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RESUMEN 

El uso de pruebas de diagnóstico molecular ha sido de gran importancia en la 

identificación de las personas infectadas. En el inicio de la pandemia se desarrollaron pruebas 

para diagnosticar COVID-19 y detectar la inmunidad frente al SARS-CoV-2 por ser un método 

rápido y de bajo costo. 

En este estudio se realizó un muestreo de tipo no probabilístico por conveniencia, que 

incluyó 48 pacientes diagnosticados con COVID-19 donde la fecha del inicio de los síntomas 

fue menor o igual a 12 días, a quienes se les tomó una muestra de hisopado orofaríngeo y sangre 

venosa. Se comparó una prueba cualitativa y cuantitativa para IgG/IgM, frente al método 

molecular, encontrando una detección del 87.23% para RT-qPCR, 56.25% para la prueba 

cualitativa y un 37.50% para la cuantitativa, con p<0.0005. Concluyendo que las pruebas 

serológicas de detección de anticuerpos, rápidas y cuantitativas, son un método rápido y 

confiable, para la detección de anticuerpos IgG/IgM para SARS-CoV-2, pero no son eficaces 

en el diagnóstico temprano de COVID-19 en comparación con RT-qPCR, que es la prueba gold 

estándar. 

 

 

Palabras clave: RT-qPCR, anticuerpos IgG/IgM, diagnóstico COVID-19, SARS-CoV-2. 
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ABSTRACT 

The use of molecular diagnostic tests has been of great importance in identifying 

infected people. At the beginning of the pandemic, tests were developed to diagnose COVID-

19 and detect immunity against SARS-CoV-2 for being a fast and low-cost method. 

In this study, we performed a non-probabilistic convenience sampling, which included 

51 patients diagnosed with COVID-19 where the date of onset of symptoms was less or equal 

to 12 days, from whom an oropharyngeal swab and a venous blood.sample was taken. We 

compared the qualitative and quantitative test for IgG/IgM with the molecular method, finding 

a detection of 87.23% for RT-qPCR, 56.25% for the qualitative test and 37.50% for the 

quantitative test, with p<0.0005. Concluding that rapid and quantitative serological antibody 

tests are a fast and reliable method for the detection of IgG/IgM antibodies to SARS-CoV-2 but 

are not effective in the early diagnosis of COVID-19 in comparison with RT-qPCR, which is 

the gold standard test. 

 

Key words: RT-qPCR, IgG / IgM antibodies, COVID-19 diagnosis, SARS-CoV-2. 

  



9 
 

TABLA DE CONTENIDO  

 

Hoja de aprobación de trabajo de titulación……………………………………………………2 

Derechos de autor……………………………………………………………………….……...3   

Aclaración para publicación………………………………………………………………........4 

Dedicatoria……………………………………………………………………………………..5

Agradecimientos…………………………………………………………………………….....6 

Resumen……………………………………………………………………………………......7 

Abstract………………………………………………………………………………………...8 

Índice de tablas……………………………………………………………………………….10 

Índice de figuras……………………………………………………………………………....11 

Introducción…………………………………………………………………………………..12 

1. Justificación……………………………………………………………………….….12 

2. Hipótesis……………………………………………………………………………...14 

3. Revisión de la literatura…………………………………………………………….....14 

3.1 Biología de SARS-CoV-2………………………………………………………...14 

3.2 Patogenia……………………………………………………………………….....15 

3.3 Transmisión……………………………………………………………………….16 

3.4 Diagnóstico de COVID-19……………………………………...………………...16 

3.5 Sensibilidad y Especificidad de Pruebas diagnósticas………………………….....18 

4. Objetivos……………………………………………………………………………...19 

4.1 Objetivo General………………………………………………………………….19 

4.2 Objetivos Específicos………………………………………………………….….19 

Metodología y diseño de la investigación…………………………………………………….20 

1. Participantes………………………………………………………………………......20 

2. Muestras………………………………………………………………………………20 

3. Análisis cualitativo y cuantitativo en suero…………………………………………...21 

4. Extracción de ARN…………………………………………………………………....22 

5. Preparación de ADNc y RT-qPCR…………………………...…………………….....23 

6. Secuenciación del genoma……………………………………………………………24 

Análisis Estadístico…………………………………………………………………………...25 

Resultados y Análisis de datos………………………………………………………………...26 

1. Información Clínica y Sociodemográfica de los Participantes……………………….26 

2. Resultados cualitativos y cuantitativos………………………………………………..30 

3. Resultados de RT-qPCR…………………………………………………………........31 

4. Comparación de las pruebas serológicas de anticuerpos y RT-qPCR……………........32 

5. Secuenciamiento y Comparación frente a la cepa de referencia de Wuhan……………35 

Discusión……………………………………………………………………………………...38 

Conclusiones………………………………………………………………………………….42 

Referencias……………………………………………………………………………………43 

Indice de anexos………………………………………………………………………………49 

  



10 
 

INDICE DE TABLAS 

Tabla N°1. Condiciones de reacción para RT-qPCR………….………………….......………23 

Tabla N°2. Distribución de los participantes de provincias del Ecuador………………….....26 

Tabla N°3. Características clínicas de los pacientes………………………...……………….29 

Tabla N°4. Asignación de clado y linaje de sietes muestras secuenciadas…………………..37 

Tabla N°5. Sustituciones de aminoácidos encontradas…………………………………...….37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1. Distribución de género de los participantes en el estudio………………………....27 

Figura 2. Frecuencia de edades de los participantes en el estudio…………………………...27 

Figura 3. Desenlace de los pacientes…………………………………………………………28 

Figura 4. Distribución de resultados positivos y negativos de IgG e IgM según prueba 

cualitativa……………………………………………………………………………………..30 

Figura 5. Distribución de resultados positivos y negativos de IgG e IgM según prueba 

cuantitativa…………………………………………………………………………………....31 

Figura 6. Detección de positivos mediantes RT-qPCR……………………………………....32 

Figura 7. Comparación de resultados positivos y negativos según pruebas serológicas y RT-

qPCR………………………………………………………………………………………….32 

Figura 8. Comparación de resultados positivos según pruebas serológicas y RT-qPCR…….33 

Figura 9. Comparación de IgM Cuantitativo y RT-qPCR………………………...………….34 

Figura 10. Relación entre la Edad y RT-qPCR……………………………………………….35 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

INTRODUCCIÓN  

1. JUSTIFIFICACION 

Los primeros casos de la enfermedad COVID-19 fueron reportados por primera vez a 

nivel mundial en diciembre 2019 en la ciudad de Wuhan, China. Luego, el virus responsable 

de esta infección se diseminó a nivel global, ocasionando la primera pandemia por el 

coronavirus SARS-CoV-2, que fue declarada oficialmente por la OMS el 11 de marzo de 2020 

(OMS, 2020). 

El 28 de febrero de 2020 se reportó el primer caso oficial de COVID-19 en Ecuador, siendo 

Guayaquil la primera ciudad en notificarlo. Debido a su fácil transmisión por gotículas 

respiratorias y aerosoles durante contacto cercano (OMS, 2020) se propagó rápidamente 

aumentando el número de casos confirmados en todo el país. El 14 de marzo de 2020 se reporta 

por primera vez una paciente con COVID-19 en la provincia del Azuay, el 16 de marzo en El 

Oro y Morona Santiago, y el 20 de marzo en Cañar, donde inicialmente la velocidad de 

propagación fue lenta debido a las medidas dispuestas por el gobierno; sin embargo, y tras de 

15 meses de la epidemia, según el Boletín Provincial con fecha del 11 de junio de 2021, se han 

confirmado, mediante la prueba de RT-qPCR, 23.758 casos en Azuay, 20.880 casos en El Oro, 

5.817 en Morona Santiago y 5.745 en Cañar (MSP, 2020).  

Al inicio de 2020 se emplearon las pruebas inmunocromatográficas como diagnóstico rápido 

de la infección por SARS-CoV-2, lo que implica en realidad la detección de la respuesta de 

IgM específica que es un marcador eficaz de la infección primaria, aunque con menor validez 

en reactivaciones o reinfecciones (García & Ory, 2017). Debido a la alta demanda, se 

comercializan kits de pruebas rápidas de anticuerpos de diferentes marcas comerciales, la 
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mayoría de procedencia China, las cuales presentan una gran variabilidad en el número de 

ensayos empleados para el cálculo de la sensibilidad y especificidad (La Marca et al., 2020). 

