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Presentación
las mediciones y el aseguramiento de la va-
lidez de los resultados analíticos a partir de 
procedimientos basados en la PCR.

En el campo de las mediciones bioanalíticas, 
la PCR es una herramienta fundamental para 
ensayos de detección y mediciones de ácidos 
nucleicos en diversos campos, como el de la 
salud, el agroindustrial, y el biotecnológico. Sin 
embargo, el aseguramiento de la calidad de los 
resultados, que es un aspecto fundamental en 
la gestión metrológica de los laboratorios de 
ensayo y de control de calidad, requiere de una 
comprensión detallada de la técnica y de las 
fuentes de variación relacionadas con los pro-
cesos de preparación de las muestras y con los 
procedimientos de detección y/o medición y de 
tratamiento de los datos, dado que estos facto-
res tienen un impacto directo en los resultados.

Esta guía ofrece algunas recomendaciones para 
facilitar las operaciones y los procedimientos de 
análisis, asegurar la eficacia de los procesos de 
medición y controlar riesgos asociados a la con-
taminación cruzada de las muestras y de los re-
activos. Los requisitos, sin embargo, son aspec-
tos que se deben seguir, necesariamente, para 
la óptima ejecución de los métodos de análisis 
y medición, basados en la PCR y para asegurar 
su control metrológico.

1. Artículo 1º del Decreto 062 de 2021. Ministerio de Comercio, Industria y Turismo. Colombia.

El Instituto Nacional de Metrología (INM) tiene 
por objetivo la coordinación de la metrología 
científica e industrial como máxima autoridad 
nacional en la materia y la ejecución de ac-
tividades que fomenten la innovación, mejo-
ren la calidad de vida y soporten el desarrollo 
económico, científico y tecnológico del país, 
mediante el establecimiento, conservación y 
adopción de patrones nacionales de medida, 
la difusión del Sistema Internacional de Uni-
dades (SI), la investigación científica, la pres-
tación de servicios metrológicos, el apoyo a 
las actividades de control metrológico y la re-
presentación internacional como máxima au-
toridad en metrología científica e industrial1. 
De acuerdo con este objetivo, la Subdirección 
de Metrología Química y Biología del INM, en 
colaboración con la Universidad Nacional de 
Colombia, presenta la guía para el asegura-
miento de la validez de las mediciones me-
diante la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) con el fin de exponer los fundamentos, 
requisitos técnicos, actividades operativas y 
el tratamiento de los datos asociados a los 
ensayos de detección y medición basados en 
la PCR. Esta guía ha sido diseñada de forma 
que pueda servir como un documento de re-
ferencia para los laboratorios de ensayo o de 
control de calidad y, en este contexto, para 
todos aquellos involucrados en la gestión de 

ESPERAMOS QUE LA GUÍA 
CONTRIBUYA A LA IMPLEMENTACIÓN 
Y VERIFICACIÓN DE LOS MÉTODOS 
DE ANÁLISIS BASADOS EN LA PCR 
EN LOS LABORATORIOS DE ENSAYO Y 
DE CONTROL DE CALIDAD Y CON EL 
CUMPLIMIENTO DE LOS ESTÁNDARES 
DE CALIDAD NECESARIOS PARA 
ASEGURAR EL ADECUADO 
DESEMPEÑO DE SUS ENSAYOS DE 
DETECCIÓN Y MEDICIÓN.

Subdirección de Metrología Química y Biología

Instituto Nacional de Metrología de Colombia
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Alcance

Esta guía ofrece un marco conceptual y ope-
rativo para contribuir al aseguramiento de la 
validez de los resultados de los análisis y las 
mediciones basadas en la PCR en tiempo real 
y las detecciones basadas en la PCR punto 
final. En función de las necesidades de los 
laboratorios de ensayo, esta guía puede ser 
usada como un documento de referencia 
para implementar sus propios procedimien-
tos, manuales e instructivos. Los lineamientos 
y las recomendaciones que ofrece esta guía 
están en la misma línea de los requerimientos 
establecidos en las normas ISO 17025:2017 e 
ISO 15189:2022 y con la guía de Información 
mínima para la publicación de experimentos 
de PCR en tiempo real (MIQE). Cuando sea per-
tinente, en el documento se hace referencia 

a estas u otras normas nacionales o interna-
cionales aplicables.

Este documento está enfocado en el análisis de 
ácidos nucleicos (ADN y ARN) de fuentes bioló-
gicas, como microorganismos (virus, bacterias, 
hongos, protozoos, etc.), tejidos vegetales y 
animales, cultivos celulares, fluidos biológicos 
libres de células (plasma, suero o medio celular) 
y fuentes in vitro (plásmidos, oligonucleótidos, 
constructos de genes sintéticos y transcritos de 
ARN). Sin embargo, en función de los avances 
tecnológicos en la materia y del desarrollo de 
nuevos métodos de detección y medición basa-
dos en la PCR, los lineamientos y las recomenda-
ciones indicadas podrían ser aplicables a otras 
fuentes biológicas no descritas en esta guía.

Objetivo

Brindar lineamientos a las personas encar-
gadas de la implementación, verificación y 
control metrológico de los ensayos de de-
tección y medición de ácidos nucleicos me-
diante la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) para asegurar la validez de 
los resultados obtenidos mediante los mé-
todos de detección y/o cuantificación en los 
modos punto final y tiempo real.

