
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3.2.2 Evaluación de oligonucleótidos   

Para realizar la estandarización de los oligonucleótidos seleccionados, primero se 

calculó la media de las temperaturas de fusión del oligonucleótido Forward (Tm= 57.7ºC) 

y Reverse (Tm=59.1ºC), resultando 58.4°C (Cuadro 2).  Esto se realizó con el objetivo 

de seleccionar la temperatura de alineamiento (alignment), evaluando cinco temperaturas 

en total, dos temperaturas menores y dos mayores a la media respectivamente:  53°C, 

55°C, 58°C, 60°C y 63°C.  

La primera evaluación se realizó mediante RT-PCR convencional, para ello se 

empleó el kit a GoTaq® Green Máster Mix (Promega). Primero, se tomó 1 µL del control 

positivo (200,000 copias/μL), y adicionó 24μL del siguiente mix:  10.5 µL de agua libre 

de nucleasas, 12.5 µL de Máster Mix Green 2X, 0.5 µL del oligonucleótido Forward N 

(10 µM) y 0.5 µL del oligonucleótido Reverso N (10 µM). Las amplificaciones se 

realizaron en el termociclador modelo T100™ (BIO-RAD). El ciclo de la PCR está 

descrito en el cuadro 2. 

Todas las temperaturas evaluadas mostraron una banda fluorescente, se escogió la 

temperatura de 58°C, debido a que cuando se probaron temperaturas mayores, la 

intensidad de las bandas disminuyó y cuando se sometió a evaluación las temperaturas 

inferiores, se observó presencia de productos inespecíficas en la corrida mediante gel de 

electroforesis (Figura 9). Por ende, señalamos que no se debe escoger la temperatura 

promedio como única alternativa para definirla como temperatura de alineamiento, si no 

que deben ser evaluadas cada una para poder definir con cual de ellas se obtienen las 

mejores resultados.  

Para determinar el número de copias que se pueden detectar con el método 

diagnóstico, se realizaron diluciones del control positivo que contiene 200,000 copias/μL, 

obteniéndose las siguientes diluciones: 100,000; 50,000; 25,000; 12,500; 5,000; 2000; 

200, 20 y 2 copias/μL. Los productos de PCR se corrieron mediante electroforesis en gel 

agarosa al 1.5 %. Se observaron los resultados en el gel mediante el transiluminador con 

luz ultravioleta (Figura 10). Se confirmó que 58ºC es la mejor Tm para este set de 

oligonucleótidos. 
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Figura 5. Alineamiento múltiple de las secuencias del gen N en perros, gatos y humanos positivos a SARS-
CoV-2 para identificar la unión del oligonucleótido Forward, empleando el programa MegAlign del software 
DNASTAR (Lasergene, USA). 

Figura 6. Alineamiento múltiple de las secuencias del gen N en perros, gatos y humanos positivos a SARS-
CoV-2 para identificar la unión del oligonucleótido Reverse, empleando el programa MegAlign del software 
DNASTAR (Lasergene, USA). 



25 

 

Figura 7. Alineamiento múltiple de las secuencias del gen N en perros, gatos y humanos positivos a SARS-
CoV-2 para identificar la unión de la sonda, empleando el programa MegAlign del software DNASTAR 
(Lasergene, USA). 

Figura 8. Distancia entre las secuencias de nucleótidos del gen N de humanos, caninos y felinos positivos a 
SARS-CoV-2 empleando el software MegAlign.   
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Cuadro 1. Oligonucleótidos y sonda diseñados para amplificar un segmento del gen N del SARS-
CoV-2 en este estudio. La posición de los oligonucleótidos y sonda fue determinado basado en la 
cepa de referencia SARS-CoV-2 / Wuhan-Hu-1 (número de acceso NC_045512.2). 

 

Gen Ensayo oligonucleótidos Secuencia de los oligonucleótidos (5’ – 3’) Posición Tamaño del 
producto (pb) 

 
    
 
   

N 

RT-PCR 
 
 
 
 

qRT-PCR 

Forward N 
Reverse N. 

 
 

Forward N 
Reverse N. 
Sonda 

CTCATCACGTAGTCGCAACAGTTC 
GCTCTCAAGCTGGTTCAATCTGTCA 

 
 

CTCATCACGTAGTCGCAACAGTTC 
GCTCTCAAGCTGGTTCAATCTGTCA 
FAMAATGGCGGTGATGCTGCTCTTGCTTTGCT-BHQ 

(561-585) 
(672-696) 

 
(561-585) 
(672-696) 
(637-665) 

138 
 
 
 

      138 

 

 

 

  

Cuadro 2. Perfil del ciclo térmico para determinar la Temperatura de alineamiento ideal para la 

RT- PCR de SARS-CoV-2. 

 

 
                   

              X = temperaturas utilizadas 53°C, 55°C, 58°C, 60°C y 63°C. 
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3.3 Controles 

 
Control positivo  

 
Como control positivo se usó ADN sintético que contiene el gen N completo de la 

cepa SARS-CoV-2 / Wuhan-Hu-1 (Catalogo: 10006625_2019-nCoV N Positive Control) 

que es usado como control positivo en los diversos kits comerciales para detección de 

SARS-CoV-2. Este control es distribuido por la empresa IDTdna (EE. UU.) y los 

suministran a una concentración de 200.000 copias/µL.  

 

Control negativo 

Como controles negativos se utilizaron diversas especies de coronavirus 

pertenecientes a los géneros α-CoV, β-CoV, γ–CoV y δ-CoV aislados de porcinos (PEDV, 

DeltaCoV porcino), camélidos (AlpCoV) y aves (IBV) pertenecientes al Laboratorio de 

Inmunología y Virología Veterinaria de la FMV-UNMSM. Además, se empleó agua libre 

de nucleasas como control sin templado.  

 

3.4 Sensibilidad, especificidad y reproducibilidad del ensayo 

La sensibilidad fue evaluada utilizando diluciones seriadas en base 10 del control 

positivo sintético (200,000 copias/μL del gen N) para determinar el mínimo y máximo de 

copias por muestra que puede detectar los protocolos de PCR y qPCR obtenidos por 

triplicado, utilizando los protocolos descritos en los ítems 3.5.1.3 y 3.5.3.1. Se realizaron 

seis diluciones del control positivo sintético del gen N conteniendo: 2, 20, 200, 2000, 

20000 y 200000 copias por reacción.   

La especificidad de los oligonucleótidos se determinó mediante RT-PCR y qRT-PCR, 

la no amplificación y fluorescencia de los controles negativos confirmara la especificidad 

de nuestros oligonucleótidos y sonda.  