A inicios de abril 2020, varios países como España, Italia, Turquía, y República Checa 

adquirieron miles de pruebas rápidas defectuosas, siendo el último caso reportado en abril en 

Colombia que adquirió 47.500 pruebas defectuosas, con el fin de disminuir el tiempo de 

detección de la infección (Cantillo, 2020). Varios estudios como el de Mercado y col., 

compararon nueve tipos de pruebas rápidas serológicas encontrando una sensibilidad entre el 

69% a 93% en personas sintomáticas y una sensibilidad menor al 40% en personas 

asintomáticas y, acorde con revisiones sistemáticas como la de Deeks y col, concluyen en una 

baja sensibilidad del 30% en los primeros siete días de enfermedad. A pesar de esto, la 

producción masiva de pruebas a nivel mundial tentó al Ecuador a la introducción de 470 marcas 

de test rápidos y 71 kits para RT-qPCR aprobados por la Agencia Nacional de Regulación, 

Control y Vigilancia Sanitaria, ARCSA, en las primeras semanas de pandemia, por lo que se 

vió la necesidad de evaluar el rendimiento de pruebas rápidas y pruebas cuantitativas de 

anticuerpos con RT-qPCR para comparar y comprobar si su sensibilidad es la reportada por el 

fabricante, con el propósito de que la comunidad obtenga resultados fiables y puedan ser 

utilizados como diagnóstico temprano de COVID-19. Además, el uso de la tecnología 

Nanopore como método de diagnóstico ha permitido q países como el nuestro tengan al alcance 

el secuenciamiento, con el fin de identificar la transmisión y diversidad genética del SARS-

CoV-2 además del monitoreo de las variantes y la epidemiología a nivel mundial; por lo que 

con el secuenciamiento se espera realizar un diagnóstico clínico preciso y la evaluación de las 

cepas circulantes en cuatro provincias del Sur del Ecuador. 
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2. HIPÓTESIS 

Las pruebas serológicas de detección de anticuerpos, rápidas y cuantitativas, son un 

método rápido y confiable para el diagnóstico temprano de COVID-19 en comparación con 

RT-qPCR.  

3. REVISIÓN DE LA LITERATURA 

3.1. Biología de SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae, que está conformada por cuatro 

géneros:  α-coronavirus, β-coronavirus, γ-coronavirus y δ-coronavirus, y que se caracterizan 

por poseer envoltura e infectar a mamíferos y aves. Los coronavirus poseen un genoma de ARN 

de aproximadamente 30 kilobases de longitud de cadena positiva con envoltura. SARS-CoV-2 

pertenece al grupo de los β-coronavirus, que ocasiona una enfermedad que afecta 

principalmente las vías respiratorias y puede ocasionar enfermedad pulmonar grave (Perrotta 

et al., 2020). El genoma codifica para proteínas estructurales como: la proteína de la espiga 

(spike S), proteína de la nucleocápside (N), proteína de membrana (M) y proteína de envoltura 

(E), y 17 proteínas no estructurales (ns1 a ns17) (Domling & Gao, 2020). La proteína E participa 

en el ensamblaje y liberación de partículas virales. La proteína M proporciona la forma de la 

envoltura viral y se une a la nucleocápside, mientras que la proteína N se une al genoma del 

ARN construyendo la nucleocápside. Las proteínas M, E y S entran en el complejo del 

compartimento intermedio del retículo endoplasmático y el aparato de Golgi y constituyen la 

envoltura viral (Bahrami & Ferns, 2020).  La entrada del virus está mediada por la proteína de 

la espiga (proteína S) que está compuesta por dos subunidades S1 y S2. La función de la 

subunidad S1 es unirse al receptor en la célula hospedadora y consta de  un dominio N-terminal 

(NTD) y un dominio de unión al receptor (RBD). La subunidad S2 fusiona las membranas de 
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los virus con las células huésped y contiene péptido de fusión (FP), repetición de heptada 1 

(HR1), hélice central (CH), dominio conector (CD), repetición de heptada 2 (HR2), dominio 

transmembrana (TM) y cola citoplásmica (CT)El dominio de unión al receptor (RBD) se acopla 

específicamente al receptor de la célula huésped, determinando así el tropismo y la 

patogenicidad de la célula viral. (Wang M. et al., 2020).  

3.2. Patogenia 

El reconocimiento de receptores celulares por SARS-CoV-2 se da mediante la proteína 

de la espiga, que posee el dominio de unión al receptor (RBD), donde el virus se une de forma 

específica al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) del humano que 

promueve la escisión de la hemaglutinina por parte de proteínas de superficie celular 

denominadas serin proteasa 2 transmembranal (TMPRSS2) y catepsinas, de las vías 

respiratorias (Perrotta et al., 2020). Estas proteasas activan la entrada de SARS-CoV-2 en la 

célula anfitriona, donde RBD atraviesa cambios conformacionales como una bisagra, lo que 

lleva a la exposición de los determinantes de la proteína de la espiga para activar el receptor de 

la célula anfitriona  (Shang et al., 2020). Este proceso forma dos estados: conformación "hacia 

abajo" y conformación "hacia arriba". En el estado "hacia abajo", los motivos de 

reconocimiento no sobresalen de la interfaz. En el estado abierto "hacia arriba"se realiza la 

fusión del SARS-CoV-2 y las membranas de la célula huésped para el ingreso del virus 

contribuyendo a la propagación de SARS-CoV-2. El cambio de posición de RBD determina la 

infectividad, pero también sirve de mecanismo de evasión de la respuesta inmune (Wang M. et 

al., 2020). Es la afinidad entre RBD y ACE2 lo que determina principalmente qué hospedador 

es susceptible a la infección por SARS-CoV-2. 
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3.3. Transmisión 

SARS-CoV-2 se transmite principalmente por gotitas respiratorias, aerosoles y fómites 

(Sharma et al., 2020). Las gotitas respiratorias son partículas que posee un diámetro mayor a 5 

μm y se producen al toser, estornudar y gritar, pueden transmitir virus o bacterias y se depositan 

en superficies, mientras que los aerosoles que miden menos de 5 μm, se generan al respirar y 

hablar y permanecen suspendidas en el aire (Kutti-Sridharan et al., 2020).  

 

3.4. Diagnóstico de COVID-19 

El diagnóstico de primera línea se basa en el uso de pruebas moleculares como RT-PCR 

cuantitativo (RT-qPCR), que detectan ARN del virus en muestras de hisopados orofaríngeos, 

nasofaríngeos, esputo y líquido broncoalveolar con diferente rendimiento diagnóstico.  La carga 

viral se puede estimar con RT-qPCR con la búsqueda específica del gen N mediante la 

extracción de ARN, para sucesivamente convertirlo en ADNc a través de una retrotranscriptasa 

y amplificar el gen a buscar. Se ha determinado que la carga viral máxima que alcanzan hasta 

6 días después de la aparición de los síntomas se encuentra entre 10⁴ a 10⁷ copias/ml en 

hisopados (Dhama et al., 2020). La RT-qPCR usa primers específicos que apuntan a las 

regiones específicas del virus, y sondas fluorescentes que controlan el progreso de la 

amplificación a nivel que se producen amplicones en la muestra, donde se usa el denominado 

Ct o Cq para correlacionar la concentración del objetivo y su positividad. 

Las pruebas cuantitativas y cualitativas de anticuerpos son importantes en el diagnóstico 

y vigilancia de la enfermedad, y pueden complementar a las pruebas moleculares, pues pueden 

detectar los anticuerpos desde los 7 días luego del inicio de los síntomas, detectar infecciones 

pasadas y evaluar la respuesta humoral en individuos o cohortes con diferentes métodos de 

tratamiento (Vandenberg et al., 2021). La detección se realiza mediante un ensayo 
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cromatográfico de inmunoabsorción para la detección cualitativa de anticuerpos IgG o IgM, 

que consiste en membranas de nitrocelulosa inmovilizadas e impregnadas con el antígeno 

específico de SARS-CoV-2 conjugado con nanopartículas de oro coloreadas, las cuales se van 

a unir a los anticuerpos IgG o IgM para detectarse de forma colorimétrica en 10 minutos 

(Kevadiya et al., 2021). Sin embargo, las limitaciones de las pruebas rápidas son que al detectar 

anticuerpos, los niveles de IgM se forman desde los primeros ocho días de la infección por el 

virus, y depende de las características del paciente, sin embargo, estos ensayos conllevan bajo 

tiempo y costo apoyando al diagnóstico en el contexto epidemiológico. Por otro lado, la RT-

qPCR puede tener un tiempo de respuesta mayor a 48 horas y aumentar los riesgos de 

contaminación cruzada, baja calidad en la extracción y purificación de ácidos nucleicos, los 

primers que se dirigen a diferentes partes de genomas pueden ser afectados por la variación de 

la secuencia del ARN viral y finalmente altos costos (Kevadiya et al., 2021).  

