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RESUMEN 

Las infecciones respiratorias agudas graves (IRAG) ocasionan anualmente la muerte de 

cerca de 4 millones de personas, esto la ubica como la sexta causa principal de 

mortalidad en todo rango de edad y es la primera causa de muerte en niños menores de 

5 años.  Por otra parte, la dependencia de Ecuador por tecnología extranjera para 

implementar pruebas diagnósticas implica elevados costos y un demorado tiempo de 

importación. Teniendo en cuenta la importancia de la vigilancia epidemiológica y los 

beneficios de un diagnóstico rápido y seguro, surge la necesidad de desarrollar 

localmente un método para detección de virus que causan IRAG en el Ecuador. El 

objetivo de este proyecto es implementar un diagnóstico multiplex local de virus 

respiratorios mediante la técnica de RT-qPCR para su aplicación en salud pública. Con 

ese fin, se diseñó iniciadores y sondas para detectar Influenza A/B, RSV y SARS-CoV-

2; luego, se realizaron pruebas de optimización en reacciones individuales y en multiplex 

para finalmente validar la prueba con muestras positivas. En la PCR multiplex se detectó 

simultáneamente los 3 objetivos en un solo tubo de reacción y los resultados  con las 

muestras positivas coincidieron al 100% con el diagnóstico esperado, demostrando que 

es factible emplearla como método diagnóstico. El desarrollo local de la multiplex ofrece 

un mejor acceso hacia un diagnóstico para infecciones respiratorias, además permite 

aumentar la investigación y mejorar la capacidad tecnológica con el fin de obtener 

soberanía sanitaria en el Ecuador. 

 

Palabras Clave: Diagnostico, Virus respiratorios, PCR Multiplex, RT-qPCR. 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

Severe acute respiratory infections (SARI) cause the death of nearly 4 million people 

annually, making it the sixth leading cause of mortality in all age groups and the leading 

cause of death in children under 5 years of age.  On the other hand, Ecuador's 

dependence on foreign technology to implement diagnostic tests implies high costs and 

a long import time. Considering the importance of epidemiological surveillance and the 

benefits of a rapid and safe diagnosis, the need arises to develop locally a method for the 

detection of viruses that cause SARI in Ecuador. The objective of this project is to 

implement a local multiplex diagnosis of respiratory viruses using the RT-qPCR technique 

for its application in public health. To this end, primers and probes were designed to 

detect Influenza A/B, RSV and SARS-CoV-2; then, optimization tests were performed in 

individual and multiplex reactions to finally validate the test with positive samples. The 

multiplex PCR simultaneously detected the 3 targets in a single reaction tube and the 

results with positive samples coincided 100% with the expected diagnosis, demonstrating 

that it is feasible to use it as a diagnostic method. The local development of the multiplex 

offers better access to a diagnosis for respiratory infections, in addition to increasing 

research and improving technological capacity in order to obtain sanitary sovereignty in 

Ecuador. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

Las infecciones respiratorias agudas graves (IRAG) son la principal causa de 

morbilidad y mortalidad por enfermedades infecciosas en el mundo debido a su 

amplia transmisibilidad y a su potencial de agravarse. Los pacientes con IRAG  

registran una infección respiratoria aguda con inicio en los últimos 10 días, con fiebre 

medida ≥ 38 °C o antecedentes de fiebre, tos y requieren hospitalización; de modo 

que figuran como una de las causas más habituales de ingreso o consulta a los 

establecimientos de salud, especialmente en los países en desarrollo y entre los 

infantes, ancianos y pacientes con afecciones médicas subyacentes  (Caini et al., 

2019). Cada año mueren cerca de 4 millones de personas por infecciones 

respiratorias agudas, de estas muertes el 98 % se deben a infecciones del tracto 

respiratorio inferior (WHO, 2014), lo que convierte a las infecciones de las vías 

respiratorias inferiores en la sexta causa principal de mortalidad en todo rango de 

edad y primera causa de muerte en los niños menores de 5 años (Troeger et al., 

2018).  