KansudaKaewwannarat/Shutterstock.com
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Abreviaturas  
y símbolos

§*

ADN ácido desoxirribonucleico

cADN ADN complementario

gADN ADN genómico

AN ácidos nucleicos

AOAC
Asociación Oficial de Químicos 
Analíticos

ARN ácido ribonucleico

mARN ARN mensajero

rARN ARN ribosomal

CC control de calidad

cdPCR PCR digital modo chips

CTAB
bromuro de 
hexadeciltrimetilamonio

Cq ciclo umbral/ ciclo de cuantificación

DEPC pirocarbonato de dietilo

ddPCR PCR digital modo gotas

dNTPs deoxinucleótidos fosfato

dsADN ADN doble cadena

dsARN ARN doble cadena

E eficiencia de amplificación

FN tasa de falsos negativos

FP tasa de falsos positivos

GADPH
gen de la enzima gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa

GUM
guía para la expresión de 
incertidumbre en la medición

Ha hipótesis alternativa

Ho hipótesis nula

LR índice de probabilidad

MR material de referencia

MRC material de referencia certificado

NMKL
Comité Nórdico de Análisis de 
Alimentos

pb pares de bases

PP probabilidad posterior

qPCR PCR en tiempo real

RSD desviación estándar relativa

RT
retrotranscripción o 
transcripción reversa

RT-PCR PCR transcriptasa reversa 

SDS dodecil sulfato de sodio

SP especificidad

SS selectividad

ssADN ADN cadena sencilla

um incertidumbre de medición
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01
Introducción

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus 
siglas en inglés) es una técnica versátil de la biología 
molecular que se basa en la amplificación exponen-
cial in vitro de una secuencia de ADN objetivo a partir 
de una reacción enzimática controlada, usando una 
ADN polimerasa termoestable. Esta técnica busca 
generar múltiples copias o amplicones de esta se-
cuencia objetivo, de tal manera que, con los instru-
mentos adecuados, estos pueden ser detectados e, 
incluso, a partir de métodos de correlación fluoro-
métrica, se puede estimar la concentración original 
de la secuencia de ADN objetivo en una muestra de 
ensayo, o bien estas copias o amplicones se pueden 
purificar y ser usadas para otros procesos, como 
procesamiento con enzimas de restricción, procesos 
de clonación, hibridización o secuenciación.

Gracias a los avances tecnológicos y al refina-
miento de las técnicas de análisis de los datos 
que aportan los métodos de medición basados 
particularmente en la PCR en tiempo real, sus apli-
caciones se han extendido a diversas áreas, con-
virtiéndose en métodos de referencia para apli-
caciones clínicas, industriales y biotecnológicas. 
Los métodos de detección y medición basados en 
PCR se usan en el ámbito clínico, por ejemplo, en 
el diagnóstico de enfermedades congénitas y on-
cológicas, en la verificación de la consanguinidad 
entre individuos y en la detección y caracterización 
de microorganismo patogénicos; en el campo de 
la medicina legal para la identificación forense; en 
el campo biotecnológico para el control de cali-
dad de los procesos de producción de productos 
biológicos recombinantes y en la detección, iden-
tificación y cuantificación de organismos modifi-
cados genéticamente y en la cadena productiva 
de los alimentos de consumo humano y animal 
para el control de calidad fitosanitario de estos 

y en el análisis varietal de plantas y semillas por 
genotipificación, solo por citar algunos ejemplos.

Los resultados obtenidos gracias a esta técnica son 
la base para la toma de decisiones con implicacio-
nes clínicas, legales y comerciales; por consiguiente, 
los laboratorios que usan la PCR en sus métodos 
de detección o medición deberían tomar todas 
las medidas necesarias para asegurar la confiabi-
lidad de sus resultados. Esto solo se puede lograr 
con una comprensión detallada de las fuentes de 
variación en los resultados (por ejemplo, aquellas 
asociadas a los procedimientos empleados, los 
reactivos, las características de funcionamiento 
de los equipos, la competencia del personal de 
laboratorio y los métodos empleados en el tra-
tamiento de los datos) y de los riesgos asociados 
a los métodos y procedimientos de análisis (por 
ejemplo, contaminación cruzada, baja especifici-
dad, baja sensibilidad o baja reproducibilidad). El 
uso de métodos estandarizados o normalizados, 
o la participación en el proceso de estandarización 
de los métodos de detección y medición basados 
en la PCR, así como la participación en ensayos de 
aptitud o comparaciones interlaboratorios, consti-
tuye otro factor importante que se debe tener en 
cuenta en los laboratorios de ensayo y control de 
calidad como una forma de evaluación externa de 
la calidad, ya que los métodos estandarizados y la 
verificación continua de su desempeño aseguran la 
confiabilidad y la comparabilidad de sus resultados. 

En este contexto, este documento brinda un mar-
co conceptual a los laboratorios para la gestión de 
la medición y hace recomendaciones particulares 
para la interpretación, el análisis y el aseguramien-
to de la validez de los resultados de los análisis 
basados en la PCR. 
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02Definiciones

Gorodenkoff/Shutterstock.com
Ácidos nucleicos totales: cantidad total de 
ácidos nucleicos en una muestra, después 
de la extracción de los ácidos nucleicos, ex-
presada como concentración en masa (1). 

NOTA: ácidos nucleicos totales se refiere a la 
mayoría de las especies esperadas en un ex-
tracto en particular, es decir, ADN o ARN (1). 

ADN complementario, cADN: ADN de cadena 
sencilla, complementario a un ARN determi-
nado y sintetizado en presencia de la enzima 
transcriptasa reversa para que sirva como 
molde para la amplificación del ADN (1). 

ARN mensajero, mARN: subtipo de áci-
do ribonucleico que sirve como molde 
para la síntesis de proteínas (1). En los 
procesos de extracción de ARN, el mARN 
corresponde a una fracción de todas las 
moléculas de ARN (ARN total) obtenidas.

Amplímero o amplicón: fragmento espe-
cífico de ADN producido por una tecno-
logía de amplificación de ADN, como la 
reacción en cadena de la polimerasa (2). 

Armonización: ante la ausencia de un 
método de referencia primario o materia-
les de referencia certificados para llevar a 
cabo la estandarización de los métodos 
de análisis, surge la alternativa de armo-
nizar dichos métodos. En este caso, la tra-
zabilidad se asegura no a un sistema de 
unidades, sino a un sistema de medición 
de referencia acordado por convención. 
Los métodos armonizados garantizan la 
equivalencia de sus resultados (13). 

Analito: componente de un sistema que 
va a ser analizado (3). 

NOTA: esta definición aplica para métodos 
analíticos en biología molecular (por ejemplo, 
proteína, lípido, ARN o ADN).