En lo que respecta a la reproducibilidad del ensayo, fue evaluado utilizando diversos 

masters mix comerciales de PCR y qPCR, así como usando de las diferentes marcas y 

modelos de termocicladores (T100 y CFX96 real time system de BIO-RAD y qTower 2.2 

de Analytikjena) que tienen los Laboratorios de Microbiología y Parasitología, sección 

Inmunología de la FMV. Los protocolos utilizados se describen a continuación en los 

ítems 3.5.1.3 y 3.5.3.1. 
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3.5 Validación de protocolos de PCR y qRT-PCR  

Se comparó los diferentes resultados de diagnóstico de PCR y qRT-PCR del estudio con 

el resultado de un kit comercial de qRT-PCR (219-nCoV RUO Kit, catalogo N° 

10006713; IDTdna) recomendado por la CDC que usa el mismo control positivo sintético 

que nuestro estudio. De esta manera evaluamos si nuestra prueba consigue igualar la 

eficiencia del kit comercial o si es inferior a este, así como si nuestra metodología agiliza 

el proceso de trabajo del laboratorio. Al obtener todos los protocolos estandarizados 

probamos los distintos masters mix comerciales y enzimas de transcripción reversa para 

obtener los mismos resultados. 

 

 

3.5.1 Evaluación del KIT diseñado empleando muestras biológicas de perros y 
gatos positivas a SARS-CoV-2 mediante RT-PCR punto final 

 

3.5.1.1 Extracción de ARN viral 

Para la extracción del material genético de las heces, se siguió el protocolo KIT SV 

Total RNA Isolation System (Promega) según las instrucciones del fabricante.  

Primero se colocó 150 µL del sobrenadante de la muestra clarificada en un tubo 

eppendorf de 1.5ml, se adicionó 175 µL de la solución de RNA lysis buffer preparada e 

invertimos de 3-4 veces, luego se añadió 350 µL de RNA Dilution buffer y se invierte, 

esto se llevó al bloque térmico a 70°C por 3 minutos y se centrifugó a 14000 xg por 10 

minutos a 20-25°C.  

A continuación se retiró la parte clarificada y se llevó a un nuevo tubo de 

microcentrífuga (aproximadamente 500 µL), se añadió 200 µL de etanol al 95% al lisado 

clarificado y se mezcló pipeteando 3-4 veces, seguidamente se transfiere esta mezcla a la 

columna de spin y es centrifugada a 14000 g por 60 segundos, luego se tomó la canasta 

de spin de vuelta y se desechó el líquido en el tubo de colección, se volvió a introducir  la 

canasta en el tubo, se añadió 600 µL de solución de lavado de ARN a la columna de spin  

y es centrifugada a 14000 g por 60 segundos 

Seguidamente se vació el tubo colector y posicionó en un rack, luego se aplicó 50ul 

de la mezcla de incubación dentro de la cesta de centrifugación, asegurándonos que 

tengan contacto, posteriormente se incubó durante 15 minutos a 20-25°C, se añadió 200 
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µL de solución de parada de DNasa a la cesta de centrifugación y se centrifugó a 14000 

durante 1 minuto. 

 Luego, se añadió 600 µL de solución de lavado y centrifugamos a 14000 g por 1 

minuto, vaciamos el tubo y volvimos a añadir 250 µL de solución de lavado, para 

centrifugar por 2 minutos. 

Después de esto, retiramos la tapa mediante un movimiento de torsión y para cada 

muestra usamos un tubo de elución de 1.5ml, transferimos el tubo de colección al tubo de 

elución y añadimos 100 µL de agua libre de nucleasas a la membrana, colocamos los 

conjuntos de canastas en la centrifugadora durante 1 minuto.  

Finalmente, retiramos la cesta de centrifugado, lo desechamos y taponamos el tubo 

de elución que contiene el ARN purificado y almacenamos a -70°C. 

 

3.5.1.2 Transcripción reversa (RT) 

Se realizó este proceso para obtener ADN complementario (cDNA) a partir de ARN, 

para esto se empleó el kit GoScript™ Reverse Transcription System, cumpliendo lo 

establecido por el fabricante. 

Primero se tomó 5μL de RNA y se continuó con la denaturación a 95°C durante 5 

minutos en el termociclador, apenas terminó dejamos enfriar la muestra a 4°C por lo 

menos 5 minutos, paralelamente se fue preparando el máster mix de transcripción reversa 

(RT). 

El máster mix tuvo 0.4 µL de agua libre de nucleasas, 2 µL de la enzima concentrada 

5X, 1.2 µL de cloruro de magnesio a 25 mM, 0.6 µL de dNTP a 10 mM, 0.4 µL del 

oligonucleótido gen N-Reverso (10 μL) y 0.4 µL de la enzima reversa por muestra. 

Posteriormente, se añadió 5 µL del master mix a cada tubo con el ARN desnaturado, 

para luego homogenizar y colocar en el termociclador (modelo T100™ BIO-RAD) 

programando las siguientes temperaturas:  hibridación a 25°C por 5 minutos, 

transcripción reversa a 42°C por 60 minutos y estocado a 4°C. 

 

 

3.5.1.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)  

Con el ADNc se ejecutó la PCR para amplificar un fragmento conservado del gen N. 

Se emplearon los oligonucleótidos descritos en el cuadro 1. Para esta reacción de PCR se 



30 

 

utilizó el kit a GoTaq® Green Máster Mix (Promega). Primero se tomó 5 µL del ADNc 

obtenido y se añadió 20μL del siguiente mix:  6.5 µL de agua libre de nucleasas, 12.5 µL 

de Máster mix Green 2X, 0.5 µL del oligonucleótidos Forward N (10 µM) y 0.5 µL del 

oligonucleótido Reverso N (10 µM). Las amplificaciones se realizaron en el 

termociclador modelo T100™ (BIO-RAD). A continuación, en el cuadro se describe el 

ciclo de la PCR. 

 

Cuadro 3. Perfil del ciclo térmico para la RT- PCR de SARS-CoV-2. 