En la investigación y el diagnóstico clínico, los métodos de secuenciación de alto 

rendimiento, conocidos como secuenciación de próxima generación (NGS), permiten la 

caracterización simultánea de millones de fragmentos de ADN individuales (o fragmentos de 

ADNc), identificando la diversidad viral mediante la secuenciación de ARN lo que facilita el 

ensamblaje del genoma y su respectivo análisis, siendo importante para el diagnóstico preciso, 

seguimiento y control de una infección viral (Mohamadian et al., 2021). El secuenciamiento 

mediante la tecnología de Oxford-Nanopore, permite el secuenciamiento de lecturas largas de 

estas moléculas individuales, el cual se basa en el principio de que, el ARN de una sola hebra 

del SARS‐CoV-2 se transloca sobre una proteína nanoporosa que está formada de dos unidades, 

una enzima motor y un lector de nanoporos incorporados en una membrana eléctrica. Las 

moléculas de ARN causan una fluctuación de corriente la cual permite el ingreso a través del 

nanoporo, mientras tanto, el proceso de translocación del ARN del SARS‐CoV‐2 resiste 
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parcialmente el flujo de iones en el lector de nanoporos, por lo que detecta el paso de 

nucleótidos en tiempo real según la corriente producida por cada uno de éstos y finalmente se 

decodifica para generar una secuencia de ARN. El ARN del SARS‐CoV‐2 se transloca a través 

de los nanoporos a alta velocidad, alrededor de 80 bases por segundo (Du, 2021). Con el 

instrumento de Oxford Nanopore MinION se ha estudiado el ARN genómico de SARS-CoV-2 

encontrando modificaciones en su genoma, además de estudiar la tasa de evolución del virus 

(Wang Ming, 2020). Aunque no es considerado un método de diagnóstico de primera línea; el 

tiempo de respuesta, la portabilidad y el costo cumple un papel importante en la vigilancia 

epidemiológica, determinando las secuencias con gran precisión (Bull et al., 2020).  

3.5. Sensibilidad y Especificidad de Pruebas Diagnósticas 

Las pruebas de diagnóstico brindan información definitiva sobre la presencia o ausencia 

de una enfermedad. La sensibilidad analítica de una prueba se basa en la capacidad de detectar 

la cantidad mínima de analito de una prueba (Dhama et al., 2020), es decir, la cantidad de copias 

del ADN procedente de la retrotranscripción del virus SARS-CoV-2 para RT-qPCR y la 

cantidad de anticuerpos presentes en sangre para pruebas rápidas y cuantitativas de anticuerpos, 

y así detectar la capacidad de detectar un verdadero positivo. (Trevethan, 2017). La 

especificidad analítica se refiere a la capacidad de diferenciar de forma exclusiva el analito en 

presencia de sustancias interferentes en condiciones controladas de laboratorio (Dhama et al., 

2020), es decir, la capacidad de las pruebas para detectar un verdadero negativo. 

En un metaanálisis realizado por el grupo de Bastos & col., evaluaron 4969 

investigaciones basada en la sensibilidad o especificidad de pruebas serológicas comparadas 

con RT-qPCR para determinar la mejor precisión diagnóstica, encontrando una sensibilidad 

alta (entre 69.9% y 98.9%) luego de las tres semanas de aparición de los síntomas en 

comparación a los primeros siete días (entre 13.4% y 50.3%) en el diagnóstico de COVID-19 
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agudo (Lisboa et al., 2020). En cuanto a la secuenciación mediante nanoporos, se ha conseguido 

determinar secuencias de consenso altamente precisas, con variantes de un solo nucleótido 

(SNV) detectadas con una sensibilidad >99% y una precisión >99% proporcionando la 

idoneidad para el análisis del genoma del SARS-CoV-2 (Bull et al., 2020).  

Las pruebas de sensibilidad y especificidad varían según los kits disponibles. Mediante 

comparación se ha encontrado una alta similitud en las sensibilidades analíticas para la 

detección del SARS-CoV-2 con RT-qPCR (Vogels et al., 2020) (Florez et al, 2020) y alta 

comparabilidad en ensayos serológicos (Santaella-Tenorio J, 2020).  

4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar las pruebas serológicas como método rápido de diagnóstico temprano para 

COVID-19 en comparación con RT-qPCR en la población del Sur del Ecuador en el año 2020-

2021.  

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Caracterizar la población de estudio con la información clínica y sociodemográfica de 

pacientes positivos con SARS-CoV-2 de las provincias de Azuay, Cañar, El Oro y 

Morona Santiago. 

● Comparar la sensibilidad de detección de la infección con SARS-CoV-2 entre pruebas 

serológicas de anticuerpos cualitativas y cuantitativas, con RT-qPCR. 

● Caracterizar las muestras positivas de RT-qPCR mediante secuenciamiento para 

identificar las variantes circulantes. 
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● Comparar las mutaciones de las muestras secuenciadas con respecto a la muestra 0 de 

Wuhan. 

METODOLOGÍA Y DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN  

1. Participantes 

El presente es un estudio piloto que tiene como universo a la población del sur del 

Ecuador, donde el muestreo es de tipo no probabilístico por conveniencia. Los individuos que 

formarán parte del estudio deben cumplir con los siguientes criterios de inclusión y exclusión: 

Criterios de Inclusión: 

- Residir en las provincias del sur del Ecuador: Azuay, Cañar, El Oro y Morona Santiago. 

- Pacientes diagnosticados con COVID-19. 

- Pacientes que presentan signos y síntomas. 

- El transcurso de inicio de los síntomas debe ser de un máximo de 12 días. 

Criterios de Exclusión: 

- Mujeres embarazadas.  

- Menores de 18 años de edad. 

Todos los pacientes accedieron a participar en este estudio mediante consentimiento informado.  

2. Muestras 

Se recolectaron 51 muestras de hisopados orofaríngeos y sangre en un laboratorio 

clínico particular en la ciudad de Cuenca entre agosto 2020 y febrero 2021. De las cuales, tres 

muestras fueron excluídas por no cumplir con el criterio de ser mayor de edad. Se recolectaron 

los datos clínicos de los participantes. Las muestras de hisopados contenían el inactivador viral 

Shield (Zymo Research) y fueron almacenadas a 2°C hasta su respectivo envío al Instituto de 

Microbiología de la Universidad San Francisco de Quito para ser procesadas. Para las muestras 

de sangre, se extrajo el suero mediante centrifugación a 5000 rpm y aquellas que no se lograron 
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analizar inmediatamente se almacenaron a una temperatura de congelación de –8 °C. Este 

estudio fue aprobado por el Comité de Ética de Investigación en Seres Humanos (CEISH) de 

la Universidad San Francisco de Quito V 3.1.1. Aprobación MSP, Oficio No. MSP-SDM-10-

2013-1019-O. 

3. Análisis cualitativo y cuantitativo en suero 

Se realizaron pruebas de anticuerpos cuantitativas utilizando el kit de detección 

NovaLisa® SARS-CoV-2 (COVID-19) IgG/IgM (NovaTec Immundiagnostica GmbH) según 

las instrucciones del fabricante, y para las pruebas cualitativas el cassette de prueba rápida 

COVID-19 IgG/IgM de Healgen Scientific. Se realizaron dos experimentos independientes por 

cada muestra.  

Para la determinación cuantitativa se realizó la técnica ELISA (Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay). Las muestras de suero se diluyeron en una relación 1:100 con el 

tampón de dilución, y se mezclaron en vortex. Se colocaron 100 µL del estándar y muestras en 

los pocillos respectivos las cuales están recubiertas con antígenos específicos, luego se recubrió 

las tiras con autoadhesivos y se incubó por 1 hora a 37°C. Luego de la incubación, se retiró el 

autoadhesivo, se aspiró el líquido y se lavó tres veces con 300 µL de tampón de lavado. Para 

retirar el líquido sobrante se sacude sobre papel absorbente. Se pipetearon 100 µL de conjugado 

de peroxidasa de rábano (HRP) en cada pocillo e incubar por 30 min a temperatura ambiente 

(20°C) a oscuridad. Repetir el lavado como se lo realizó anteriormente. Pipetar 100 µL de 

Solución de Sustrato Tetrametilbencidina (TMB) en todos los pocillos e incubar 15 min en 

oscuridad a 20 °C. Finalmente pipetear en todos los pocillos 100 µL de la Solución de Parada 

en el mismo orden e intervalo de tiempo para obtener un cambio de color azul a amarillo. Se 

mide en un espectrofotómetro de placas ELISA a 450 nm. La intensidad de color es 

proporcional a la cantidad de anticuerpos específicos en la muestra. 