Calibrador ente corridas: en el caso de 
métodos de medición basados en PCR, 
el calibrador es una secuencia de ADN 
conocida, usada como molde y sujeta al 
proceso de amplificación utilizando los 
mismos reactivos y bajo las mismas con-
diciones de amplificación que la muestra 
de ensayo. Se utiliza para analizar y com-
pensar cualquier variación que se pueda 
presentar en el ensayo entre diferentes 
placas o lotes de análisis o cuando el aná-
lisis se realiza en diferentes corridas, en 
el mismo equipo, en un periodo corto de 
tiempo, como resultado de factores atri-
buibles al equipo de amplificación (ter-
mociclador) y detección, como el ajuste 
de la línea base o del ciclo umbral o de 
cuantificación (Cq) o a las variaciones en 
las propiedades ópticas de las placas o 
a las variaciones en los reactivos usados.

NOTA: en qPCR, el calibrador contiene la se-
cuencia o secuencias objetivo detectadas por 
el ensayo de PCR y se mide con los mismos en-
sayos de PCR que las muestras estudiadas (1). 

Ciclo umbral o de cuantificación, (Cq, 
Cp, Ct): ciclo de qPCR en el que la fluo-
rescencia de la reacción cruza un umbral 
especificado, en el que la señal se puede 
distinguir del ruido instrumental. 
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NOTA 1: el ciclo de cuantificación es un térmi-
no genérico que incluye el ciclo umbral (Ct), 
ciclo de cuantificación (Cq), el punto de cruce 
(Cp), el punto de despegue y todos los demás 
términos específicos del instrumento que se 
refieren al ciclo fraccional utilizado para cuan-
tificar la concentración de la secuencia objeti-
vo en el ensayo de qPCR (1)  

NOTA 2: el ciclo de cuantificación está basado 
en un umbral aplicado a todas las muestras 
o en un análisis de regresión de la señal para 
cada muestra (1). 

Concentración en número de copias: núme-
ro de moléculas (copias) que contienen una 
secuencia específica de ácido nucleico en un 
volumen definido (1). 

Confirmación metrológica: conjunto de 
operaciones requeridas para asegurarse 
de que el equipo de medición es conforme 
a los requisitos correspondientes a su uso 
previsto (4). 

Control interno de amplificación: secuencia 
conocida de ADN no relacionada con el ADN 
objetivo y que, usando los mismos reactivos 
de la mezcla de reacción, es coamplificada 
con sus propios primers en la misma co-
rrida junto con el ADN objetivo. Puede ser 
una secuencia de ADN exógena, adicionada 
a la muestra de ensayo (anexo 1), o un áci-
do nucleico que, normalmente, está siem-
pre presente como parte de la matriz de la 
muestra de ensayo (control endógeno). La 
ausencia de señal que se genera a partir de 

este control indica un resultado falso negati-
vo que puede ser atribuido a la presencia de 
inhibidores en la mezcla de reacción, incluida 
la propia muestra de ensayo; teniendo en 
cuenta que, sí se pueda detectar una señal 
de amplificación a partir de una dilución de 
la misma muestra que contiene este control. 
En caso contrario, la ausencia de señal posi-
tiva a cualquier concentración de la muestra 
control evidencia problemas con los reacti-
vos de amplificación utilizados y/o el proce-
dimiento de amplificación (5). 

Control negativo de extracción: muestra 
control (por lo general, agua) a la que se le 
realizan todos los pasos del procedimiento 
de extracción de ADN, excepto la adición de 
una muestra positiva. Se usa para compro-
bar la ausencia de ADN contaminante duran-
te el proceso de extracción (6). 

Control negativo de PCR (control negativo 
de amplificación): mezcla de reacción que 
contiene todos los componentes necesarios 
para realizar la amplificación, incluyendo el 
ADN molde, pero que no contiene la ADN 
polimerasa. Este tipo de control es esencial 
al realizar ensayos con el uso de sondas ya 
que permite, en el caso de detectarse señal 
en este control, identificar la presencia de 
autofluorescencia, por lo general, asociada 
a la degradación de la sonda. Este control 
se puede omitir si en el ensayo no se utilizan 
sondas de hibridización sujetas a hidrólisis 
durante la amplificación. Es importante no 
confundir este control negativo de amplifi-
cación con el NTC, que, por regla general se 
debe incluir siempre en cada corrida (5).

Control negativo del proceso: control, 
que consiste en la matriz libre de la se-
cuencia objetivo. El control negativo del 
proceso corre a través del proceso inves-
tigativo, incluyendo la preparación de la 
muestra, enriquecimiento, extracción de 
ADN y amplificación (6). Se puede usar en 
la fase de diseño y validación del método 
de análisis o como control de verificación 
para procedimientos normalizados, para 
asegurar la especificidad del método, y 
como control durante la realización de 
los ensayos para comprobar la ausencia 
de contaminantes durante la ejecución de 
los diferentes pasos del procedimiento de 
análisis que pueda dar lugar a la detec-
ción de falsos positivos.

Control negativo de RT, RT (-): mezcla de re-
acción de retrotranscripción, que contiene 
el molde del ARN de la muestra de ensayo y 
todos los reactivos de amplificación, excep-
to la enzima transcriptasa reversa (1). Este 
control permite evaluar la presencia de ADN 
contaminante que pueda interferir con la re-
acción de retrotranscripción o con las etapas 
de amplificación y/o detección de la PCR (7).

NOTA: el control negativo de RT se utiliza cuando 
se cuantifica el ARN y se mide la contribución que 
surge del ADN genómico residual en la muestra.

Control positivo de amplificación: secuen-
cia de ADN idéntica a la del analito en la 
muestra de ensayo que se amplifica con 
los mismos componentes de la mezcla de 
reacción (incluyendo los mismos primers 
y sonda) en las mismas condiciones de 

la muestra bajo ensayo, pero amplificada 
de manera independiente. Se puede usar 
una muestra de ADN aislada y previamen-
te caracterizada como control positivo. El 
objetivo al usar el control positivo es verifi-
car en cada corrida la fiabilidad del proce-
dimiento y los reactivos para detectar y/o 
cuantificar el ADN objetivo (6). Este control 
se debe incluir en cada corrida como parte 
del control de calidad de la medición y es 
esencial en los análisis de detección.