 

Aunque la frecuencia de IRAG por bacterias es significativa, las etiologías más 

comunes de las IRAG son virales y son causas frecuentes de ingresos hospitalarios, 

brotes nosocomiales, neumonía y muerte. Entre los principales agentes de origen 

viral causales de IRAG están el SARS-CoV-2, virus de la influenza, virus sincitial 

respiratorio (VSR), virus de la Parainfluenza, adenovirus; entre otros. La inversión 

para prevenir y controlar estos agentes virales corresponde, en parte, en comprender 

su incidencia y estacionalidad en cada región. En los países templados de altos 

ingresos se conoce mucho sobre los virus respiratorios; sin embargo en los países 

tropicales de ingresos bajos y medianos (PIBM), donde se produce la mayor parte 

de la mortalidad, no hay información suficiente sobre la carga y el momento de las 

epidemias de virus respiratorios; principalmente a causa de la falta de capacidad de 

diagnóstico en los laboratorio (Seto et al., 2013).   

 



 

 

 

 

En Ecuador, al tener 3 zonas geoclimáticas (litoral, interandina y amazónica) se 

generan epidemias complejas de virus respiratorios y la información sobre la carga 

de los virus respiratorios es limitada (Azziz-Baumgartner et al., 2022) debido a que 

Ecuador depende en gran medida del extranjero para implementar los diagnósticos, 

lo que resulta en un elevado costo al importar las pruebas y limitando de esta manera 

el número de pruebas que se pueden realizar para la vigilancia epidemiológica de 

las IRAG. 

 

1.1 Descripción del problema  

Ecuador depende de tecnología extranjera para la implementación de pruebas 

diagnósticas de alta complejidad de importancia para la salud pública. Los 

costos excesivos y el demorado tiempo de importación dificultan la adquisición 

de materiales necesarios para el diagnóstico. Durante la pandemia por SARS-

CoV-2 se evidenció la dependencia total de la importación de pruebas 

diagnósticas, impidiendo el seguimiento epidemiológico y la toma de 

decisiones.  Estos mismos escenarios se repitieron durante la pandemia por 

Influenza A(H1N1)pdm09 en 2009 y la epidemia de Chikungunya en 2015. 

Teniendo en cuenta la importancia de la vigilancia epidemiológica y la alta 

probabilidad de que futuras epidemias o pandemias sean causadas por 

patógenos respiratorios, surge la necesidad de desarrollar localmente un 

diagnóstico para detección de virus que causan infecciones respiratorias 

agudas graves en el Ecuador. 

 

1.2 Justificación del problema 

Durante el 2018 en Ecuador, la tasa de incidencia de IRAG por agentes 

bacterianos, virales, o no definido fue de 29000 a 31000 casos anuales que 

corresponden  a 1.8 casos por cada 1000 habitantes. La etiología de las IRAG es 

amplia y tiende a variar temporal y geográficamente, por esta razón es necesario la 

identificación de los patógenos respiratorios. Identificar oportunamente la etiología 

de las IRAG permite iniciar el tratamiento adecuado para el paciente, evitar la 

transmisión nosocomial y establecer las medidas necesarias para limitar la 



 

 

 

 

propagación de la infección. También, la rápida identificación puede ayudar a vigilar 

efectivamente los servicios de salud al establecer la circulación del virus respiratorio 

a nivel local. Por tanto el desarrollo local de un diagnóstico de virus respiratorios 

puede reducir el costo de las pruebas, facilitando su accesibilidad al público. Por 

otro lado, disminuyen el tiempo de diagnóstico permitiendo al sector de la salud 

otorgar el tratamiento oportuno al paciente. 

 

1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo General 

Implementar un diagnóstico multiplex local de virus respiratorios mediante la técnica de 

RT-qPCR para su aplicación en salud pública 

 

1.3.2 Objetivos Específicos  

1. Diseñar cebadores y sondas mediante herramientas bioinformáticas para la 

evaluación in silico de especificidad e interacciones entre los componentes de 

la múltiplex de tiempo real. 

2. Estandarizar condiciones de la multiplex empleando ARN sintéticos y muestras 

clínicas para la optimización de las condiciones de la multiplex. 

3. Validar el ensayo multiplex de virus respiratorios siguiendo guías 

internacionales específicas para el desarrollo de RT-qPCR en salud pública  

 

1.4 Marco teórico 

1.4.1 Generalidades de las IRAG  

Los casos de infecciones respiratorias agudas graves (IRAG) son definidos por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) como pacientes que  registren infección 

respiratoria aguda con inicio en los últimos 10 días, con fiebre medida ≥ 38 °C o 

antecedentes de fiebre, tos y que requieran hospitalización. (Fitzner et al., 2018; 

World Health Organization, 2022a).  