 

 

 

3.5.1.4 Electroforesis en gel de agarosa 

El análisis de los productos se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 

2%. Para preparar el gel, se empleó 2 gramos de agarosa y 100 ml de tampón TBE; 

después de mezclarlos se llevó al horno microondas para su calentamiento, se retiró y 

mientras se dejaba enfriar se añadió 5 µL de bromuro de etidio. Luego se colocó en la 

bandeja hasta que tomó la consistencia de gel; una vez obtenido este, se añadió 5 µL de 

cada muestra y se sometió a electroforesis a 90 V por 3 horas. Cuando terminó, se utilizó 

el transiluminador con luz ultravioleta para observar el gel y se tomaron fotografías para 

guardar las evidencias. El tamaño del fragmento esperado (138 pb) se estimó por 

comparación con un patrón de tamaño molecular de 50 pares de bases (pb). 
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3.5.2 Evaluación del KIT Ruo2019-nCoV (IDTdna) CDC mediante qRT-PCR  

El kit diagnóstico de qRT-PCR de la CDC 2019-nCoV detecta y diagnóstica al 

SARS-CoV-2. El producto contiene sus oligonucleótidos seleccionados, sondas de 

hidrólisis TaqMan y material de control.  

Después de extraer el ARN, pasa por el proceso de retrotranscripción y, 

seguidamente, se amplifica en el termociclador Bio-Rad CFX96. Durante esta fase; la 

sonda se une a un fragmento diana ubicada entre los oligonucleótidos forward y reverse, 

en el transcurso de la fase de extensión, la Taq polimerasa degrada la sonda, generando 

la separación entre el colorante informador y extintor, desencadenando así la señal 

fluorescente. Debido a que este proceso se va repitiendo en cada ciclo, se incrementa la 

intensidad de fluorescencia, la cual es capturada por la PCR en tiempo real (CDC, 2020b). 

 

3.5.2.1 Evaluación del KIT CDC empleando diluciones del control positivo 
plasmídico mediante qRT-PCR 

Para la ejecución de la prueba se utilizaron las diluciones del control positivo sintético 

del gen N: 2, 20, 200, 2000, 20000 y 200000 copias.  

 Se empleó el máster mix de Promega GoTaq® Probe One-Step qRT-PCR System 

(Promega, 2023) para esto se inició separando 5µL de ARN negativo a SARS-CoV-2 así 

como de las diluciones mencionadas y luego se añadió 15 µL del siguiente mix: 3.1 µL 

de agua libre de nucleasas, 1.5µL de mezcla combinada de cebador/sonda, 10 µL Master 

Mix, 0.4 µL de la enzima RT. Cuando se trabaja con los controles positivos diluidos 

tomamos 1µL de la dilución agregando 19 µL de master mix, siendo el agua libre de 

nucleasas el único componente que cambia el volumen a 7.1 µL. Todas las reacciones se 

realizaron por triplicado. El tiempo de ejecución de la prueba en el termociclador fue de 

1hora con 18 minutos. A continuación, en el cuadro se describe el ciclo de la PCR. 
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Cuadro 4. Perfil del ciclo térmico para la qRT-PCR del kit de CDC, utilizando diluciones del 

control positivo sintético del gen N del SARS-CoV-2 (CDC, 2020b). 

 

 

3.5.2.2. Evaluación del KIT CDC mediante qRT-PCR empleando muestras 
positivas a SARS-CoV-2  

Para la ejecución de la prueba se utilizaron muestras de animales positivos a SARS-

CoV-2, controles negativos y el gen N sintético (2000 copias) como control positivo. 

Se empleó el máster mix de Promega GoTaq® Probe One-Step qRT-PCR System, 

para esto se inició separando 5µL de RNA y luego se añadió 15 µL del siguiente mix: 

3.1µL de agua libre de nucleasas, 1.5µL de mezcla combinada de cebador/sonda, 10 µl 

Master Mix, 0.4 µL de la enzima RT. El tiempo de ejecución de la prueba en el 

termociclador fue de 1hora con 18 minutos. Todas las reacciones se realizaron por 

triplicado. El ciclo de la PCR es el mismo descrito en el cuadro 4. 

 

3.5.3 Evaluación del KIT diseñado mediante qRT-PCR 

3.5.3.1 Evaluación del KIT diseñado empleando diluciones del control positivo 
mediante qRT-PCR  

Se empleó el máster mix de GoTaq® Probe One-Step qRT-PCR System, para esto se 

inició separando 5µL de RNA y luego se añadió 15 µL del siguiente mix: 3.9 uL de agua 

libre de nucleasas, 10 µL de Máster mix, 0.4 µL de la enzima RT, 0.25 µL del 

oligonucleótido Forward (10 µM), 0.25 µL del oligonucleótido Reverso (10 µM) y 0.2 

µL de la sonda.  El tiempo de ejecución de la prueba en el termociclador fue de 1hora con 
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24 minutos. Todas las reacciones se realizaron por triplicado. A continuación, en el 

cuadro se describe el ciclo de la PCR. 

 

Cuadro 5. Perfil del ciclo térmico para la qRT-PCR del kit diseñado, utilizando diluciones del 
control positivo sintético del gen N del SARS-CoV-2. 

 

3.5.3.2 Evaluación del KIT diseñado empleando muestras positivas mediante qRT-
PCR de un paso 

 Se empleó el máster mix de GoTaq® Probe One-Step qRT-PCR System, para esto 

se inició separando 5µL de RNA y luego se añadió 15 µL de la siguiente mistura: 3.9 uL 

de agua libre de nucleasas, 10 µL de Máster mix, 0.4 µL de la enzima RT, 0.25 µL del 

oligonucleótido Forward (10 µM), 0.25 µL del oligonucleótido Reverso (10 µM) y 0.2 

µL de la sonda. El tiempo de ejecución de la prueba en el termociclador fue de 1 hora con 

24 minutos. Las amplificaciones se realizaron en el termociclador Bio-Rad CFX96. A 

continuación, en el cuadro se describe el ciclo de la PCR. 

 

Cuadro 6. Perfil del ciclo térmico para la qRT-PCR de un paso de SARS-CoV-2. 
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IV. RESULTADOS 

 

4.1 Distancia genética  

Los resultados obtenidos demostraron gran similitud entre las secuencias 

nucleotidicas del gen N de animales y humanos positivos a SARS-CoV-2, con algunos 

cambios de pares de bases entre especies (figura 8). 