Control positivo de extracción: idealmen-
te, el control positivo de extracción es una 
muestra generada a partir de la misma 
matriz en la que se encuentra la muestra 
de ensayo, adicionada de una secuencia 
de ácido nucleico que se usa como ma-
terial de referencia en una cantidad fija 
conocida o, en su defecto, puede ser una 
muestra con la secuencia objetivo que, 
previamente, ha sido caracterizada (se 
ha detectado la presencia de la secuencia 
objetivo, se ha establecido con seguridad 
la identidad de la secuencia y la integridad 
del material, así como la cantidad del mis-
mo) y cuya estabilidad se ha comprobado 
previamente, por ejemplo, una muestra 
control que contiene una cantidad defi-
nida de células o virus, como la muestra 
de ensayo, y a la que se le realizan todos 
los pasos del procedimiento. Este control 
positivo se puede usar para verificar la efi-
cacia del proceso de extracción ante cam-
bios en los reactivos o equipos utilizados, 
o comparar diferentes procedimientos de 
extracción en la fase de diseño del méto-
do de análisis (6).
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Control positivo del proceso: es un control 
interno que corresponde a la secuencia de 
ADN o ARN objetivo, capaz de ser amplifi-
cada y detectada/cuantificada usando el 
método de procesamiento y amplificación 
seleccionados, que se adiciona en una can-
tidad fija a una muestra blanco o matriz, 
antes del proceso de extracción (enriqueci-
miento de la matriz). Permite evaluar aspec-
tos de todo el procesamiento de la muestra, 
como la eficacia del proceso de extracción, 
la presencia de inhibidores en la muestra 
que puedan afectar la retrotranscripción 
y/o la amplificación, problemas asociados a 
las diluciones o a los ajustes del método de 
amplificación y/o a problemas con los reac-
tivos de amplificación (5).

Control sin molde, (NTC por sus siglas en 
inglés): reacción de control que contiene 
todos los reactivos, excepto el molde del 
ácido nucleico de la muestra de ensayo (1). 
Su función es evaluar la posibilidad de que 
la formación de dímeros de primers puedan 
interferir con la eficiencia de la reacción de 
amplificación y la detección del producto de 
amplificación y/o para evaluar la presencia 
de material contaminante en la mezcla de 
reacción que pueda dar lugar a la detección 
de falsos positivos en la etapa de amplifica-
ción. También, se puede usar en ensayos 
de qPCR para evaluar el ruido de fondo del 
ensayo y establecer la respectiva línea base.

NOTA: este control se utiliza para demostrar la 
ausencia de ácidos nucleicos contaminantes. En 
lugar del ADN molde, por ejemplo, se añade a la 
reacción un volumen correspondiente de agua 

libre de ácido nucleico. A veces, también se utiliza 
el término «control de reactivos de PCR» (1). 

Corrida: nombre genérico asociado al pro-
ceso de amplificación de una muestra de 
ensayo o un lote de muestras de ensayo 
sometidas a las mismas condiciones de am-
plificación, de manera simultánea, en el mis-
mo equipo. Los datos generados para cada 
muestra serán trazables a esa única corrida.

Curva de amplificación: gráfica que repre-
senta la generación de una señal (usual-
mente fluorescencia en unidades relativas 
de fluorescencia, RFU) durante una reac-
ción de qPCR (1).

NOTA: para qPCR, la gráfica de amplificación 
muestra la relación entre el número de ciclo (eje 
x) y la señal de fluorescencia (eje y) (1).

Curva de calibración: expresión de la rela-
ción entre la indicación y el valor medido de 
la magnitud correspondiente (8).

Curva de fusión o melting curve: análisis que 
describe las características de disociación del 
ADN de cadena doble que se observan du-
rante el calentamiento (3).

Eficiencia de la PCR (E): fracción de moléculas 
amplificadas en cada ciclo de PCR (1). Ejemplo: 
si una mezcla de reacción de PCR contiene 
100 moléculas objetivo y después de un ciclo 
de PCR contiene 180 moléculas, la eficiencia 
(E) del proceso sería 0.8. La tasa de amplifica-
ción calculada se expresa como un porcentaje 

o una fracción de 1. Una eficiencia del 100 % 
equivale a duplicar la cantidad de ADN de la 
secuencia objetivo con cada ciclo (1). 

Eficiencia de la transcripción reversa: pro-
porción de moléculas de ARN convertidas 
en cADN expresada como porcentaje (1). 

Ejemplo: una eficiencia de RT del 80 % se 
refiere a que el 80 % de los moldes de ARN 
son retrotranscritos en cADN (1). 

Ensayo de medición por PCR: método de 
medición de PCR con primers específicos 
(y, en algunos casos, una o varias sondas) 
que se utiliza para identificar y/o cuantifi-
car un ácido nucleico específico (1). 

Especificidad: capacidad de un procedi-
miento de medición para determinar, úni-
camente, la magnitud que se busca medir 
o reconocer el objetivo que va a ser detec-
tado y se distingue de sustancias similares 
e impurezas (9). El concepto de especifici-
dad analítica asociado a los ensayos basa-
dos en qPCR se refiere a la detección de la 
secuencia objetivo de entre otras secuen-
cias no específicas, presentes en la misma 
muestra (10).

Ejemplo: la especificidad del ensayo de PCR 
corresponde a su capacidad para detectar 
solo el objetivo previsto y que la cuantifi-
cación del objetivo no se vea afectada por 
la reactividad cruzada de ácidos nucleicos 
relacionados o potencialmente interferen-
tes o por condiciones relacionadas con la 
muestra (1). 

Estandarización: la estandarización hace re-
ferencia al proceso necesario para asegurar 
que los diferentes métodos usados para de-
terminar un resultado analítico (por ejemplo, 
detección o cuantificación de una secuencia 
de ácido nucleico) generen siempre los mis-
mos resultados. La estandarización de los 
métodos requiere: i) la asignación de valores 
para la magnitud bajo estudio del analito en 
un sistema de unidades determinado; ii) el 
uso de patrones o materiales de referencia 
certificados, representativos del analito bajo 
estudio o de un método de análisis de re-
ferencia primario, que permita la trazabili-
dad metrológica del resultado al sistema de 
unidades y iii) la demostración de una con-
cordancia entre los métodos evaluados. La 
estandarización de los métodos de medición 
en los laboratorios de ensayo permite lograr 
la comparabilidad de sus resultados (11).