 



 

 

 

 

Las IRAG son la causa principal de morbilidad y mortalidad en lo que respecta a 

enfermedades infecciosas en el mundo. Anualmente mueren alrededor de 4 

millones de personas por IRAG; de estas muertes, el 98 % se deben a infecciones 

del tracto respiratorio inferior (World Health Organization, 2020), lo que convierte a 

las infecciones de las vías respiratorias inferiores en la sexta causa principal de 

mortalidad en todo rango de edad, y la primera causa de muerte en niños menores 

de 5 años (Naghavi et al., 2017; Troeger et al., 2018). 

 

La distribución de la mortalidad y carga de infecciones respiratorias es variable a 

través del mundo, afectando mayoritariamente a los lactantes, niños y ancianos en 

países de ingresos bajos y medianos (Caini et al., 2019; World Health Organization, 

2020); siendo uno de los motivos más frecuentes de ingreso a establecimientos de 

salud pública, especialmente en los servicios de pediatría. (Kozinska et al., 2022; 

World Health Organization, 2020). El riesgo de contraer o morir por infecciones 

respiratorias aumenta cuando las personas provienen de hogares con un dificultoso 

acceso a una nutrición adecuada, combustible limpio para cocinar, saneamiento, 

vacunas, instalaciones de atención médica  o poseen una condición 

inmunocomprometida. (Troeger et al., 2018). Sin embargo, también hay 

condiciones ambientales que modulan la incidencia y distribución de la enfermedad 

como contaminantes del aire, humedad, estación y temperatura. (Álvaro-Meca 

et al., 2022). 

 

1.4.2 Agentes etiológicos que causan IRAG 

Los agentes etiológicos que causan estas infecciones incluyen un amplio espectro 

de patógenos que pueden ser virus, bacterias y hongos. A pesar de que las 

bacterias son patógenos significantes, las etiologías más comunes son virales 

(Correia et al., 2021; Kumar et al., 2017; Seto et al., 2013), representando cerca de 

80% de las infecciones respiratorias (Kozinska et al., 2022). Los principales 

patógenos virales incluyen virus de la influenza, coronavirus, virus sincitial 

respiratorio (VRS), parainfluenza, adenovirus y rinovirus. La mayoría de las 

infecciones respiratorias virales se presentan con síntomas inespecíficos como 

fiebre, tos y rinorrea, sin embargo los virus que causan la infección difieren entre sí 



 

 

 

 

en términos epidemiológicos, circulación temporal a lo largo del año, distribución 

en grupos de edad y gravedad de la enfermedad (Caini et al., 2019; Zimmerman 

et al., 2014). 

 

1.4.2.1 Coronavirus 

Los coronavirus humanos (HCov) son virus de ARN envueltos con genomas 

grandes. Se ha identificado que son una causa habitual de infecciones del tracto 

respiratorio, ocasionando desde un simple resfriado hasta enfermedades más 

complejas llegando a suscitar en algunos casos neumonía, síndrome 

respiratorio agudo severo y muerte (Trombetta et al., 2016; World Health 

Organization, 2020). Algunos coronavirus pueden introducirse a los humanos 

por transmisión zoonótica, es decir que se transmiten entre animales y 

personas. En este siglo se ha registrado un aumento en los HCoV zoonóticos 

emergentes que infectan a humanos. En 2002, surgió el coronavirus del 

síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), en 2012, el coronavirus del 

síndrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) en 2012, y más 

recientemente en 2019, el coronavirus 2 del síndrome respiratorio agudo severo 

(SARS-CoV-2); este último se ha propagado por todo el mundo llegando a más 

de 600 millones de casos confirmados y más de 6,4 millones de muertes (World 

Health Organization, 2022b). 

 

1.4.2.2 Influenza 

Los virus de la influenza circulan en todas las partes de mundo y contribuyen 

sustancialmente a las infecciones respiratorias agudas, especialmente entre los 

grupos con mayor riesgo de complicaciones (Fica et al., 2019). En 2018, la 

influenza provocó más de 10 millones de infecciones respiratorias agudas en 

niños menores de 5 años (Azziz-Baumgartner et al., 2022; Wang et al., 2020). 