 

4.2 Evaluación de oligonucleótidos diseñados mediante RT-PCR 

Con los oligonucleótidos ya diseñados, se realizó diluciones del control positivo con 

el objetivo de hallar el límite de detección (LOD) de la RT-PCR. Esto fue determinado 

mediante la detección de bandas de 138 pb en gel de agarosa en una corrida electroforética 

en gel de agarosa al 1.5%. Se obtuvo como resultados que el LOD de nuestro ensayo PCR 

convencional fue de 200 copias/μL (figura 10).  
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Figura 9. Resultados de la amplificación del control positivo empleando diferentes 
diluciones y temperaturas. Las muestras positivas tienen un peso molecular de 138 pb. PM: 
marcador de peso molecular. Línea 1 (C+ 200, 000 COPIAS 53°C), 2 (C+ 100, 000 COPIAS 
53°C), 3 (C+ 200, 000 COPIAS 55°C), 4 (C+ 100, 000 COPIAS 55°C), 5 (C+ 200, 000 COPIAS 
58°C), 6 (C+ 100, 000 COPIAS 58°C), 7 (C+ 200, 000 COPIAS 60°C), 8 (C+ 100, 000 COPIAS 
60°C), 9 (C+ 200, 000 COPIAS 63°C), 10 (C+ 100, 000 COPIAS 63°C), 11 (blanco). 

 

 

 

Figura 10. Resultados de la amplificación del control positivo diluido gen N del SARS-
Cov-2 por RT-PCR convencional. PM: marcador de peso molecular de 100 pb. 
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A continuación, se decidió evaluar la prueba empleando muestras de heces 

previamente positivas a SARS-CoV-2 por secuenciamiento, pertenecientes al laboratorio 

donde se realizó la presente investigación, proveniente de cinco felinos y cuatro caninos. 

Los resultados demostraron que la prueba diseñada amplificó el control positivo, así como 

todos los animales evaluados, además no hubo amplificación de los controles negativos 

provenientes de diferentes especies de CoV de los géneros α – CoV (PEDV), β - CoV 

(Alpaca coronavirus), δ – CoV (deltacoronavirus porcino) e γ – CoV (IBV), logrando 

satisfactoriamente amplificar material genético de origen humano y animal (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Resultados de la amplificación de un fragmento del gen N del SARS-Cov-2 por 
RT-PCR convencional. Las muestras positivas tienen un peso molecular de 138 pb. PM: marcador 
de peso molecular. Líneas 1 a 3, observamos los controles negativos α – CoV, β - CoV y δ – CoV 

respectivamente; las líneas 4 a 8 son muestras de gatos positivos para SARS-CoV-2; la línea 9 
tiene el control negativo de γ – CoV; las líneas 10 a 13 son muestras de perros SARS-CoV-2 
positivos, la línea 14 control positivo sintético diluido, la línea 15 es blanco y la línea 16 solo 
tiene la mezcla sin cDNA. 
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4.3 Ejecución del kit de la CDC mediante qRT-PCR 

Una vez obtenidos los resultados mediante la RT-PCR convencional, se decidió 

ejecutar el kit de la CDC que emplea una metodología de qRT-PCR en tiempo real al 

igual que el ensayo que hemos diseñado, esto lo realizamos con el objetivo de comparar 

los resultados obtenidos de este kit con el nuestro. Para ello, el LOD de se estableció de 

la misma forma como anteriormente se describió para la PCR convencional, es decir 

realizando diluciones del control positivo sintético del gen N, resultando que el ensayo 

de la CDC alcanzó a detectar hasta 20 copias/μL, con una eficiencia de 99.1% a 89.4% y 

un valor de R^2 que varía entre 0.98 a 0.99 (figura 12 y 13).  

 

 

Figura 12. Resultados de la amplificación utilizando diluciones del control positivo sintético    
del gen N del SARS-Cov-2 por RT-PCR en tiempo real empleando el kit de la CDC. Curva con 
el par de oligonucleótidos N1. 
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Figura 13. Resultados de la amplificación utilizando diluciones del control positivo sintético 
del gen N del SARS-Cov-2 por RT-PCR en tiempo real empleando el kit de la CDC. Curva con 
el par de oligonucleótidos N2. 

 
 

Seguidamente, se decidió emplear las mismas muestras de heces de animales 

positivas y negativos descritos en la figura 11, recalcando que no se realizó corridas por 

triplicado de cada muestra de campo, pero si en el caso de las diluciones con el objetivo 

de obtener la curva estándar. Se obtuvo como resultado que el kit de la CDC detecta 

favorablemente las muestras de gatos y perros con SARS-CoV-2, tal como se puede 

observar en las figuras 14 y 15. 

 

 
 

Figura 14. Resultados de la amplificación utilizando muestras de animales positivos a SARS-
Cov-2 por RT-PCR en tiempo real empleando el kit de la CDC. Curva N1. 
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Figura 15. Resultados de la amplificación utilizando muestras de animales positivos a SARS-
Cov-2 por RT-PCR en tiempo real empleando el kit de la CDC. Curva N2. 

 
 

4.4 Evaluación de oligonucleótidos del kit diseñado mediante qRT-PCR 

Después de evaluar y obtener los resultados del kit de la CDC, se inició con la 

estandarización del ensayo diseñado mediante qRT-PCR. Como anteriormente se ha 

mencionado, se comenzó calculando el límite de detección (LOD), el cual se estableció 

realizando diluciones del control positivo, resultando que nuestro ensayo diseñado 

también alcanzó a detectar hasta 20 copias/µL, con una eficiencia de 92.1% y un valor de 

R^2 de 0.99 (figura 16). 

 



40 

 

 

Figura 16. Resultados de la amplificación utilizando diluciones del control positivo sintético 
del gen N del SARS-CoV-2 por RT-PCR en tiempo real empleando el kit diseñado. 

 

 

Finalmente, se procedió a evaluar el kit diseñado con las mismas muestras de 

animales positivos empleadas en el método convencional. Los resultados, demostraron 

que el ensayo diseñado es capaz de amplificar el control positivo sintético proveniente de 

la cepa Wuhan que infecta al humano, así como todas las muestras de caninos y felinos 

previamente positivos al virus por secuenciamiento; además se evidencia que la prueba 

no presenta reacción cruzada con otros coronavirus como lo son los controles negativos, 

lo cual demuestra que los oligonucleótidos y sonda diseñados son específicos para el 

SARS-CoV-2 (figura 17). Para considerar positivo a un animal se ha considerado el 

mismo criterio que emplea la CDC, el cual manifiesta que una muestra evaluada es 

positiva siempre y cuando su Ct<40. 
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Figura 17.  Resultados de la amplificación utilizando muestras de animales positivos a SARS-
Cov-2 por RT-PCR en tiempo real empleando el kit diseñado. (+): control positivo.  Las curvas 
5, 6, 7, 8 y 9 son muestras de felinos positivos para SARS-CoV-2. Las curvas 10, 11, 12 y 13 son 
muestras de perros SARS-CoV-2 positivos. 