(https://www.rafer.es/sites/default/files/kit_elisa_sars-cov-2_covid-19_igm_.pdf) Un valor 
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mayor a 1.1 UA/ml se considera positivo, entre 0.9 y 1.1 UA/ml se considera indeterminado, y  

menor a 0.9 UA/ml es negativo.  

Para la determinación cualitativa de anticuerpos se usó la técnica de flujo lateral 

mediante el dispositivo de prueba rápida para COVID-19 IgG / IgM que consiste en colocar el 

dispositivo sobre una superficie plana y agregar 5 μL de muestra al pocillo S, luego añadir 2 

gotas (80 μL) de buffer al pocillo B evitando la formación de burbujas de aire. Los resultados 

se leen a los 10 minutos. (https://www.healgen.com/if-respiratory-covid-19) 

4. Extracción de ARN 

El ARN viral se extrajo usando el kit de extracción Quick-RNA™ Viral de Zymo 

Research. Para extraer el ARN total de cada muestra, se añade 800 µl de tampón de ARN viral 

a cada 400 µl de muestra (2: 1) y mezclar. A continuación, se transfiere la mezcla a una 

Columna 2 IC Zymo-Spin ™ y se debe centrifugar por 2 minutos, para transferir la columna a 

un nuevo tubo.  Luego se realiza un tratamiento con DNasa I, para lo cual, se realiza un lavado 

con 400 µl de Tampón de ARN a la columna, luego centrifugar y desechar. Se añaden 40 µl de 

mezcla de reacción de ADNasa I directamente a la matriz de la columna y se incuba a 

temperatura ambiente (20-30 ° C) durante 15 minutos. Finalmente se añaden 500 µl de tampón 

de preparación de ARN a la columna, para luego centrifugar y desechar. 

Para la purificación del ARN se añaden 500 µl de tampón de lavado viral a la columna, 

centrifugar 30 segundos y desechar el líquido. Añadir 500 µl de etanol (95-100%) a la columna 

y centrifugar durante 1 minuto para asegurar la eliminación completa del tampón de lavado. 

Luego, transferir la columna a un tubo sin nucleasas y agregar 15 µl de agua sin ADNasa / 

ARNasa directamente a la matriz de la columna para centrifugar durante 30 segundos con el fin 

de eluir el ARN. (Volumen final de elución: 25 µl)  

 

https://www.healgen.com/if-respiratory-covid-19
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5. Preparación de ADNc y RT-qPCR  

Para la retrotranscripción se coloca en tubo limpio los siguientes reactivos, mediante 

mezcla suave, según la tabla siguiente: 

Tabla N°1. Condiciones de reacción para RT-qPCR  

Reactivos 

Concentración  

inicial 

Volumen inicial 

µl 

Concentración 

final 

Volumen final 

µl 

Mol. Grade H2O - 1.85 - 40.79 

MgSO2 1.6mM/ dNTPs 

200mM 2X 5.00 1X 110.25 

SuperScript III/ Taq 

platinum 200U 0.20 4U 4.41 

Forward primer 20 µM 0.250 0.500 µM 5.51 

Forward reverse 20 µM 0.250 0.500 µM 5.51 

Sonda 5 uM 0.250 0.125 5.51 

ROX - 0.200 - 4.41 

 Volumen de reacción 8.00  VolumenTotal 176.40 

Se utilizó el sistema ABI 7300 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA) donde la reacción de amplificación consistió en un primer paso de 15 min a 50°C, seguido 

por 2 minutos a 95°C para la desnaturalización inicial, 15 segundos a 95°C para la 

desnaturalización y 30 segundos a 55°C para la extensión, con un total de 35 ciclos. Se detectó 

el gen N2 utilizando los primers recomendados por el CDC, 2019-nCoV N2-Forward TTA 

CAA ACA TTG GCC GCA AA, N2-Reverse GCG CGA CAT TCC GAA GAA para la 

detección de secuencias genéticas específicas de SARS-CoV-2. 

Un valor de Ct menor o igual a 30 se definió como prueba positiva y apta para hacer 

secuenciamiento. Un valor de Ct mayor a 30 se consideró como prueba positiva, pero no apta 

para secuenciamiento.  
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6. Secuenciación del genoma 

Las muestras seleccionadas fueron procesadas con el secuenciador MinION (Oxford-

Nanopore Technologies). Para la secuenciación se realizó el esquema de imprimación 

desarrollado por la Red ARTIC para nCoV-2019 (https://www.protocols.io/view/ncov-2019-

sequencing-protocol-bbmuik6w?version_warning=no), utilizando los juegos de imprimaciones 

V3.  

El producto de esta reacción se purificó mediante el uso de perlas magnéticas AMPure 

XP (Beckman Coulter, EE. UU.), y se cuantificó utilizando un kit de ensayo de ARN Qubit 

(Thermo Scientific, Invitrogen, EE. UU.). Después se realizó la preparación de la biblioteca de 

cDNA utilizando el kit RAPID de código de barras (SQK-RBK004) (Oxford Nanopore 

Technologies), para cargar en la celda de flujo MinION (FLO-MIN 106). Para poder monitorear 

la secuencia en tiempo real se utilizó el software RAMPART (v1.0.5) de la red ARTIC ( 

https://github.com/artic-network/rampart ). Después de la secuenciación, se utilizó Nanoplot y 

Porechop (V 0.2.4) (https://github.com/rrwick/Porechop) para determinar la calidad de la 

secuencia y realizar demultiplex y extracción del adaptador, respectivamente. Para generar 

genomas de consenso, las lecturas se mapearon contra la cepa de referencia de Wuhan-Hu-1 

(número de acceso de GenBank MN908947). Finalmente se utilizó la herramienta NextClade 

(v0.4.0) para asignar los clados a cada una de las secuencias, y se cargaron los genomas en el 

programa CoV-GLUE para la clasificación del linaje. 

Para determinar el número de variaciones frente a la muestra de Wuhan de la base de 

datos GISAID, se realizó una comparación usando la plataforma NextClade. 

 

 

https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w?version_warning=no
https://www.protocols.io/view/ncov-2019-sequencing-protocol-bbmuik6w?version_warning=no
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7. Análisis Estadístico 

Se realizó una base de datos y se analizó la sensibilidad para la detección de SARS-

COV-2 por RT-PCR en comparación con los métodos de anticuerpos por ELISA e 

inmunocromatografía, mediante el porcentaje de pruebas positivas por cada uno de los métodos, 

con un intervalo de confianza del 95%. El análisis estadístico se realizó con el programa 

GraphPad Prism 9.2.0, donde se empleó el Modelo de correlación de Pearson, considerando los 

valores del coeficiente r donde, aquellos valores menores a 0 tienen correlación negativa y 

valores superiores una correlación positiva, y todos aquellos iguales o cercanos a 0 no poseen 

ninguna correlación entre las variables. Además, se obtuvo el p value considerando un valor 

menor a 0,05 como estadísticamente significativo. 
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RESULTADOS Y ANÁLISIS DE DATOS 

1. Información Clínica y Sociodemográfica de los Participantes 

En este estudio participaron 48 pacientes de cuatro provincias del Sur del Ecuador, 

72.91% pertenecientes a la provincia del Azuay, 16.67% de la provincia de Cañar, 8,33% de 

Morona Santiago y el 2.08% de El Oro; distribuidos en siete ciudades. Tabla N°2 

Tabla N°2. Distribución de los participantes de las Provincias del Ecuador 

Provincia Ciudad n = 48 % 

Azuay Cuenca 34 70.83 

Gualaceo 1 2.08 

Cañar Azogues 8 16.67 

El Oro Machala 1 2.08 

Morona Santiago Morona 2 4.17 

Limón Indanza 1 2.08 

Macas 1 2.08 

TOTAL   48 100 

Del total de los participantes, 18 eran mujeres y 30 eran varones (Figura1), donde la 

mediana de edad fue de 59 años. Veinte y dos de los pacientes eran de la tercera edad (>60 

años) (Figura2). Los principales síntomas de estos fueron fiebre, disnea y tos, reportados en 