Hay 3 tipos de virus de la influenza que infectan humanos: 

 

Virus de la Influenza A: Ha causado pandemias dado que son 

altamente mutables. Son clasificados en subtipos acorde a las 

combinaciones de las proteínas hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa 



 

 

 

 

(NA) presente en su superficie. Actualmente los subtipos A(H1N1) y 

A(H3N2) en circulación ocasionan epidemias estacionales. (Pan 

American Health Organization, 2014). 

 

Virus de la Influenza B: Han causado brotes esporádicos con 

mortalidad elevada en el grupo de adultos mayores. Se dividen en dos 

linajes B/Yamagata o B/Victoria, ambos actualmente circulando (Shu 

et al., 2021). 

 

Virus de la Influenza C: No es de importancia para la salud publica 

puesto que provoca infecciones leves y es detectado con menor 

frecuencia (WHO, 2018). 

 

1.4.2.3 Virus sincitial respiratorio (VSR)  

El virus sincitial respiratorio (VSR) es el patógeno más común reportado en 

lactantes y niños menores de 5 años que padecen de infecciones respiratorias 

agudas. A nivel mundial, para 2019 se estimó que el VSR causó más de 30 

millones de casos en niños de 0 a 60 meses de edad (Azziz-Baumgartner et al., 

2022; Li et al., 2022). Las hospitalizaciones por VRS están asociadas a la 

estacionalidad, con epidemias durante la época fría en las zonas templadas; 

sin embargo, la estacionalidad aún no está bien caracterizada en las zonas 

tropicales (Heppe-Montero et al., 2022). 

 

1.4.3 IRAG en el Ecuador 

En Ecuador, al tener 3 zonas geoclimáticas (litoral, interandina y amazónica) se 

generan epidemias complejas de virus respiratorios y el manejo es complicado por 

la limitada información que se tiene sobre la epidemiologia de los virus respiratorios 

(Azziz-Baumgartner et al., 2022); además, a pesar de que la influenza o Covid-19 

puede prevenirse mediante la vacunación, actualmente no existen vacunas o 

terapias aprobadas para la mayoría de los virus respiratorios lo que dificulta aún 

más el manejo. (Caini et al., 2019). Durante las primeras 30 semanas del año 2022 

(fecha de corte 1/08/22), se han reportado más de 2500 casos de IRAG en el país 



 

 

 

 

según la Dirección Nacional de Vigilancia Epidemiológica. Los datos fueron 

recopilados por hospitales centinela de IRAG, seleccionados estratégicamente en 

distintos lugares del país para conocer la transmisión de los virus e identificar 

características epidemiológicas y microbiológicas. Sin embargo solo 901 casos 

fueron diagnosticados, el virus con mayor frecuencia fue SARS-CoV-2 (44.84%), 

seguido de virus sincitial respiratorio (29.08%), influenza A/H3N2 (14.43%), entre 

otros virus respiratorios (Figura 1-1) . (Ministerio de Salud Pública, 2022) 

 

Figura 1-1: Porcentajes de casos de IRAG en Ecuador por agente etiológico desde 

la semana 1 – 30 del 2022. Fuente: (Ministerio de Salud Pública, 2022) 

 

1.4.4 Métodos diagnósticos 

La identificación precisa y temprana de los patógenos virales causales de IRAG es 

esencial para seleccionar un tratamiento adecuado, ayudar a reducir el uso 

innecesario de antibióticos y prevenir contagios para detener las epidemias (Correia 

et al., 2021; Zhang et al., 2020).  Un rápido diagnostico también disminuye el tiempo 

que permanece el paciente en el hospital, reduciendo los gastos hospitalarios y 

contribuyendo a la mejora de los servicios de salud. 

Existen varios métodos para detectar los virus respiratorios. Los métodos 

diagnósticos como las pruebas rápidas de antígenos, ensayos de 

inmunofluorescencia (IFA) directo/indirecto y cultivo viral, requieren mucho tiempo 



 

 

 

 

y trabajo, o tienen sensibilidad limitada; por tanto las pruebas de amplificación de 

ácidos nucleicos parecen ser el mejor enfoque (Zhang et al., 2020).  

Dada su alta especificidad y sensibilidad, los métodos que se basan en la reacción 

en cadena de la polimerasa (PCR) son utilizados en muchas areas diferentes. En 

una PCR común, se utiliza un solo par de iniciadores (monoplex), pero al agregar 

más conjuntos de iniciadores (multiplex), es posible amplificar de forma paralela 

diferentes secuencias objetivo en una misma reacción. Una PCR multiplex en 

tiempo real incluye sondas para monitorear la cantidad de producto amplificado por 

ciclo, ofreciendo mayor velocidad y rentabilidad durante la ejecución las pruebas. 