 
 
 
 
 

Cuadro 7. Cuadro comparativo de valores de Ct entre el kit de CDC y la qRT-PCR diseñada en 
el presente estudio. 

 

 Muestra CDC N1 CDC N2 qRT-PCR 
diseñada 
BIORAD 

qRT-PCR 
diseñada 

qTower 2.2 de 
Analytikjena 

1 α – CoV (PEDV)       N/A      N/A       N/A       N/A 

2 β - CoV (Alpaca 

coronavirus) 
N/A N/A N/A N/A 

3     γ – CoV (IBV) N/A N/A N/A  N/A 
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4 δ – CoV 

(deltacoronavirus 

porcino) 

N/A N/A N/A 
 

 N/A 

5     felino (SH30) 36.72 39.27 36.75 36.74 

6     felino (SH31) 36.36 37.71 35.38 35.39 

7     felino (SH37) 35.64 39.85 35.66 35.67 

8     felino (SH38) 24.1 27.45 24.13 24.12 

9     felino (SH39) 33.18 34.17 33.21 33.2 

10     canino (C17) 32.97 34.94 33 32.98 

11     canino (C50) 35.34 39.48 35.37 35.34 

12     canino (C51) 37.51 38.91 37.54 37.52 

13     canino (C55) 34.51 37.66 34.53 34.54 

14     (+) 28.22 29.15 28.24 28.23 

15      Blanco N/A N/A N/A N/A 

16     mezcla sin cDNA N/A N/A N/A N/A 

                    

        *N/A: No amplificación 
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V. DISCUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian que el diseño y 

estandarización de una RT-PCR y una qRT-PCR, es capaz de detectar el SARS-CoV-2, 

utilizando oligonucleótidos y sondas específicas, que amplifican una región altamente 

conservada del gen N. En primera instancia se decidió diseñar la qRT-PCR debido a que 

es considerado el método diagnóstico Gold Standard para detectar al SARS-CoV-2; sin 

embargo, no todos los laboratorios o centros de diagnóstico en nuestro país cuentan con 

los equipos necesarios y personal calificado para la ejecución de esta prueba, es por ello 

que se optó también por el diseño de la RT-PCR (Escalante et al., 2021). Si bien la RT-

PCR es menos sensible que la técnica Gold estándar declarada por la OMS, creemos que 

en países como el nuestro, con carencias en lo referente al sistema de salud y diagnóstico, 

también puede ser usada para evaluar muestras de origen humano y animal. 

 A pesar de que los casos diagnosticados de COVID-19 han disminuido 

considerablemente, resulta de suma importancia contar con métodos diagnósticos que 

posean buen rendimiento y sean aplicables a nuestra realidad, con el objetivo de mejorar 

la vigilancia e iniciar estudios donde se evalúen otras especies y la relación de estas en la 

infección con los seres humanos.  

Si bien existen diversos kits de estas pruebas moleculares, se diferencian según los 

genes diana a los cuales buscan amplificar, secuencias de oligonucleótidos, sondas, etc. 

Al inició de la pandemia, el uso de dos o tres genes diana para la detección de SARS-

CoV-2 se dio en algunos países por la dificultad de diferenciar SARS-CoV-1 de SARS-

CoV-2 (Cancino et al., 2020). Actualmente esto ya no es un problema, debido a que con 
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el paso del tiempo y el secuenciamiento completo del genoma se pudo diferenciar las dos 

especies de coronavirus. Lo que si se tiene claro, es que ambas especies son nocivas para 

la salud humana, tienen un comportamiento epidemiológico diferente y es fundamental 

tener métodos diagnósticos que puedan distinguirlas, sobre todo en los países donde 

circulan ambas especies de coronavirus (Li y Ren 2020).  Una excepción podría ser los 

países localizados en continentes donde no hay reportes de SARS-CoV-1, ni otros 

coronavirus genéticamente relacionados (Wang et al., 2005) en estos países el usar kits 

que detecten más de dos genes blancos no adicionaría beneficio alguno, pero sí generaría 

un mayor costo económico de los kits y mayor dificultad de realizarlos. En países como 

el nuestro, donde solo hay reportes de SARS-CoV-2 se puede trabajar con un gen para la 

detección de este virus, obviamente dicho gen debe contar con regiones (segmentos) 

altamente conservados para esta especie de CoV, esto ayudaría a que los kits utilizados 

en Sudamérica puedan ser de fácil acceso y uso en los laboratorios peruanos, así como 

ser más económicos en comparación con los otros kits comerciales. Adicionalmente, se 

citan estudios más adelante que señalan la evaluación de varios kits comerciales y que 

concluyen que el uso de dos o tres genes diana no es indispensable para otorgar un 

resultado confiable. 

El presente estudio se decidió emplear el gen N debido a que presenta segmentos 

altamente conservados entre el subgénero Sarbecovirus (Chu et al., 2020). Además, según 

la CDC, la identificación del agente viral debe ejecutarse basándose en los genes dianas 

de la nucleocápside (N1 y N2); sin embargo, por su parte la OMS sugiere emplear el gen 

de la envoltura (E), acompañado de una confirmación del gen RdRp (Tang et al., 2020). 

Chu et al. (2020) poco tiempo después de la declaración de pandemia a causa del 

SARS-CoV-2, publicaron un estudio que tuvo como objetivo diseñar dos ensayos de qRT-

PCR de un paso que buscaban identificar los genes ORF1b y N; sus resultados 

demostraron que el gen N era aproximadamente 10 veces más sensible que el ensayo del 

gen ORF-1b, debido a que, en dos de las diluciones realizadas en los dos pacientes del 

estudio, se obtuvo que mientras el ensayo que detectaba el gen ORF-1b no tuvo ninguna 

amplificación, el que buscaba amplificar un segmento del gen N sí tuvo un Ct<40. Así 

mismo, Nalla et al. (2020), después de comparar siete conjuntos de cebador-sonda que 

identifican SARS-CoV-2 mediante qRT-PCR, concluyen que todos fueron altamente 

específicos y no evidenciaron falsos positivos. En lo que respecta a su sensibilidad los 

conjuntos que se basaban en el gen E y N2 identificaron el SARS-CoV-2 en todas las 
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muestras clínicas positivas conocidas, inclusive detectaron el virus en una muestra que 

poseía solo seis copias de ARN.  