56.25%, 41.67% y 27.08% de los 48 pacientes, respectivamente. Los síntomas menos 

frecuentes fueron insomnio, debilidad muscular y síncope en 2.08% de los pacientes.  
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Figura 1. Distribución de género de los participantes en el estudio (n=48)  

 

 

Figura 2. Frecuencia de edades de los participantes en el estudio (n=48)  

 

Un dato adicional de los pacientes fue la ocupación o profesión, donde el 20.83% fueron 

amas de casa y el 18.75% se encontraban jubilados. Estos pacientes se encontraban en la ciudad 

de Cuenca, en busca de tratamiento de la COVID-19; el 20.83% (10) fallecieron.  
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Figura 3. Desenlace de los pacientes. 
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Tabla N°3. Características clínicas de los pacientes 

Síntomas Valor 

n = 48  

%  

Fiebre 27 56.25 

Disnea 20 41.67 

Tos 13 27.08 

Decaimiento 12 25.0 

Diarrea 11 22.92 

Dolor de Cuerpo 9 18.75 

 

Dolor de Cabeza 8 16.67 

Malestar 7 14.58 

Hipogeusia 7 14.58 

Dolor de Pecho 6 12.50 

Congestión 6 12.50 

Dolor de Garganta 5 10.42 

Vomito 5 10.42 

Anosmia 4 8.33 

Nauseas 4 8.33 

Hiporexia 3 6.25 

Mareo 2 4.17 

Insomnio 1 2.08 

Debilidad 

muscular 

1 2.08 

Sincope 1 2.08 
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2. Resultados cualitativos y cuantitativos 

Las muestras para la prueba de anticuerpos se tomaron en el mismo momento que los 

hisopados orofaríngeos. La información de la fecha de inicio de los síntomas se obtuvo de los 

pacientes, y el período de enfermedad varió de 1 a 12 días. De 48 muestras de sueros, se obtuvo 

que: en la prueba cualitativa, 56.25% (27) tuvieron aparición de anticuerpos IgM dentro de los 

primeros 12 días de síntomas indicando infección aguda, y el 54.17% (26) de éstos marcaron 

positividad en anticuerpos IgG. Por otro lado, el 43.75% (21) y 45.83% (22) marcaron 

negatividad en la producción de IgM e IgG, respectivamente. (Figura 4)  

 

Figura 4. Distribución de resultados positivos y negativos de IgG e IgM según prueba 

cualitativa (n = 48). 

En la prueba cuantitativa, la detección de positivos en anticuerpos IgM fue del 37.50% (18) y 

62.50% (30) para IgG, encontrando negatividad en 52.08% (25) y 33.33% (16) para IgM e IgG, 

respectivamente. Por lo cual, los casos que se encontraban en un intervalo entre 0.9 y 1.1 UA/ml 

fue considerado como indeterminado. (Figura 5)  
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Figura 5. Distribución de resultados positivos y negativos de IgG e IgM según prueba 

cuantitativa. (n = 48). 

 

3. Resultados de RT-qPCR 

Es importante destacar que una de las muestras no fue analizada, ya que se derramó 

durante el transporte, por lo que se encontró, que, de 47 muestras orofaríngeas analizadas, 41 

de los pacientes fueron positivos mediante RT-qPCR, con una tasa de detección del 87.23%, 

de las cuales el 53.19% (25) obtuvieron un Ct menor a 30 y fueron idóneas para el 

secuenciamiento. Sin embargo, sólo se lograron secuenciar siete muestras. (Figura 6) 

Además, dentro del grupo evaluado, 25 fueron pacientes hospitalizados con criterio 

clínico de neumonía confirmados mediante RT-qPCR, de los cuales 13 pertenecían al grupo de 

personas en riesgo por ser de la tercera edad. 
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Figura 6. Detección de positivos mediantes RT-qPCR 

 

4. Comparación de las pruebas serológicas de anticuerpos y RT-qPCR  

Se realizó una comparación de las pruebas de anticuerpos y la RT-qPCR, tomando en cuenta 

los pacientes positivos y negativos de las pruebas serológicas en IgM que es el primer 

anticuerpo en aparecer a partir de los primeros cuatro días de síntomas (Xiang et al., 2020) 

(Figura 7). 

   

Figura 7. Comparación de resultados positivos y negativos según pruebas serológicas 

y RT-qPCR. (p<0.0005) 
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De los resultados obtenidos la prueba cualitativa detectó 27 positivos y la cuantitativa 

sólo 18 para IgM. La diferencia entre las pruebas es de 9 pacientes, de los cuales cinco fueron 

considerados como indeterminados y cuatro como negativos en la  forma cuantitativa, sin 

embargo los mismas muestras reflejaron positividad de manera cualitativa, determinando una 

sensibilidad de la prueba rápida de Healgen Scientific, frente a la prueba realizada mediante 

ELISA NovaLisa®. 

Para evaluar la sensibilidad de detección de la infección con SARS-CoV-2 entre pruebas 

serológicas de anticuerpos cualitativas y cuantitativas con RT-qPCR, se comparó la positividad 

de las pruebas con el anticuerpo IgM, obteniendo que la prueba cualitativa identificó a 27 

positivos (56.25%), la prueba cuantitativa a 18 positivos (37.50%) y la prueba molecular 43 

(87.23%) con p<0.0005 (Figura 8). Concluyendo que la RT-qPCR es la prueba más sensible 

para la detección de SARS-CoV-2, mientras que la prueba rápida o cualitativa tiene mayor 

capacidad de detección de anticuerpos frente a la prueba cuantitativa. 

 

Figura 8. Comparación de resultados positivos según pruebas serológicas y RT-

qPCR. (p<0.0005) 
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Por otro lado, se realizó una comparación entre el Ct de la RT-qPCR y los resultados de 

IgM por la prueba cuantitativa para ver, si a menor Ct hay un aumento de cantidad de 

anticuerpos IgM, mediante el factor de correlación de Pearson obteniendo un valor de 0.047 y 

p value de 0.374, lo cual significa que no existe una dependencia entre los valores de la 

inmunoglobulina producidos por los pacientes y el Ct de la RT-qPCR (Figura 9). 

 

Figura 9. Comparación de IgM Cuantitativo y RT-qPCR. 

Finalmente se realizó una comparación entre el Ct de la RT-qPCR y la edad de los 

pacientes obteniendo un valor de -0.1111 para el factor de correlación de Pearson y un p value 

de 0.489, lo cual significa que no existe una relación de la edad frente al Ct obtenido en la RT-

qPCR (Figura 10), pues la edad, no es un factor para el contagio de SARS-CoV-2, ya que es 

importante la relación con otras variables como la clínica del paciente, estado de salud, 

enfermedades e incluso la asunción de riesgos. 
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Figura 10. Relación entre la Edad y RT-qPCR. 

 

5. Secuenciamiento y Comparación frente a la cepa de referencia de Wuhan 

 La secuenciación del SARS-CoV-2 se realizó en siete muestras pertenecientes a las 

ciudades de Cuenca (5), Azogues (1) y Machala (1). Los clados encontrados corresponden a 

20D (EPI_ISL_539785), 20A (EPI_ISL_539786, EPI_ISL_539787, EPI_ISL_539788, 

EPI_ISL_1366725), y 20B (EPI_ISL_697787, EPI_ISL_1366722) (Tabla 4). 

En la muestra EPI_ISL_539785 se encontraron un total de 11 mutaciones, encontrando 

también seis sustituciones de aminoácidos: N:R203K, N:G204R, ORF1a:T1246I, 

ORF1a:G3278S, ORF1b:P314L, S:D614G. En la muestra EPI_ISL_539786 se encontraron un 

total de 6 mutaciones, encontrando tres sustituciones de aminoácidos: ORF1a:K3353R, 

ORF1b:P314L, S:D614G. En la muestra EPI_ISL_539787 se encontraron un total de 7 

mutaciones, encontrando tres sustituciones de aminoácidos: M:D3G, ORF1b:P314L, S:D614G. 