Otras ventajas es que requiere menores cantidades de material genético, reduce 

los errores de pipeteo y reducen el impacto ambiental del análisis al disminuir la 

cantidad de consumibles y reactivos utilizados ((Grohmann et al., 2021) 
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CAPÍTULO 2 

2. METODOLOGÍA 

2.1 Análisis bioinformático 

2.1.1 Diseño in silico de iniciadores y sondas. 

Se realizó la búsqueda de iniciadores y sondas para Influenza A, Influenza B y Virus 

sincitial respiratorio (VSR) que hayan sido reportadas en bases de datos científicas, 

y se modificaron para incluir mutaciones recientes. Para ciertos virus se decidió 

diseñar desde cero los iniciadores y sondas. Las características de todos los 

oligonucleótidos se evaluaron en base a las pautas dispuestas en la Guía de PCR 

en tiempo real de Integrate DNA Technologies (IDT) y Bio-rad. (Ver Tabla 2-1) 

 

Tabla 2-1: Características de iniciadores y sondas usados en la multiplex. 

Virus patógeno Nombre 
Tinte 

fluorescente 
Longitud Amplicón Tm °C %GC Gen objetivo 

RSV 

RSV-A-B-ESPOL_DIAG_FW2  18 

118 

64.3 55% 

Nucleoproteína RSV-P-MGB HEX 19 53.1 32% 

RSV-A-B_DIAG_RV  23 62.6 48% 

Influenza B 

InfB_DIAG_F2_2022  21 

102 

63.1 48% 
Proteína no 
estructural 

InfB_P2 ROX 27 71 54% 

InfB_DIAG_R2  20 62.9 50% 

Influenza A 

FLU_A_M_DIAG-F3  21 

132 

63.2 52% 
Proteína matriz 

1 
FLU_A_M-P3 ROX 22 71.8 64% 

FLU_A_M_DIAG_-R3  20 65.4 58% 

SARS-CoV-2 

HKU-nsp14F  20 

95 

66.3 48% 
Proteína no 

estructural 14 
HKU-nsp14P FAM 21 68.3 59% 

HKU-nsp14R  24 66.2 50% 

 

2.1.2 Evaluación in silico de especificidad y sensibilidad 

Para las pruebas de sensibilidad se descargaron secuencias de Influenza A, 

Influenza B y VSR desde la base de datos del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) limitando la búsqueda a secuencias subidas desde el 2018 y con 

hospedero a “Homo sapiens”. Para SARS-CoV-2 se usó la base de datos GISAID y 

se descargaron secuencias completas de cada variante del virus. Para las 

secuencias de cada virus, se realizó un alineamiento múltiple en Geneious versión 

8.1.8 usando el algoritmo Multiple Aligment Using Fast Forier Transform (MAFFT 



 

 

 

 

v7.017) con los parámetros por defecto. En cada alineamiento, se examinó el 

anillamiento de todos los iniciadores y sondas con hasta 4 desajustes como máximo 

para determinar si existía reacción cruzada (cross-reaction). Además, se evaluó la 

especificidad de cada iniciador y sonda a través de un análisis Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra la colección de nucleótidos nr/nt del 

NCBI para comprobar que no existan regiones similares en otro genoma fuera del 

objetivo viral. 

2.1.3 Evaluación in silico de interacciones entre oligonucleótidos 

La formación de dímeros entre oligonucleótidos puede afectar el rendimiento de la 

PCR al producir amplificaciones inespecíficas y competir por reactivos. Por otra 

parte, la formación de estructuras secundarias (horquillas) reducen las 

probabilidades de anillamiento del oligonucleótido a la plantilla. Debido a esto, se 

evaluó in silico la formación de autodímeros, heterodímeros y horquillas de los 

oligonucleótidos usando la herramienta de IDT, OligoAnalyzer v3.1 

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

 

2.2 Síntesis de controles positivos 

En al laboratorio para Investigaciones Biomédicas de la ESPOL ya existían controles 

positivos para SARS-CoV-2, por tanto no es incluido en esta etapa. 

2.2.1 Amplificación del fragmento para control y ligación en un vector de 

clonación. 