Del mismo modo, Altamimi et al. (2021) realizaron una evaluación de doce kits de 

diagnóstico de qRT-PCR en 94 muestras clínicas con el objetivo de determinar sus 

rendimientos. Se siguieron las instrucciones de uso, así como recomendaciones de cada 

kit y se los categorizaron según los genes que buscaron detectar. Los kits fueron los 

siguientes: TIb molbiol (genes E y RdRP), Altona (genes E y S), Thermo Fisher (genes 

N, Orf1ab y S), Solgente (genes N y Ofr1a), Quidel (gen Orf1ab), BGI (gen Orf1ab), 

Optolane (genes E y RdRp), Kogene (genes E y RdRP), Sansure Biotech (genes N y 

Ofr1a), Diseño Novacyt (gen RdRp), Biotecnología GeneReach (gen Orf1ab) y 

finalmente el kit KH Medical (genes S y RdRp). El estudio demostró que cuatro kits (BGI, 

IQ Real, Sansure y RADI) alcanzaron una sensibilidad del 100%, dos de ellos 

identificaron un gen objetivo y los otros dos ensayos más de una diana. Los autores 

señalan que el tener más de un gen no garantiza que la prueba diagnóstica sea más 

específica, sino por el contrario basta con solo apuntar a un gen, pero altamente 

conversado. El estudio no identificó el LOD de las pruebas; sin embargo, si evaluaron los 

Ct, los cuales dieron como resultado que los kits que tuvieron los valores de umbral 

cíclico más bajo fueron los dirigidos al gen N, mientras que los más altos al gen RdRp. 

Valadan et al. (2022) estudiaron las expresiones de los genes RdRp, N y E en 100 

muestras positivas a SARS-CoV-2 en Irán. El estudio indica que el gen N es una diana 

significativa para la identificación del SARS-CoV-2, esto debido a que tuvo una elevada 

expresión en las muestras de los pacientes en estudio. Se ha demostrado que esta proteína 

se produce en grandes cantidades en células infectadas, lo cual tiene relación con los 

procesos de replicación, traducción y transcripción (Astuti e Ysrafil, 2020).  Así también 

Abbasi et al. (2022) en su investigación de 114 muestras determinaron que el valor del 

Ct para el gen N fue más específico en el diagnóstico de SARS-CoV-2.  
 

Después de realizar el cálculo de la distancia genética de las secuencias del gen N del 

SARS-CoV- 2 aisladas en humanos y animales (figura 8), se evidenció que existe una 

relación genética muy alta (valores alrededor del 99% al 100% de identidad de 

nucleotideos). Estos resultados insilico predicen que el ensayo diseñado es capaz de poder 

identificar el virus causante de la COVID-19 en humanos y animales. A pesar de ello, es 

https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-022-01454-2#ref-CR3
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necesario evaluar un mayor número de muestras de campo, así como de ser posible 

verificar en campo que nuestro ensayo es capaz de poder diferenciar al SARS-CoV-1. 

En lo que refiere a la RT-PCR de punto final, el límite de detección (LOD) demostró 

que el ensayo diseñado alcanzó a detectar hasta 200 copias/ µL. Estos valores son mayores 

a los obtenidos cuando se evaluó en tiempo real (20 copias/ µL); sin embargo, son 

similares a los resultados obtenidos por Carvalho et al. (2021), quienes reportaron en su 

ensayo de RT-PCR de punto final un LOD de 100 copias/ µL.  

Así mismo, cuando se empleó el ensayo diseñado junto con todas las muestras 

positivas previamente por secuenciamiento, resultaron positivas también para nuestro 

ensayo en el método convencional; adicionalmente, se evidenció que no tuvo reacción 

cruzada con los controles negativos o blancos. La presente técnica comparte 

características similares a la desarrollada por Carvalho et al. (2021), quienes realizaron 

su estudio en Brasil, donde el acceso a kits representó durante la pandemia un costo 

significativo, sumado a que la demanda cada vez iba en aumento por el incremento 

significativo de casos reportados. Su objetivo fue validar una RT-PCR en comparación 

con una qRT-PCR para la identificación de SARS-CoV-2, su ensayo al igual que el 

nuestro estuvo dirigido al gen N y utilizó el mismo control positivo sintético comercial.  

Para su estudió, Carvalho et al. (2021) utilizaron muestras humanas de hisopados naso y 

orofaríngeos; sin embargo, es posible obtener muestras de secreciones oculares, saliva, 

sangre y heces (Dutta et al.,2022) como lo aplicado en la presente investigación, ya que 

usamos muestras de heces previamente positivas por secuenciamiento pertenecientes al 

laboratorio de estudio, por consiguiente podemos mencionar que nuestros resultados se 

pueden extrapolar para el uso en este tipo de muestras. Los resultados de Carvalho et al. 

(2021) evidenciaron que son suficientes para detectar el SARS-CoV-2, así mismo 

concluyen que es posible usarla como alternativa para estudios epidemiológicos.  

Si bien nuestro ensayo diseñado en punto final tiene buenos resultados y puede ser 

usado en laboratorios o centros que no cuenten con equipos donde se realicen técnicas de 

diagnóstico molecular basada en tiempo real, es importante recalcar que la sensibilidad 

frente a una qRT-PCR es menor; sin embargo, acorde a nuestra realidad y de varios países 

en Latinoamérica, consideramos que será de utilidad para futuros estudios.  
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  En lo que refiere a la evaluación del ensayo mediante la qRT-PCR en tiempo real, 

como ya se mencionó, se inició evaluando el kit de la CDC para luego compararlo al 

nuestro. Al evaluar el LOD del kit de la CDC, se encontró que es capaz de detectar hasta 

20 copias/ µL, al igual que nuestro ensayo. Cheng et al. (2023) en su estudio, adjuntaron 

una comparativa entre los métodos de detección molecular, reportando que en promedio 

el LOD era de 10–500 copias/reacción en estos ensayos, por lo que podemos mencionar 

que nuestro valor obtenido se encuentra de este parámetro. Así mismo, Tombuloglu et al. 

(2021) al evaluar el LOD en su ensayo RT-PCR multiplex, determinaron que para el gen 

RdRp fue de 10 copias/µL y para el gen E obtuvo como LOD el valor de 1000 copias/ul. 

Sin embargo, en otro estudio desarrollado por Jeon et al. (2023) en la República de Corea, 

los LOD del ensayo alcanzaron un valor menor a 10 copias por reacción para los genes 

RdRp y N del SARS-CoV-2. Además, también hace referencia que los LOD de los 

ensayos publicados por la OMS, basados en qRT-PCR varían entre 100 y 2,7 

copias/reacción. Por consiguiente, si comparamos nuestros resultados con todos los 

anteriormente mencionados, podemos señalar que se encuentran en los rangos dictados 

por la OMS y autores señalados.  