En la muestra EPI_ISL_539788 se encontraron un total de 8 mutaciones, encontrando cinco 

sustituciones de aminoácidos: ORF1a:F908L, ORF1a:S984G, ORF1b:P314L, ORF1b:M657I, 

S:D614G. En la muestra EPI_ISL_1366725 se encontraron un total de 20 mutaciones, 
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encontrando nueve sustituciones de aminoácidos: N:S194L, N:H300Y, ORF1a:I114T, 

ORF1a:L3606F, ORF1b:P314L, ORF1b:H604Y, ORF3a:Q57H, S:T29I, S:D614G. En la 

muestra EPI_ISL_697787 se encontraron un total de 9 mutaciones, encontrando seis 

sustituciones de aminoácidos: N:R203K, N:G204R, ORF1b:Y29H, ORF1b:P314L, 

ORF1b:T2592I, S:D614G. Finalmente, en la muestra EPI_ISL_1366722, se encontraron un 

total de 14 mutaciones, encontrando ocho sustituciones de aminoácidos: N:R203K, N:G204R, 

N:D377Y, ORF1a:L3606F, ORF1b:P314L, ORF1b:V2061L, S:D138Y, S:D614G. Es así que, 

en todas las muestras se encontró la sustitución D614G en la proteína de la espiga, variación 

que se ha convertido en la más abundante a nivel mundial. (Tabla 5) 

En la determinación del linaje de las muestras, se obtuvo que, para EPI_ISL_539786 y 

EPI_ISL_539787 provienen del linaje B.1, que se encuentra relacionado a las primeras 

muestras obtenidos en el brote de Italia al inicio de la pandemia. Para EPI_ISL_539785, 

EPI_ISL_697787, EPI_ISL_1366725, EPI_ISL_1366722, se encontraron dentro del linaje 

B.1.1 comúnmente encontrado en Reino Unido, así como EPI_ISL_539788 asignado al linaje 

B.1.223 también proveniente del Reino Unido y España. (https://clades.nextstrain.org/)  
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Tabla N°4. Asignación de clado y linaje de sietes muestras secuenciadas. 

GISAID id Clado Linaje Mutaciones 

EPI_ISL_539785 20D B.1.1.1 

C3037T, C4002T, G10097A, C13536T, C14408T, 

A23403G, C23731T, G28881A, G28882A, 

G28883C 

EPI_ISL_539786 20A B.1 C3037T, A10323G, C14408T, A20268G, A23403G 

EPI_ISL_539787 20A B.1 
C3037T, C3130T, T3793C, C14408T, A23403G, 

A26530G 

EPI_ISL_539788 20A B.1.223 
T2987C, C3037T, A3215G, C14408T, G15438T, 

A20268G, A23403G 

EPI_ISL_697787 20B B.1.1 
C3037T, T13552C, C14408T, C21242T, A23403G, 

G28881A, G28882A, G28883C 

EPI_ISL_1366725 20A B.1.111 

T606C, C1060T, C3037T, A8479G, C10507T, 

G11083T, C14408T, C15277T, C18877T, 

C21648T, A23056G, A23403G, G25563T, 

G28079T, C28253T, C28854T, T28978A, 

C29171T, G29260A 

EPI_ISL_1366722 20B B.1.1 

C2110T, C3037T, C8917T, G11083T, C14408T, 

G19648T, G21974T, A23403G, C27600T, 

G28881A, G28882A, G28883C, G29402T 

 

Tabla N°5. Sustituciones de aminoácidos encontradas 

GISAID id Sustituciones de aminoácidos Total 

EPI_ISL_539785 
N:R203K,N:G204R,ORF1a:T1246I,ORF1a:G3278S,ORF

1b:P314L,S:D614G 
6 

EPI_ISL_539786 ORF1a:K3353R, ORF1b:P314L,S:D614G 3 

EPI_ISL_539787 M:D3G,ORF1b:P314L,S:D614G 3 

EPI_ISL_539788 
ORF1a:F908L, 

ORF1a:S984G,ORF1b:P314L,ORF1b:M657I,S:D614G 
5 

EPI_ISL_697787 
N:R203K,N:G204R,ORF1b:Y29H,ORF1b:P314L,ORF1b

:T2592I,S:D614G 
6 

EPI_ISL_1366725 
N:S194L,N:H300Y,ORF1a:I114T,ORF1a:L3606F,ORF1

b:P314L,ORF1b:H604Y,ORF3a:Q57H,S:T29I,S:D614G 
9 

EPI_ISL_1366722 
N:R203K,N:G204R,N:D377Y,ORF1a:L3606F,ORF1b:P

314L,ORF1b:V2061L,S:D138Y,S:D614G 
8 
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DISCUSION 

Al inicio de la pandemia se desarrollaron pruebas serológicas con el propósito de 

evaluar la infección viral aguda y crítica de COVID-19, comprender la respuesta inmunitaria 

frente a la infección, estudiar una posible reacción cruzada con otros coronavirus, determinar 

la duración de la inmunidad, orientar el desarrollo de la enfermedad y generar datos 

epidemiológicos a nivel mundial. La necesidad de estudios seroepidemiológicos para conocer 

el grado de propagación del COVID-19 fue de gran auge, sin embargo, la prueba RT-qPCR fue 

declarada la prueba estándar para el diagnóstico de COVID-19. En nuestro país, el ingreso 

acelerado de pruebas rápidas serológicas implicó su uso como diagnóstico primario de la 

enfermedad, mientras que el alcance del uso de la prueba RT-qPCR fue inicialmente bajo 

debido a la dificultad de acceder a los reactivos, su costo alto y la capacitación del personal de 

salud.  

En este estudio encontramos que las pruebas serológicas de detección de anticuerpos, 

rápidas y cuantitativas, no deben usarse para el diagnóstico temprano de COVID-19, pues la 

RT-qPCR obtuvo un alto rendimiento diagnóstico obteniendo que, de una cohorte de 48 

pacientes, se lograron identificar 43 positivos, lo que corresponde a una detección del 87.23%, 

mientras que la prueba cualitativa detectó a 30 positivos y la prueba cuantitativa sólo detectó 

18, lo que corresponden al 56.25% y 37.50%, respectivamente. Por lo que, la sensibilidad de la 

prueba rápida fue mayor, en comparación con el método ELISA, lo que puede explicarse a la 

alta sensibilidad reportada por el fabricante de la prueba rápida donde indica una sensibilidad 

de 100% para IgM y 96.7% para IgG, pues aseguran detectar los anticuerpos IgM de 3 a 5 días 

después de la incubación, pero al mismo tiempo, que los resultados positivos pueden deberse a 

una infección pasada o presente con cepas de coronavirus distintas del SARS-CoV-2, como los 

coronavirus HKU1, NL63, OC43 o 229E (https://www.healgen.com/if-respiratory-covid-19). 

https://www.healgen.com/if-respiratory-covid-19
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Estos datos son similares a los obtenidos por Daoud, McLeod & Stockman, donde encuentran 

una sensibilidad del 66,2% para IgM con el mismo kit de pruebas, sin ninguna reactividad 

cruzada con otro tipo de virus (Coronavirus 229 E, NL63, NL63 + RSV, 229 + RSV, 

metapneumovirus humano, parainfluenza, influenza A, influenza B, virus de la hepatitis C, 

virus de la hepatitis B, VPH, VIH.) o metabolitos (hemoglobina, bilirrubina conjugada, 

bilirrubina no conjugada, antibióticos: ciprofloxacina, cefotaxima, meropenem, imipenem, 

amikacina y anfotericina). Otros estudios publicados, indican que varios kits pueden tener una 

sensibilidad que varía del 9% al 88,6%, pero que depende de la duración de la enfermedad: 

sensibilidad de 40 a 86% (7 a 13 días después del inicio de los síntomas) y sensibilidad de 67 a 

100% (14 a 20 días después del inicio de los síntomas) (La Marca et al., 2020), pues la 

seroconversión después de la exposición al SARS-CoV-2 puede suceder desde los 7 a 14 días 

después del inicio de la enfermedad, y mientras aumenta el tiempo de exposición, la tasa de 

detección es mayor para las pruebas serológicas y menor para las pruebas moleculares (Wang 

P,2020).  