Detección: reconocimiento de la presencia 
de un ácido nucleico objetivo (6). En el con-
texto de PCR, la detección del producto de 
PCR y por correspondencia del ADN obje-
tivo se realiza mediante la visualización de 
una banda fluorescente por la adición de 
un fluoróforo con capacidad intercalante 
sobre el ADN producido en la amplifica-
ción y sometido a electroforesis. En el con-
texto de qPCR, la detección se realiza en 
tiempo real mediante la identificación de la 
señal generada por la emisión de fluores-
cencia por la adición de un fluoróforo con 
capacidad intercalante sobre el ADN en la 
mezcla de reacción o por la señal generada 
por un agente reportero, que emite fluo-
rescencia en proporción a las reacciones 
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de amplificación, unido a una sonda de 
ADN complementaria a la secuencia del 
ADN molde. El concepto de detección está 
asociado, en el ámbito clínico, a los ensayos 
de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT, 
por sus siglas en inglés) que, en conjunto, 
se refieren a las técnicas de amplificación 
usadas para detectar una secuencia espe-
cífica de un ácido nucleico que permita la 
identificación de una especie o subespecie 
de microorganismo.

Gen de interés (GOI, por sus siglas en in-
glés): en relación con los ensayos de me-
dición de expresión por qPCR, el gen de 
interés es el gen cuyo nivel de expresión es 
analizado o cuya secuencia es amplificada 
con fines de análisis, detección y/o cuantifi-
cación (1,10, 12).

Gen de referencia (GOR, por sus siglas 
en inglés): en relación con los ensayos de 
medición del nivel de expresión de uno o 
varios genes de interés por qPCR, el gen 
de referencia es un gen específico pre-
sente en cada muestra a una concentra-
ción aproximadamente constante, que es 
resistente a las fluctuaciones de respues-
ta debido a cambios en las condiciones 
biológicas o experimentales, o es estable 
dentro de una especie o taxón en particu-
lar (1). Este gen de referencia se usa, habi-
tualmente, para realizar la normalización 
del valor de expresión relativa del gen de 
interés en los métodos de medición basa-
dos en qPCR. También, puede ser usado 
como control interno de amplificación en 
los ensayos basados en PCR punto final.

NOTA: históricamente, los genes de referencia 
se han denominado genes constitutivos. Sin 
embargo, al medir el ARN, se pueden utilizar 
muchos objetivos que no se pueden conside-
rar genes constitutivos; de ahí que el término 
de preferencia sea «gen de referencia» (10). 

Identificación: proceso para determinar 
que un aislado biológico pertenece a un 
taxón  establecido (6).

Incertidumbre de medida: parámetro no 
negativo que caracteriza la dispersión de 
los valores atribuidos a un mensurando, a 
partir de la información que se utiliza (8).

Jerarquía de calibración: secuencia de ca-
libraciones desde una referencia, hasta el 
sistema de medida final, en el que el re-
sultado de cada calibración depende del 
resultado de calibración precedente (8).

Número de copias: número de moléculas 
(copias) que contienen una secuencia es-
pecífica de ácido nucleico (1). Por lo ge-
neral, la forma como se expresan los re-
sultados de medición basados en qPCR es 
en concentración basada en el número de 
copias de la secuencia objetivo por unidad 
de volumen en la muestra de ensayo.

Límite de cuantificación (LOQ, por sus siglas 
en inglés): concentración o cantidad más 
baja de la secuencia diana de ácido nuclei-
co en un volumen definido, que se puede 
medir con certeza estadística razonable, de 
manera consistente, bajo las condiciones ex-
perimentales especificadas en el método (1).

NOTA: por lo general, expresado en términos de 
la señal o valor de medición que producirá esti-
maciones que tienen un coeficiente de variación 
(CV) específico (1).

Límite de detección (LOD, por sus siglas 
en inglés): valor de la cantidad medida, 
obtenido mediante un procedimiento de 
medición dado, para el que la probabilidad 
de afirmar falsamente la ausencia de un 
componente en un material es β, dada una 
probabilidad α de afirmar falsamente su 
presencia (1). El LOD es la expresión cuan-
titativa del concepto de sensibilidad ana-
lítica, que, en el contexto de los métodos 
de medición basados en PCR, se refiere al 
mínimo número de copias en una muestra 
que puede ser medido con exactitud en un 
ensayo (10). 

Línea base: en el contexto de qPCR, es el 
nivel de detección o punto en el cual una 
reacción alcanza el nivel de fluorescencia 
o la intensidad de la señal por encima del 
nivel de ruido de fondo (3). Habitualmente, 
se representa como el ciclo de amplifica-
ción en el que la fluorescencia generada 
por el fluoróforo reportero se acumula, 
pero está por debajo del límite de detec-
ción del instrumento. 

Linealidad: capacidad de un método de 
análisis, dentro de un cierto intervalo, para 
proporcionar una respuesta instrumental 
o resultados proporcionales a la cantidad 
de la secuencia diana de ácido nucleico 
que se determinará en la muestra de la-
boratorio (1). 

NOTA: en el caso de qPCR, el ciclo de cuantificación 
es proporcional al logaritmo en base 10 de la canti-
dad de la secuencia objetivo de ácido nucleico (1).

NOTA: el término de linealidad está, frecuen-
temente, relacionado con el intervalo lineal del 
método y se refiere a la capacidad de un méto-
do para dar una respuesta o resultado que es 
directamente proporcional a la concentración 
de la secuencia objetivo de ácido nucleico (1).

Material de referencia (MR): material su-
ficientemente homogéneo y estable con 
respecto a propiedades especificadas, es-
tablecido como apto para su uso previsto 
en una medición o en un examen de pro-
piedades cualitativas (8). Este puede ser, 
por ejemplo, una molécula de ADN que 
contiene una secuencia específica. Un 
material de referencia certificado (MRC) 
es un MR acompañado por la documen-
tación (por ejemplo, certificado), emitida 
por un organismo autorizado, que pro-
porciona uno o varios valores de propie-
dades especificadas, con incertidumbres 
y trazabilidades asociadas, empleando 
procedimientos válidos (8) .