En ambos ensayos, tanto el de la CDC como el nuestro, se empleó la metodología 

qRT-PCR “de un paso”, la cual ofrece ventajas frente a la de dos pasos, ya que reduce el 

tiempo de ejecución de la prueba y además limita el manejo de muestras, así como los 

errores experimentales que esto conlleva (Dutta et al., 2022). Así mismo, en la qRT-PCR, 

es posible vigilar la amplificación empleando sondas, en la presente investigación, se 

utilizó la sonda Taqman, que tiene en el extremo 5’ un señalizador fluorescente y en el 

extremo 3' un extintor. La señal fluorescente es detectada cuando estas se separan, debido 

a la reacción enzimática en la cual la sonda es insertada al producto de la PCR (Oishee et 

al., 2021). El fluoróforo utilizado fue FAM para todos los ensayos corridos en la 

metodología PCR en tiempo real y no se consideró emplear otros en la misma reacción. 

 

Después de la evaluación de ambos ensayos, junto a las muestras de campo (heces de 

caninos y felinos pertenecientes al laboratorio del estudio); se obtuvo que tanto en el caso 

del kit de la CDC como el de la presente investigación, amplificaron las muestras, 

obteniendo así resultados idénticos, logrando satisfactoriamente amplificar material 

genético humano y animal.  
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En lo que respecta a los valores del ciclo umbral (Ct), como ya se mencionó es el 

ciclo en el cual la señal de fluorescencia cruza el umbral de positividad y estos valores 

tienen una relación inversamente proporcional a la cantidad del material genético presente 

en la mezcla de reacción. Es decir que mientras menor sea el valor de Ct, mayor será la 

cantidad de material genético del virus en la muestra. En nuestro ensayo los Ct obtenidos 

fueron de dos termocicladores: BIO-RAD y qTower 2.2 de Analytikjena. El control 

positivo en el termociclador BIO-RAD presentó un Ct de 28.24, mientras que en el otro 

termociclador qTower se obtuvo un Ct de 28.23. Las muestras proveniente de heces de 

animales previamente positivas en el termociclador BIORAD tuvieron valores de 36.75, 

35.38, 35.66, 24.13, 33.21, 33, 35.37, 37.54, 34.53 y 28.24; mientras que en el 

termociclador qTower 2.2 de Analytikjena se obtuvo valores de 36.74, 35.39, 35.67, 

24.12, 33.2, 32.98, 35.34, 37.52, 34.54 y 28.23. En ambos termocicladores, los valores de 

Ct son muy parecidos. Es necesario acotar que no se empleó controles internos en la 

corrida de los ensayos, lo cual repercute en los resultados, debido a que estos buscan  

garantizar la calidad de los resultado obtenidos en las corridas de PCR en tiempo real, por 

lo que a futuro debemos buscar incluirlos y de esta manera monitorear la presencia de 

resultados falsos negativos y detectar los resultados verdaderos negativos en muestras de 

campo con un mayor número de muestras. 

 

Para optimizar una cuantificación mediante qRT-PCR se debe considerar los valores 

de eficiencia, los cuales se obtienen de una curva estándar, la cual se desarrolla 

automáticamente en el sistema a partir de diluciones seriadas del control positivo. Esta 

curva representa los Ct obtenidos en relación con las diluciones, de esta forma se obtiene 

una pendiente (tal como se observan las figuras 11, 12 y 15), la que nos brinda finalmente 

el valor de la eficiencia de la reacción de amplificación (Jaquenod et al., 2020). El valor 

de eficiencia se acepta como correcto cuando se encuentran en el rango de 90-110% (OPS, 

2021), cuando los valores son menores a 90% indican que falta optimizar la reacción de 

PCR y puede deberse a un mal diseño de oligonucleótidos, las concentraciones de los 

componentes de PCR no son las óptimas y se puede estar produciendo dímeros de 

oligonucleótidos y horquillas. 

La eficiencia del ensayo diseñado qRT-PCR fue de 92.1%, mientras que al evaluar la 

eficiencia del ensayo de la CDC para N1 fue de 99.1% y para N2 89.4%, por lo que 

podemos mencionar que el valor obtenido se encuentra dentro de los rangos permitidos 
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(OPS, 2021). Otro de los parámetros que se debe evaluar es el coeficiente de 

determinación (R^2), el cual también se obtiene a partir de la curva estándar empleando 

el software de detección. En nuestro ensayo, se obtuvo el valor de 0.99, mientras que en 

el kit de la CDC para N1 fue de 0.98 y N2 0.99. 

Si comparamos con otros estudios, Jeon et al. (2023) obtuvieron como eficiencia 96, 

3% para el gen N y 100.7% para el gen RdRp en su ensayo de RT-PCR multiplex en 

tiempo real para detectar el SARS-CoV-2 en perros y gatos. En lo que respecta al 

coeficiente de determinación (R^2), para el gen N y RdRp obtuvo el valor de 0.99. 

Tombuloglu et al. (2021), también desarrollaron un ensayo de RT-PCR multiplex, 

obtuvieron una eficiencia de 99.9% para ambos genes (RdRp y E) y un coeficiente de 

determinación (R^2) de 0.97 para el gen RdRp y 0.99 para el gen E. Estos resultados son 

favorables para nuestro estudio, debido a que son similares y cumplen con lo mencionado 

para ser considerado satisfactorio.  

 

Liew et al. (2023) resaltaron la importancia de notificar los casos de animales 

positivos a instituciones nacionales, debido a que es probable que se haya obviado casos 

positivos que no fueron reportados durante en el periodo del estudio. Esta situación es la 

misma en nuestro país, en el cual existen carencias en el sistema de salud humano y 

animal. Existe poca evidencia científica que se encargue del estudio, notificación, 

caracterización clínica y epidemiológica de casos de animales sospechosos a SARS-CoV-

2 que tuvieron contacto cercano con sus dueños positivos a COVID 19. Considerando los 

resultados obtenidos en la presente investigación, creemos que se pueden emplear los 

métodos diagnósticos diseñados para realizar estudios similares al descrito y desarrollar 

así publicaciones mediante datos de vigilancia a nivel nacional, todo ello con el objetivo 

de salvaguardar la salud humana y animal y sobre todo saber cómo actuar frente a las 

enfermedades zoonóticas emergentes que sucedan en el futuro. 