En cuanto a la prueba cuantitativa mediante el método de ELISA, se demostró que 

dentro de los primeros días de síntomas hay una baja sensibilidad (37.50%) frente a las pruebas 

rápidas y RT-qPCR, acorde a lo reportado por el fabricante NovaTec Inmunodiagnostica, que 

detecta los anticuerpos frente a la proteína N indicando una sensibilidad diagnóstica del 30% 

dentro de los 12 días de los síntomas (https://www.rafer.es/sites/default/files/kit_elisa_sars-

cov-2_covid-19_igm_.pdf). Esto es paralelo a otros estudios que utilizan la misma marca, como 

el grupo de Catry y col. en Bélgica, que encuentran una detección del 33.33% en pacientes 

leves a moderados; o en Francia, donde Michel y col, reportan una sensibilidad disminuida del 

19.4%. Pudiendo deberse a la proteína a la que está dirigida la prueba, ya que otras marcas 

https://www.rafer.es/sites/default/files/kit_elisa_sars-cov-2_covid-19_igm_.pdf
https://www.rafer.es/sites/default/files/kit_elisa_sars-cov-2_covid-19_igm_.pdf
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aumentan su detección cuando están dirigidas a la proteína S. (Tré-Hardy et al., 2021) (Yassine 

et al., 2021) 

Por lo tanto, las pruebas serológicas se pueden usan en combinación con pruebas 

moleculares para evitar falsos negativos, ya que la RT-qPCR es la prueba con mayor 

sensibilidad y especificidad en la detección temprana de SARS-CoV2, pues se conoce que 

detecta desde 10 copias por reacción (D'Cruz et al., 2020). En este caso, la detección fue del 

87.23% (n=43), pero varios aspectos pudieron interferir en los resultados, por ejemplo, las siete 

muestras negativas por RT-qPCR pudieron deberse a que los participantes ya pasaron por el 

proceso de infección y que no se encontraban dentro de los 12 días del inicio de los síntomas, 

o que, al contrario, se encontraban dentro del período de ventana donde el virus se encontraba 

en la etapa de incubación y en el cual no pudo ser detectado por la prueba RT-qPCR. Además 

se pueden presentar mutaciones en las regiones diana a la cual están dirigidos los primers y la 

sonda; razón por la que el secuenciamiento formó parte de este estudio, ya que es importante la 

identificación de las cepas circulantes en las provincias de Azuay, Cañar, El Oro y Morona 

Santiago, donde se secuenciaron siete muestras pertenecientes a Azuay(5), Cañar(1) y El 

Oro(1), a causa de que las muestras de Morona Santiago no cumplían con el criterio de obtener 

un valor de Ct menor a 30. Es así, que se identificó el linaje B y el sublinaje B.1, los cuales son 

los más prevalentes en todo el mundo. (Cella, 2021), donde B.1.1.1 y B.1.223 se han reportado 

hasta la fecha prioritariamente en Reino Unido con una prevalencia del 58% y 72% 

respectivamente, además se identificó B.1.111 proveniente de Estados Unidos. En todas las 

muestras se encontraron varias sustituciones de aminoácidos, en comparación con la cepa de 

referencia de Wuhan, encontrando que en el 100% de éstas se hizo presente la mutación D614G 

en la proteína S. Donde, estudios recientes han demostrado que la sustitución D614G suprime 

una interacción de enlace de hidrógeno del trímero S, que cambia alostéricamente el RBD a 
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una conformación ascendente, lo que promueve la unión con el receptor ACE2, conduciendo a 

una infectividad estable que aumenta su transmisibilidad, por lo que aumentaría la entrada viral 

en las células y contribuiría a títulos de virus más altos después de múltiples ciclos de infección. 

(Hoffmann, Kleine-Weber & Pohlmann, 2020) (Plante et al., 2021). 

Por lo que, se sugiere estudios donde se incluya un número mayor de muestras para 

obtener más información de las cepas circulantes en las provincias del Ecuador, además tomar 

en cuenta la cantidad de kits de prueba rápidas o cuantitativas circulantes en el país y medir su 

límite de detección para comprobar su uso en el monitoreo de los pacientes. También medir la 

persistencia de anticuerpos durante un período de tiempo prolongado con diferentes 

poblaciones clínicas, ya que, se desconoce a ciencia cierta si los anticuerpos indican protección 

contra la enfermedad o actúan como neutralizantes, por lo que al finalizar la pandemia se podría 

conocer esa información y contar con ensayos donde también se estudie la inmunidad celular, 

importante para la inmunidad a largo plazo.  
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CONCLUSIONES 

La prueba molecular RT-qPCR sigue siendo el estándar de oro para el diagnóstico de COVID-

19 en muestras orofaríngeas, nasofaríngeas y lavados broncoalveolares. Sin embargo, según el 

tipo de muestra, el estadio de la enfermedad, y la toma luego del inicio de los síntomas; la 

sensibilidad de la prueba puede afectarse. La RT-qPCR resultó ser la prueba más sensible y 

apta para la detección de SARS-CoV-2, pues se detectaron el 87.23% de positivos, a 

comparación de la prueba cualitativa y cuantitativa donde hubo una positividad del 56.25% y 

37.50%, de forma estadísticamente significativa, lo cual rechaza la hipótesis planteada. 

Concluyendo que las pruebas serológicas de detección de anticuerpos, rápidas y cuantitativas, 

son métodos aptos para la detección de anticuerpos de tipo IgG/IgM contra SARS-CoV-2, pero 

no son útiles para el diagnóstico de Covid-19- 

Es recomendable una combinación de pruebas diagnósticas clínicas: moleculares y serológicas 

para lograr una sensibilidad y especificidad adecuadas, pues la capacidad de combinar la RT-

qPCR con pruebas de anticuerpos y evitar falsos negativos, apoya la vigilancia de la salud 

pública e informa datos clínicos relevantes en la dinámica de COVID-19.  Además, el uso del 

secuenciamiento es importante para rastrear la transmisión del virus, detectar mutaciones y 

realizar seguimiento epidemiológico en el Ecuador. 

Se espera que a futuro haya un aumento en la sensibilidad y especificidad de kits rápidos y que 

el uso de estas pruebas, sean correctamente utilizadas e interpretadas por parte del personal de 

salud, para el manejo adecuado de los pacientes. 
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ANEXOS 

ANEXO A: Mapas de los puntos de recolección de las muestras 

Anexo A1. Mapa de la ciudad de Cuenca que muestra los lugares donde se recolectaron las 

muestras de sangre e hisopados orofaríngeos. Los números corresponden a las parroquias 

rurales de Tarqui(1), Baños(2), Llacao(3) y Ricaurte(4).  

 

Anexo A2. Mapa de la ciudad de Cuenca que muestra los lugares donde se recolectaron las 

muestras de sangre e hisopados orofaríngeos. Los números corresponden a las parroquias 

urbanas de Huaynacapac(1), Totoracocha(2), San Sebastian(3), Bellavista(4), Yanuncay(5) y 

El Vecino(6). 
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Anexo A3. Mapa de la ciudad de Gualaceo que muestra el lugar donde se recolectaron las 

muestras de sangre e hisopados orofaríngeos.  

 

Anexo A4. Mapa de la provincia de Cañar que muestra la ciudad de Azogues (1) donde se 

recolectaron las muestras de sangre e hisopados orofaríngeos. 
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Anexo A5. Mapa de la provincia de El Oro que muestra el lugar donde se recolectaron las 

muestras de sangre e hisopados orofaríngeos, en la ciudad de Machala (1). 

 

Anexo A6. Mapa de la provincia de Morona Santiago que muestra los lugares donde se 

recolectaron las muestras de sangre e hisopados orofaríngeos, Los números corresponden a 

las ciudades de Limón Indanza (1) y Morona (2). 
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Anexo A7. Coordenadas correspondientes a los lugares donde se tomaron las muestras 

 

Código Provincia - Ciudad Coordenadas 

C01 Azuay - Cuenca 2°53'28.6"S 78°59'45.1"W 

C02 Azuay - Cuenca 2°58'11.7"S 79°02'08.5"W 

C03 Azuay - Cuenca 2°58'11.7"S 79°02'08.5"W 

C04 Azuay - Cuenca 2°58'11.7"S 79°02'08.5"W 

C05 Azuay - Cuenca 2°58'11.7"S 79°02'08.5"W 

C06 Azuay - Cuenca 2°53'46.1"S 78°59'11.6"W 

C07 Azuay - Cuenca 2°54'49.5"S 79°02'10.6"W 

C08 Azuay - Cuenca 2°54'49.5"S 79°02'10.6"W 

C09 Azuay - Cuenca 2°53'30.7"S 79°00'54.8"W 

C10 Azuay - Cuenca 2°51'21.0"S 78°54'34.2"W 

A11 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 

A12 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 

A13 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 

A14 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 

A15 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 

A16 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 

A17 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 
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A18 Cañar - Azogues 2°44'06.0"S 78°50'53.1"W 