Medición: proceso que consiste en obte-
ner, de manera experimental, uno o varios 
valores que se pueden atribuir, razonable-
mente, a una magnitud (8). El objetivo de 
una medición es determinar el valor del 
mensurando, esto es, el valor de la mag-
nitud particular bajo medición. Por tanto, 
una medición comienza con una adecuada 
definición del mensurando, del método de 
medida y del procedimiento de medida (8).
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NOTA: las mediciones no son de aplicación a las 
propiedades cualitativas.

NOTA: una medición supone una comparación 
de magnitudes o el conteo de entidades.

NOTA: una medición supone una descripción 
de la magnitud compatible con el uso previsto 
de un resultado de medida, un procedimiento 
de medida y un sistema de medida calibrado, 
conforme a un procedimiento de medida espe-
cificado, incluyendo las condiciones de medida.

Mensurando: magnitud que se desea medir (8).

NOTA 1: la especificación de un mensurando 
requiere del conocimiento de la naturaleza de 
la magnitud y de la descripción del estado del 
fenómeno, cuerpo o sustancia, cuya magnitud 
es una propiedad, incluyendo las componen-
tes pertinentes y las entidades químicas invo-
lucradas (8). Por ejemplo, en la detección del 
virus SARS-CoV-2 para el diagnóstico clínico de 
COVID-19 mediante qPCR, el mensurando se 
podría definir como la secuencia del gen E que 
está flanqueada por los primers específicos en 
el ARN genómico de los viriones de SARS-CoV-2, 
presentes en una muestra de hisopado nasal; 
o bien, el mensurando podría ser la misma se-
cuencia del gen E flanqueada por los mismos 
primers específicos, pero en una muestra de 
plasma sanguíneo. Para este ejemplo, aunque 
los mensurandos son diferentes porque las 
muestras son distintas, la secuencia objetivo es 
decir el analito, en ambos casos, sería la mis-
ma secuencia de ARN que es retrotranscripta 
y, posteriormente, amplificada usando los pri-
mers específicos.

NOTA 2: la medición, incluyendo el sistema de 
medida y las condiciones bajo las cuales esta se 
realiza, podría alterar el fenómeno, cuerpo o sus-
tancia, de tal forma que la magnitud bajo medi-
ción difiera del mensurando. En este caso, sería 
necesario efectuar la corrección apropiada.

Método de medición (método de medida): 
aplicable a métodos de análisis cuantitati-
vos, en esta guía se utiliza el término mé-
todo de medición, o simplemente método, 
en el sentido de las operaciones necesa-
rias que se deben llevar a cabo, en una 
secuencia lógica, en una medición (8). Por 
otro lado, los términos análisis, examen 
de laboratorio y ensayo son mucho más 
generales e indican el conjunto de opera-
ciones cuyo objetivo es determinar el va-
lor o las características de una propiedad, 
por lo que se puede aplicar a ensayos o 
análisis cualitativos (métodos de detección 
o identificación mediante PCR punto final 
y visualización en gel o mediante PCR en 
tiempo real) y a ensayos o análisis cuan-
titativos (métodos de medición mediante 
PCR en tiempo real) (14). Por otro lado, el 
método de medición, habitualmente, está 
documentado en un procedimiento de 
medición o procedimiento analítico en el 
que se detalla, además, la forma de proce-
sar y de analizar los resultados.

Muestra primaria/ espécimen: pequeña por-
ción o cantidad, tomada de una población o 
lote, que, idealmente, es una selección re-
presentativa del conjunto (3). También, pue-
de ser una porción discreta de material que 
está dispuesto para examinación, análisis o 

estudio de una o más cantidades o propie-
dades y que, se asume, aplican para el total 
del material (14). La muestra se puede referir 
a diferentes entidades: biopsia de tejido, cul-
tivo celular, ARN extraído, cADN, dilución de 
cADN, etc. Dependiendo de la interpretación 
de la muestra, los datos se pueden procesar 
de diferente manera (por ejemplo, réplicas 
técnicas vs réplicas biológicas) (15).

Molde: cadena de ADN o ARN, que especifica 
la secuencia de bases de la cadena de ADN o 
ARN recién sintetizada, siendo las dos cade-
nas complementarias (3). La cadena molde 
contiene la secuencia objetivo o secuencia de 
interés a ser amplificada mediante la PCR (16). 

Normalización del resultado de amplifica-
ción (qPCR):  modificación de la magnitud 
medida de una secuencia diana de ácido 
nucleico por sustracción de (escala Cq) o 
división por (escala lineal) una magnitud o 
magnitudes de parámetros que reflejan fac-
tores técnicos inespecíficos (1). Este proceso 
de normalización se realiza comparando el 
valor de Cq del gen de interés en relación 
con el valor de Cq del gen de referencia a 
partir de los resultados de amplificación 
aportados por el equipo en la misma corrida 
y bajo las mismas condiciones de amplifica-
ción. Mediante el proceso de normalización 
se pueden controlar los factores técnicos no 
biológicos que afectan el resultado del nivel 
de expresión del gen de interés.

Patrón de medición o calibración: realización 
de la definición de una magnitud dada, con 
un valor determinado y una incertidumbre de 

medición asociada, tomada como referencia 
(8). En el contexto de mediciones cuantitativas 
mediante qPCR, el patrón de medición (tam-
bién llamado estándar) es una secuencia co-
nocida de ADN, cuya concentración (número 
de copias/ unidad de volumen) ha sido deter-
minada con un alto grado de exactitud y que 
se utiliza para generar una curva estándar 
(también llamada curva de calibración) a partir 
de los valores de Cq obtenidos con un  inter-
valo de concentración del material de partida 
de este patrón de medición. Esto con el fin de 
generar una función empírica de los valores 
de Cq a partir de la concentración del patrón. 
La inclusión del valor promedio de Cq (valor 
medido) del gen de interés o de la secuencia 
objetivo (analito) en la ecuación matemática, 
que representa la función de concentración 
de ese ensayo en particular, permite estimar 
la concentración de este analito (número de 
copias/ unidad de volumen) en la muestra de 
ensayo, haciendo las correcciones necesarias 
por las diluciones efectuadas.