En nuestro país Schiaffino et al. (2021), informaron por primera vez la presencia de 

SARS-CoV-2 variante Lambda en 3 felinos domésticos que presentaron signos clínicos 

y además compartían el antecedente de tener dueños positivos a COVID 19. Para el 

diagnóstico se empleó un kit de qRT-PCR, que al igual que el diseñado en nuestro estudio, 

estuvo dirigido al gen N. De igual forma, se resalta la importancia de seguir investigando 

con estudios más grandes que aclaren el rol de los animales domésticos en la transmisión 
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del virus así como su papel frente a las nuevas variantes del SARS-CoV-2, qué puede 

significar una amenaza para la salud pública (Jeon et al., 2023). 

 

Por otro lado, nuestra investigación también presenta limitaciones, una de ellas es que 

al ser el SARS-CoV-2, un virus que presenta una gran diversidad genética y de variantes 

reportadas durante el transcurso de la pandemia, existe la probabilidad de que ocurran 

mutaciones en los lugares de unión de oligonucleótidos o sonda de los genes diana, lo que 

repercute negativamente en el diagnóstico, debido a que disminuye la sensibilidad y 

genera resultados falsos negativos (Jeon et al., 2023), por tal motivo cada cierto tiempo 

se debe analizar in silico nuestros oligonucleótidos y sondas con las nuevas secuencias 

del N que presentan las diferentes variantes caracterizadas de SARS-CoV-2 en humanos 

y animales. 
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VI. CONCLUSIONES   

 

1. Los ensayos diseñados y estandarizados para la identificación de SARS-CoV-2 

por medio de RT-PCR y qRT-PCR empleando el gen N, son capaces de detectar el virus 

en muestras de heces de origen animal y amplificar el control sintético de origen humano; 

por lo que, puede aplicarse como métodos de prueba alternativo para estudios 

epidemiológicos en diferentes especies animales.  

 

2. Debido a las mutaciones que se han ido reportando en el SARS-CoV-2, se debe 

considerar evaluar los ensayos que son usados para diagnóstico en nuestro país, con el 

objetivo de verificar que el método diagnóstico siga detectando al virus de manera 

eficiente.   
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VII. RECOMENDACIÓN 

 

Debido a que la pandemia causada por el SARS-CoV-2 ha demostrado las carencias 

que existe en nuestro sistema de salud humano y animal, se sugiere realizar 

investigaciones con mayor énfasis en notificación de casos clínicos, caracterización 

clínica y epidemiológica de casos de animales sospechosos a SARS-CoV-2 en nuestro 

país, de esta forma contribuiremos a la vigilancia y prevención de enfermedades así como 

conocer cómo afrontar futuras pandemias. 
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VIII. ANEXOS 

  

Anexo 1. Alineamiento de las secuencias del gen N de animales positivos a Alfacoronavirus para 
observar la unión del oligonucleótido Forward. 
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Anexo 2. Alineamiento de las secuencias del gen N de animales positivos a Alfacoronavirus para 
observar la unión del oligonucleótido Reverse. 

 

 

Anexo 3. Alineamiento de las secuencias del gen N de animales positivos a Deltacoronavirus para 
observar la unión del oligonucleótido Forward. 

 

Anexo 4. Alineamiento de las secuencias del gen N de animales positivos a Deltacoronavirus para 
observar la unión del oligonucleótido Reverse. 
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Anexo 5. Alineamiento de las secuencias del gen N de animales positivos a Gammacoronavirus para 
observar la unión del oligonucleótido Forward. 

 

 
 

Anexo 6. Alineamiento de las secuencias del gen N de animales positivos a Gammacoronavirus para 
observar la unión del oligonucleótido Reverse.  


	DEDICATORIAS
	AGRADECIMIENTOS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE ANEXOS
	I. INTRODUCCIÓN
	II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA
	2.1 Clasificación de los coronavirus
	2.2 SARS-CoV-2
	2.2.1 Características del SARS-CoV-2

	2.3 Hospederos
	2.4 Infección en animales
	2.5 Patogenia
	2.6 Signos clínicos
	2.7 Diagnóstico
	2.7.1 Métodos de detección de anticuerpos
	2.7.1.1 Ensayos de flujo lateral (LFA)
	2.7.1.2 Ensayos de tipo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

	2.7.2 Métodos de detección de antígenos
	2.7.3 Métodos de detección de genes
	2.7.3.1 Reacción de transcripción reversa en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
	2.7.3.2 Reacción de transcripción reversa en cadena de la polimerasa en tiempo real (qRT-PCR)
	2.7.3.3 Amplificación isotérmica de ácidos nucleicos


	2.8 Tratamiento
	2.9 Control y Prevención
	2.10 Limitaciones y desafíos

	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1 Lugar y periodo de ejecución
	3.2 Diseño de oligonucleótidos y sondas TaqMan
	3.2.1 Distancia genética
	3.2.2 Evaluación de oligonucleótidos

	3.3 Controles
	3.4 Sensibilidad, especificidad y reproducibilidad del ensayo
	3.5 Validación de protocolos de PCR y qRT-PCR
	3.5.1 Evaluación del KIT diseñado empleando muestras biológicas de perros y gatos positivas a SARS-CoV-2 mediante RT-PCR punto final
	3.5.1.1 Extracción de ARN viral
	3.5.1.2 Transcripción reversa (RT)
	3.5.1.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)
	3.5.1.4 Electroforesis en gel de agarosa

	3.5.2 Evaluación del KIT Ruo2019-nCoV (IDTdna) CDC mediante qRT-PCR
	3.5.2.1 Evaluación del KIT CDC empleando diluciones del control positivo plasmídico mediante qRT-PCR
	3.5.2.2. Evaluación del KIT CDC mediante qRT-PCR empleando muestras positivas a SARS-CoV-2

	3.5.3 Evaluación del KIT diseñado mediante qRT-PCR
	3.5.3.1 Evaluación del KIT diseñado empleando diluciones del control positivo mediante qRT-PCR
	3.5.3.2 Evaluación del KIT diseñado empleando muestras positivas mediante qRT-PCR de un paso



	IV. RESULTADOS
	4.1 Distancia genética
	4.2 Evaluación de oligonucleótidos diseñados mediante RT-PCR
	4.3 Ejecución del kit de la CDC mediante qRT-PCR
	4.4 Evaluación de oligonucleótidos del kit diseñado mediante qRT-PCR

	V. DISCUSIÓN
	VI. CONCLUSIONES
	VII. LITERATURA CITADA
	VIII. ANEXOS