C19 Azuay - Cuenca 2°54'13.5"S 79°03'03.6"W 

C20 Azuay - Cuenca 2°54'13.5"S 79°03'03.6"W 

C21 Azuay - Cuenca 2°54'13.5"S 79°03'03.6"W 

C22 Azuay - Cuenca 2°54'52.8"S 79°00'12.9"W 

C23 Azuay - Cuenca 2°54'52.8"S 79°00'12.9"W 

C24 Azuay - Cuenca 2°54'52.8"S 79°00'12.9"W 

C25 Azuay - Cuenca 2°54'52.8"S 79°00'12.9"W 

C26 Azuay - Cuenca 2°54'52.8"S 79°00'12.9"W 

M27 Morona Santiago - Morona 2°54'23.8"S 79°01'03.5"W 

M28 Morona Santiago- Limón Indanza 2°57'54.9"S 78°25'46.2"W 

C29 Azuay - Cuenca 2°54'20.9"S 79°01'54.4"W 

C30 Azuay - Cuenca 2°52'55.2"S 79°01'27.2"W 

C31 Azuay - Cuenca 2°52'53.7"S 79°00'25.6"W 

C32 Azuay - Cuenca 2°54'42.9"S 79°01'16.0"W 

C33 Azuay - Cuenca 2°53'03.8"S 78°59'52.2"W 

C34 Azuay - Cuenca 2°53'43.2"S 79°00'20.2"W 

C35 Azuay - Cuenca 2°54'39.0"S 78°59'43.6"W 

G36 Azuay - Gualaceo 2°53'22.4"S 78°46'34.5"W 
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C37 Azuay - Cuenca 2°53'07.2"S 79°03'03.7"W 

C38 Azuay - Cuenca 2°53'19.3"S 79°01'58.2"W 

C39 Azuay - Cuenca 2°51'22.8"S 78°58'04.0"W 

C40 Azuay - Cuenca 2°54'39.0"S 79°01'20.4"W 

O41 El Oro - Machala 3°14'45.3"S 79°57'35.4"W 

C42 Azuay - Cuenca 2°52'56.7"S 78°59'44.3"W 

M43 Morona Santiago - Morona 2°53'43.0"S 79°01'58.2"W 

M44 Morona Santiago - Macas 2°19'18.3"S 78°08'04.0"W 

A45 Cañar - Azogues 2°44'50.4"S 78°51'19.7"W 

C46 Azuay - Cuenca 2°53'23.4"S 79°02'34.9"W 

A47 Azuay - Cuenca 2°44'45.1"S 78°50'53.0"W 

C48 Azuay - Cuenca 2°55'00.6"S 79°04'01.2"W 

A49 Cañar - Azogues 2°33'11.1"S 78°56'13.0"W 

C50 Azuay - Cuenca 2°53'39.0"S 79°00'23.0"W 

C51 Azuay - Cuenca 2°52'06.2"S 79°04'19.6"W 
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ANEXO B: Sociodemografía y datos clínicos de los participantes 

Anexo B1. Edad de los participantes del estudio 

 

Edad Participantes 

n = 51 

0-20 3 

20-40 9 

40-60 17 

60-80 14 

80-100 38 

 

 

Anexo B2. Asignación de códigos para las muestras, según provincia o ciudad 

 

Código: Ciudad o Provincia 

C Cuenca 

A Azogues 

M Morona Santiago 

G Gualaceo 

O El Oro 
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Anexo B3. Resultados de Análisis cuantitativos, cualitativos y RT-qPCR. 

 

(Para la prueba cuantitativa, valores mayores a 1.1 UA/ml= positivo, entre 0.9 y 1.1 UA/ml= 

indeterminado, y menor a 0.9 UA/ml= negativo. Para la RT-qPCR, valores de Ct menor o igual 

a 30= positivo y aptas para secuenciamiento; valores de Ct mayor a 30 =positivo, no apta para 

secuenciamiento.) 

No= Muestras que no amplificaron en la RT-qPCR 

 

Código IgG (UA/ml) IgM (UA/ml) IgG IgM Ct RT-qPCR 

C01 0.25 0.29 Negativo Negativo 33.57 

C02 3.82 6.77 Positivo Positivo 33.17 

C03 3.54 2.69 Positivo Positivo 27.77 

C04 3.47 1.009 Positivo Positivo 27.42 

C05 0.44 0.51 Negativo Negativo 27.05 

C06 1.06 1.402 Negativo Positivo 26.21 

C07 3.04 1.509 Positivo Positivo 27.27 

C08 0.64 1.76 Negativo Positivo No 

C09 0.34 0.3 Negativo Negativo 24.44 

C10 3.12 2.36 positivo positivo 28.73 

A11 3.66 1.39 positivo positivo No 

A12 2.73 0.38 positivo Negativo 29.01 

A13 3.16 2.65 positivo positivo 28.13 

A14 3.26 3.4 positivo positivo No 

A15 1.26 0.35 Negativo Negativo 28.76 

A16 1.89 0.46 Positivo Negativo No 

A17 3.45 1.01 Positivo Positivo No 

A18 2.88 0.61 Positivo Negativo 28.16 

C19 0.97 0.46 Negativo Negativo 31.6 

C20 1.34 0.26 Negativo Negativo 32.73 
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C21 2.43 3.58 Positivo Positivo 31.42 

C22 1.63 0.24 Negativo Negativo 35.17 

C23 0.55 2.97 Negativo Positivo 30.8 

C24 2.57 2.58 Positivo Positivo 32.14 

C25 0.36 0.55 Negativo Negativo 32.23 

C26 0.59 0.92 Negativo Positivo 31.62 

M27 3.206 0.520 Positivo Negativo 29.12 

M28 1.172 0.327 Negativo Negativo 29.19 

C29 0.276 0.150 Negativo Negativo No 

C30 0.213 0.758 Negativo Positivo 30.03 

C31 19.175 0.889 positivo Positivo 28.13 

C32 4.143 5.806 positivo positivo 32.56 

C33 1.849 0.644 positivo positivo 29.66 

C34 1.914 0.612 positivo positivo 28.13 

C35 0.253 0.067 Negativo Negativo 28.42 

G36 1.226 0.704 Negativo positivo No 

C37 1.826 0.142 positivo Negativo 28.07 

C38 2.118 0.160 positivo Negativo 31.61 

C39 0.373 0.169 Negativo Negativo 29.54 

C40 2.210 0.762 positivo positivo 29.44 

O41 3.369 0.660 positivo positivo 24.1 

C42 0.453 0.221 Negativo Negativo 32.02 

M43 0.189 0.326 Negativo Negativo Derramada 

M44 0.088 0.174 Negativo Negativo 30.8 

A45 0.381 2.031 Negativo positivo 28.1 

C46 4.135 0.902 positivo positivo 31.19 
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A47 0.612 5.726 Negativo positivo 29.3 

C48 3.324 1.379 positivo positivo 20.9 

A49 2.526 1.480 positivo positivo 33.69 

C50 2.619 1.363 positivo positivo 30.85 

C51 1.813 0.93 positivo positivo 29.62 

 

 

Anexo B4. Sustituciones de aminoácidos encontradas en siete muestras secuenciadas. 

 

ID GISAID id Sustituciones de aminoácidos Total 

C03 EPI_ISL_539785 

N:R203K,N:G204R,ORF1a:T1246I,ORF1a:G3278S,ORF1b:

P314L,S:D614G 6 

C04 EPI_ISL_539786 ORF1a:K3353R,ORF1b:P314L,S:D614G 3 

C05 EPI_ISL_539787 M:D3G,ORF1b:P314L,S:D614G 3 

C07 EPI_ISL_539788 

ORF1a:F908L,ORF1a:S984G,ORF1b:P314L,ORF1b:M657I,

S:D614G 5 

A15 EPI_ISL_697787 

N:R203K,N:G204R,ORF1b:Y29H,ORF1b:P314L,ORF1b:T

2592I,S:D614G 6 

C30 EPI_ISL_1366725 

N:S194L,N:H300Y,ORF1a:I114T,ORF1a:L3606F,ORF1b:P

314L,ORF1b:H604Y,ORF3a:Q57H,S:T29I,S:D614G 9 

O41 EPI_ISL_1366722 

N:R203K,N:G204R,N:D377Y,ORF1a:L3606F,ORF1b:P314

L,ORF1b:V2061L,S:D138Y,S:D614G 8 

 