Nota: un patrón se utiliza con frecuencia como refe-
rencia para obtener valores medidos e incertidum-
bres de medida asociadas para otras magnitudes 
de la misma naturaleza, estableciendo así la traza-
bilidad metrológica mediante calibración de otros 
patrones, instrumentos o sistemas de medida (8).

PCR convencional, PCR punto final: pro-
cedimiento enzimático de amplificación in 
vitro de segmentos de dsADN específicos. 
El resultado del proceso de amplificación es 
una cantidad de productos de amplificación 
(amplicones) con secuencias idénticas al 
ADN original (ADN molde), que pueden ser 
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detectados típicamente mediante un proce-
dimiento de electroforesis en gel combinado 
con la utilización de un fluoróforo intercalan-
te en el ADN producido (3.7).

PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR, por 
sus siglas en inglés): procedimiento enzi-
mático que combina la amplificación in vi-
tro de segmentos de ADN específicos con 
la detección y cuantificación de productos 
de PCR específicos durante el proceso de 
amplificación (1,7). 

Nota: mientras que la PCR produce copias de la 
secuencia de ADN específica, el marcador fluores-
cente emite fluorescencia en proporción directa a 
la cantidad de ADN presente (que, teóricamente, 
se puede usar para calcular la cantidad original 
de ese ADN presente en una muestra antes del 
inicio de la PCR) (1).

Primers (oligonucleotidos) o cebadores: se-
cuencias de oligonucleótidos sintéticos de 
ADN de longitud definida, complementarios 
a los extremos 3’ de cada una de las dos ca-
denas de la molécula de ADN, que contiene 
la secuencia objetivo y que delimitan dicha 
secuencia objetivo del ADN analíticamente 
relevante para los ensayos de detección y 
medición por PCR (1,6,16). Por lo general, 
tienen de 15-30 nucleótidos. 

qPCR con transcripción reversa, RT-qPCR: 
proceso por el cual una cadena de ARN se 
retrotranscribe en su ADN complementario 
(cADN) usando la enzima transcriptasa re-
versa y el cADN resultante se amplifica pos-
teriormente mediante qPCR (3). 

Nota: este proceso puede ser de uno o dos pasos.

Reacción de amplificación o reacción de 
PCR: la reacción de amplificación correspon-
de, físicamente, a todos los componentes 
necesarios para llevar a cabo la amplifica-
ción e incluye el ADN molde y cada uno de 
los reactivos (ADN polimerasa, MgCl2, buffer, 
dNTPs, primers, sondas o fluoróforo, etc.) a 
una concentración fija de cada uno en un 
volumen dado, dispensado en un soporte 
adecuado (placa, tubo) y sobre la que el 
equipo (termociclador) realizará el proceso 
de amplificación y, en el caso de qPCR, la de-
tección en tiempo real de los productos de 
amplificación. Para el caso de la muestra de 
ensayo, la mezcla de reacción incluye todos 
los componentes necesarios para la amplifi-
cación, pero para el caso de los controles de 
amplificación, la composición de la mezcla 
de reacción dependerá del tipo de control.

Réplica técnica: en el contexto de ensayos 
basados en la PCR, las réplicas técnicas co-
rresponden a submuestras que se obtienen 
del mismo producto de extracción de los 
ácidos nucleicos. Se utilizan para analizar la 
precisión de los resultados, lo que se rela-
ciona con variaciones en el procedimiento 
de análisis (15).

Réplica biológica: en el contexto de ensa-
yos basados en la PCR, las réplicas bioló-
gicas corresponden a muestras obtenidas 
directamente de la fuente de los ácidos 
nucleicos, pero de manera independiente, 
y que se someten, exactamente, a los mis-
mos procedimientos (extracción, dilución, 

amplificación, detección), por ejemplo, di-
ferentes muestras primarias de hisopado o 
diferentes muestras de plasma del mismo 
individuo o muestras independientes de 
cultivos de células del mismo organismo 
(lotes diferentes del cultivo) o muestras 
biológicas independientes del material de 
origen, como en el caso del análisis de or-
ganismos modificados genéticamente, o 
muestras de diferentes individuos del or-
ganismo. Las réplicas biológicas permiten 
identificar variaciones asociadas a proce-
sos biológicos que tienen impacto sobre 
los resultados del análisis (15).

Ruido de fondo: nivel intrínseco de señal que 
resulta de la interacción de los instrumentos, 
reactivos y consumibles usados en la reac-
ción de amplificación (3).

Secuencia objetivo de ácido nucleico: se-
cuencia específica del ácido nucleico sujeto 
a análisis con el fin de ser detectado o de-
tectado y cuantificado. Esta es la secuencia 
analíticamente relevante para los ensayos de 
detección y medición por PCR; por lo tanto, 
la secuencia específica objetivo del ácido nu-
cleico se corresponde con el analito que, en 
sí mismo, puede ser la muestra de ensayo o 
una parte de esta (1). 

Sonda (sonda de hidrólisis): oligonucleoti-
do de ADN cuya secuencia es complemen-
taria a la secuencia del ADN objetivo o a una 
región de este y que está covalentemente 
unido a un agente reportero. Habitualmen-
te, este agente reportero es un fluoróforo. 
La función de la sonda en los métodos de 

medición basados en PCR es hibridizarse 
con el ADN objetivo usado como molde al 
inicio de la reacción para luego, durante la 
fase exponencial de la reacción de amplifi-
cación y por la acción 5’-3’ exonucleasa de la 
ADN polimerasa sobre la sonda, generar la 
hidrólisis y liberación del agente reportero, 
lo que permite la emisión de fluorescencia 
por parte de este en función de la cantidad 
que se libera y que, a su vez, es proporcional 
a la cantidad de híbridos sonda::ADN molde 
formados al inicio de la reacción.

Temperatura de fusión (Tm melting tempe-
rature): se refiere a la temperatura a la que 
se hibridizan o se unen los oligonucleótidos 
en los sitios que son complementarios. Es 
la temperatura a la que se disocia el 50 % 
de las hélices de ADN de cadena doble, ya 
que una hélice de ADN se disocia en un 
intervalo de temperatura en lugar de a una 
temperatura muy específica (1).

Transcripción reversa o retrotranscrip-
ción, (RT, por sus siglas en inglés): pro-
ceso de producción de cADN a partir de 
un molde de ARN, utilizando la actividad 
enzimática de una transcriptasa reversa 
asociada con uno o más primers bajo con-
diciones adecuadas (1).