A partir del ARN de muestras confirmadas positivas para Influenza A, Influenza B, y 

RSV se realizó la síntesis de ADN complementario (cDNA) con la enzima 

ThermoScriptTM RT. Luego se realizó una PCR con iniciadores exteriores a los de 

diagnóstico con el fin de amplificar una región que abarque el segmento de interés. 

Esta PCR fue realizada con la enzima Platinum Taq DNA polymerase, que añade 

una cola de adeninas en el extremo 3’ del fragmento amplificado. La reacción se 

corrió en un gel de agarosa del 1%, se cortó la banda amplificada y se purificó usando 

el kit Gel Extraction E.Z.N.A. de Omega Bio-Tek. El producto purificado fue ligado al 

vector pGEM-T usando una ligasa de ADN T4 (Promega) (Ver Figura 2-1). 

 



 

 

 

 

2.2.2 Transformación y purificación de plásmidos 

La producto de ligación fue usado para transformar bacterias competentes DH5α, 

que luego se sembraron en placas con IPTG y X-gal e incubando por 16 horas. Se 

realizó PCR a colonias seleccionadas para comprobar la presencia del inserto de 

interés, luego las colonias con PCR positiva fueron cultivadas en medio líquido 

durante toda la noche. La purificación del plásmido se llevó a cabo con el kit 

E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit I y posteriormente se volvió a confirmar el inserto 

mediante PCR. 

 

 

Figura 2-1: Esquema para obtener los plásmidos de control positivo 

 

2.2.3 Síntesis de ARN 

A partir de los plásmidos de controles, se realizó una PCR para amplificar la región 

que incluye el inserto y el promotor T7, luego se corrió en un gel de agarosa para 

cortar la banda y purificarla. Con el producto purificado, se llevó a cabo la 

transcripción in vitro de ARN durante toda la noche usando el kit MEGAscript de 

Thermofisher. Posteriormente, se purificó el ARN por el método fenol/cloroformo. 

 



 

 

 

 

2.2.4 Cuantificación 

Para las pruebas RT-qPCR se requiere saber el número de copias genómicas 

equivalentes (CGE) de los controles positivos, por lo que, tanto plásmidos como ARN 

sintéticos, fueron cuantificados en el QuantusTM Fluorometer. Fue necesario realizar 

diluciones de los controles para no exceder el rango de cuantificación. Para los 

plásmidos se usó el kit QuantiFluor® dsDNA System y para el ARN sintético, el kit 

QuantiFluor® RNA System. 

 

El número de copias genómicas equivalentes (CGE) para cada ARN sintético fue 

calculado usando fórmula 2.1, y para los plásmidos la fórmula 2.2. 

 

 

𝐶𝐺𝐸 =
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐴𝑅𝑁 (𝑔)×𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝑣𝑜𝑔𝑎𝑑𝑟𝑜

𝐿𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝐴𝑅𝑁 ×𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑏𝑝 𝑑𝑒 𝐴𝑅𝑁 
   (2.1) 

 

𝐶𝐺𝐸 = 2 ×
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 (𝑔)×𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝑣𝑜𝑔𝑎𝑑𝑟𝑜

𝐿𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑙á𝑠𝑚𝑖𝑑𝑜 ×𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑏𝑝 𝑑𝑒 𝐴𝐷𝑁 
 (2.2) 

 

 

2.3 Optimización de detección de cada virus individualmente (monoplex) 

Se realizaron 9 diluciones seriadas de 1:10 de cada plásmido para realizar las 

pruebas RT-qPCR. Las reacciones se realizaron con la TaqPath™ 1-Step Multiplex 

Master Mix, en el equipo QuantStudio™ 1 Real-Time PCR System y los resultados 

se analizaron con el software QuantStudio™ Design and Analysis. Para calibrar las 

concentraciones y llegar a las condiciones óptimas de los ensayos individuales 

(monoplex), se empleó la dilución 2 de cada control positivo. Posteriormente se 

realizó una curva estándar abarcando las 9 diluciones seriadas para verificar que la 

optimización del ensayo se mantenía. La especificidad de cada monoplex fue 

evaluada colocando cada uno de los 4 controles positivos como template. 

 



 

 

 

 

2.4 Optimización de detección de los 4 virus en conjunto (multiplex) 

En la multiplex, se combinaron los iniciadores y sondas para cada virus evaluando 

la detección de cada control positivo en una dilución alta (dilución 5) y una baja 

(dilución 7), con el fin de analizar el comportamiento de las curvas. Se probaron 

distintas condiciones de termociclado (temperaturas y tiempo) como parámetro de 

optimización. También se evaluó la detección simultanea de los 4 controles positivos 

combinados. 

 

2.5 Análisis de muestras de hisopado nasal 

Las muestras de hisopados nasales empleadas fueron diagnosticadas previamente 

por PCR para Influenza A, SARS-CoV-2 o virus sincitial respiratorio. Se realizó la 

extracción de ARN por columnas usando el kit E.Z.N.A. ® de ARN Total I. 

Posteriormente con 5uL de la extracción se realizó el diagnostico mediante la 

multiplex RT-qPCR desarrollada. 

  



 

 

 

 

CAPÍTULO 3  

3. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

3.1 Análisis bioinformático 

Los iniciadores y sondas cumplieron con las pautas dispuestas en las guías 

internaciones, tanto los que fueron escogidos de directamente de las publicaciones 

como los que fueron modificados o propuestos en este proyecto. El análisis a partir 

del alineamiento múltiple de las secuencias demostró la sensibilidad de los 

iniciadores y sondas para detectar todas las secuencias del virus objetivo. A pesar 

de la variación de linajes que tiene SARS-CoV-2 y de la tendencia a mutar que tiene 

el virus de influenza A, los oligonucleótidos siguen anillándose sin ocasionar algún 

desajuste (mismatch) en secuencias actuales (desde el 2018). Por otra parte, en el 

análisis Blast se observó que todos oligonucleótidos se anillan al virus objetivo y a 

nada más, demostrando su especificidad. El análisis de interacciones entre 

oligonucleótidos sugirió la formación de autodímero en el iniciador reverse de 

influenza A, sin embargo debido a la ubicación de los nucleótidos complementarios 

no tiene potencial de ocasionar problemas de amplificación indeseada. El resto de 

los oligonucleótidos no reúne las condiciones para formar autodímeros, 

heterodímeros u horquillas, por tanto según el análisis in silico pueden ser usados 

en una multiplex. 

 

3.2 Síntesis de controles positivos 

Se comprobó que los fragmentos usados como controles positivos, están ligados al 

vector pGEM-T y son del tamaño esperado (Figura 3-1). La concentración de los 

plásmidos purificados fue de 7.8, 15, 23 y 18 ng/ul para Influenza A, Influenza B, 

VSR y SARS-CoV-2, respectivamente. El número de copias genómicas equivalentes 

(CGE) se detallan en la Tabla 3-1 para cada plásmido. De Igual manera, se evidenció 

que el ARN sintético de cada control tenía un alto grado de pureza (Curva en el 

nanodrop) y amplificaba el tamaño esperado, por lo que pudo ser usado en las 

pruebas de optimización.  



 

 

 

 

Para poder entrar en el rango de cuantificación del ARN se realizó una dilución de 

1:50, obteniendo una concentración de ARN de 45 ng/ul para FluA, 30 ng/uL para 

FluB y 31.8 ng/ul para RSV.  

 

Figura 3-1: Comprobación del inserto con M13 en colonias transformadas. A: Influenza A 

(1265pb) y B: RSV (987 pb). 

 

Tabla 3-1: número de copias genómicas equivalentes (CGE) de cada control positivo. 

Plásmido 
Concentra

ción 
(ng/uL) 

Longitud 
(bp) 

CGE/ul 

Diluciones (CGE/uL) 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 

FluA_M 7.8 4048 3516501254 351650125 35165013 3516501 351650 35165.0 3516.50 351.65 35.17 3.52 

FluB_NS 15 4103 6671852244 667185224 66718522 6671852 667185 66718.5 6671.85 667.19 66.72 6.67 

RSV 23 3769 11136747580 1113674758 111367476 11136748 1113675 111367.5 11136.75 1113.67 111.37 11.14 

SARS-CoV-2 18 4000 8212382928 821238293 82123829 8212383 821238 82123.8 8212.38 821.24 82.12 8.21 

 

3.3 Optimización de detección de cada virus individualmente (monoplex) 

Por cada ensayo monoplex se realizó una curva estándar con las condiciones y 

concentraciones optimizadas. La eficiencia de la PCR fue de 90.09%, 100.4% y 109.37%, 

para Influenza A, Influenza B y VSR, valores que están dentro del rango de aceptación 

(90%-110%). En todos los ensayos individuales se pudo detectar hasta la dilución 8 

(Figura 3-2), que corresponde a un orden de 102 GCE por reacción; sin embargo en el 

ensayo de Influenza A también se logró detectar la dilución 9 que contiene un orden de 

101 GCE por reacción. Al evaluar cada monoplex con cada uno de los controles positivos 

no se encontró amplificaciones indeseadas, demostrando que no existe reacción cruzada 

con los otros virus siendo específico para el virus objetivo. 
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987 1000 1500 
1265 

1000 



 

 

 

 

  

 

Figura 3-2: Curva estándar del ensayo monoplex de Influenza B 

 

3.4 Optimización de detección de los 4 virus en conjunto (multiplex) 

Al combinar todos los oligonucleótidos en una reacción multiplex no se observó 

amplificaciones indeseadas en los controles. Usando las mismas concentraciones 

de iniciadores y sondas que los ensayos individuales, fue posible detectar los 

controles positivos a diluciones altas (dilución 5) sin variación significativa de su ciclo 

umbral en comparación al ensayo individual (Figura 3-3). Sin embargo, a diluciones 

bajas (dilución 7) de los controles positivos no fue posible observar la amplificación; 

a excepción de Influenza B donde se observó una pequeña curva deformada (Figura 

3-2 B). Este comportamiento se puede deber al agotamiento, competencia o 

interacciones de reactivos, por lo que se requiere optimizar la reacción. Se realizaron 

ensayos variando la temperatura y el tiempo de termociclado, asi como también se 

aumentó la cantidad de enzima para optimizar la reacción. Sin embargo, no fue 

posible detectar diluciones bajas en la reacción multiplex.  

 

Dilución 4 

Dilución 8 

Dilución 4 

Dilución 8 



 

 

 

 

 

Figura 3-3: Comparación monoplex vs multiplex a dilución alta y baja de Influenza B 

   

 

Al combinar los controles positivos en una reacción multiplex se visualizaron todas 

las curvas, demostrando que es posible amplificar simultáneamente todos objetivos 

virales en un solo tubo de reacción (Figura 3-4). 

 

 

Figura 3-4: Multiplex con controles positivos de Influenza A/B, RSV y SARS-CoV-2. 
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3.5 Análisis de muestras de hisopado nasal 

Finalmente, se evaluó el rendimiento clínico de la multiplex mediante el ARN extraído 

de muestras positivas.  Un total de 6 muestras fueron empleadas: 2 positivas para 

Influenza A, 2 positivas para VSR (subtipo A y B) y 2 para SARS-CoV-2 (Ómicron y 

variante antes de ómicron).  Los resultados coincidieron al 100% con el diagnostico 

esperado para cada muestra (Figura 3-5), demostrando que el contenido de la 

extracción no inhibió la reacción de PCR  y por tanto, es factible usar la multiplex 

como método diagnóstico. 

 

 

Figura 3-5: Validación en muestras clínicas previamente diagnosticadas positivas para A: 

Influenza A/B, B: SARS-CoV-2 , C: RSV. 
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CAPÍTULO 4  

 

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Conclusiones 

1. La evaluación in silico de los iniciadores y sondas indicó que los 

oligonucleótidos usados en la reacción multiplex son específicos para 

detectar los virus propuestos y no forman estructuras que afecten la 

reacción de PCR. 

 

2. En los ensayos individuales se obtuvo una eficiencia que cumple con el 

criterio de aceptación (90 – 100%) dispuesto por las guías internacionales 

para el desarrollo de RT-qPCR. 

 

3. La validación del ensayo multiplex con muestras clínicas corroboró 

analíticamente su especificidad para detectar el material genético de cada 

virus, demostrando su factibilidad para ser usado como método 

diagnóstico. 

 

Recomendaciones 

1. La detección a diluciones bajas mejora la sensibilidad del ensayo, por tanto 

se recomienda variar las condiciones del ensayo multiplex para aumentar 

la capacidad de detección. Los parámetros que pueden probarse son 

aumentar la concentración de magnesio, agregar un aditivo como DMSO o 

BSA o quitar un set de oligonucleótidos. 

 

2. Realizar diluciones exactas son un paso critico durante la calibración de los 

ensayos, por tanto se debe asegurar la correcta calibración de las pipetas 

y un adecuado manejo de los tubos. 
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