Trazabilidad metrológica: propiedad de 
un resultado por la que el resultado se 
puede relacionar con una referencia me-
diante una cadena ininterrumpida y do-
cumentada de calibraciones, cada una de 
las cuales contribuye a la incertidumbre 
de medición (8).
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3.1. PCR punto final

3.2. PCR en tiempo real (qPCR)

3.3. PCR digital  (dPCR)

30

30

34

Fundamentos de 
la técnica de PCR

LA PCR ES UNA TÉCNICA DE LA 
BIOLOGÍA MOLECULAR QUE PERMITE 
AMPLIFICAR, EN GRAN CANTIDAD, 
UNA REGIÓN O FRAGMENTO DE 
ADN DE DOBLE CADENA (dsADN), 
QUE PUEDE SER DE TIPO GENÓMICO 
(gADN) O COMPLEMENTARIO A UNA 
SECUENCIA DE mARN (cADN). 

Durante la reacción de PCR, se simula el pro-
ceso de síntesis de ADN que sucede in vivo, 
empleando una ADN polimerasa que se ca-
racteriza por su resistencia a altas tempera-
turas. Dentro de las polimerasas comerciales 
más comúnmente empleadas, se encuentran 
las polimerasas tipo A, provenientes de bac-
terias del género Thermus (por ejemplo, Taq 
Polimerasa) y las polimerasas tipo B prove-
nientes de arqueas (por ejemplo, Pfu Poli-
merasa). El objetivo de la tecnología de PCR 
es aumentar la cantidad de una secuencia 
conocida de interés, presente en cantida-
des habitualmente muy bajas en el material 
de partida. Para llevar a cabo una PCR se 

requiere de (i) la enzima ADN polimerasa,  
que incorpora los nucleótidos en un orden 
determinado por la secuencia del ADN de in-
terés usado como molde; (ii) el ADN de inte-
rés (ADN molde), en el que se encuentra el 
fragmento o secuencia que se va a amplificar 
(secuencia objetivo); (iii) los primers o ceba-
dores, que flanquean la secuencia de interés 
y delimitan el punto de partida para la reac-
ción enzimática de la ADN polimerasa; (iv) 
los desoxinucleótidos fosfato (dNTPs), que 
son los bloques necesarios para construir las 
nuevas cadenas de ADN; y (v) las condiciones 
óptimas para que la enzima trabaje de ma-
nera adecuada, como el pH, la concentración 
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Primers 
dNTP´S
Polimerasa

Te
m

pe
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tu
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°)

Tiempo

Anillamiento 
Primers

Producto final
~2n copies

3`

3`

5`

5`

ExtensiónDesnaturalización 
del ADN

de magnesio, la presencia de sales de catio-
nes monovalentes (KCl o NaCl) y una tempe-
ratura elevada (17). 

La mezcla de reacción, que contiene todos los 
componentes necesarios para llevar a cabo 
el proceso de amplificación, se coloca en un 
equipo de amplificación (termociclador); allí se 
llevan a cabo ciclos sucesivos de calentamien-
to y enfriamiento que permiten amplificar la 
región específica del ADN. Cada uno de estos 
ciclos de amplificación consta de las siguien-
tes etapas (figura 1) (16): 

Etapa de desnaturalización inicial: en 
esta fase, se da la disociación de los 
puentes de hidrógeno que mantienen 
unidas ambas cadenas del dsADN mol-
de. Se caracteriza por darse a una tem-
peratura elevada (entre 94 °C y 96 °C), 
por lo general, por un periodo fijo de en-
tre 1 a 2 minutos.

del rango de entre 50 °C y 60 °C por un 
periodo fijo de entre 15 a 30 segundos. 

50 °C a 60 °C15 a 30s

70 °C a 72 °C30 a 60s

Etapa de extensión o elongación: en esta 
fase, la ADN polimerasa añade nuevos 
nucleótidos complementarios a la ca-
dena molde a partir de los extremos 3´ 
libres de los primers. El resultado es una 
nueva molécula de ADN de doble cade-
na. La temperatura, en esta etapa, gene-
ralmente se fija entre 70 °C y 72 °C para 
permitir que la enzima trabaje cerca de 
su máxima eficiencia por un periodo de 
entre 30 y 60 segundos. Si bien su dura-
ción es dependiente del tamaño del frag-
mento que se va a amplificar, este tiempo 
sugerido es adecuado para fragmentos 
menores de 1000 pb.

94 °C - 96 °C1 a 2 min

FIGURA 1. 

Etapas en el ciclo de amplificación

Etapa de desnaturalización en ciclo: en 
esta etapa del proceso, la temperatura se 
eleva (94 °C - 96 °C) en un periodo fijo de 
entre 15 y 30 segundos para liberar, par-
cialmente, las dos cadenas de ADN de los 
amplicones generados. 

NOTA: en los ensayos basados en qPCR, habitualmen-
te las etapas de anillamiento y extensión se llevan a 
cabo conjuntamente si la Tm del amplicón lo permite 
y es particularmente importante cuando se usan son-
das TaqMan®.

94 °C - 96 °C15 a 30s

Las etapas 2 a 4 se repiten de manera cíclica en el 
termociclador. Son habituales 25 a 45 ciclos (25X 
- 45X) de amplificación. Con cada ciclo de amplifi-
cación y en condiciones ideales, la cantidad de am-
plicones se incrementa exponencialmente por un 
factor de 2n, en donde (n) es el número de ciclos. 

Etapa de anillamiento: en esta fase, se da 
la unión de los primers por complementa-
riedad de bases con la secuencia objetivo 
a cada una de las cadenas en la molécu-
la de ADN. La temperatura de esta etapa 
del proceso depende de la secuencia de 
los primers empleados y, por lo general, 
se encuentra entre 3 °C y 5 °C por debajo 
de la temperatura de fusión de los primers 
(Tm); habitualmente, se establece dentro 

Cuando el material de partida es ARN, es ne-
cesario agregar un paso de retrotranscripción 
previo al proceso de amplificación. A este mé-
todo se le denomina PCR con transcripción 
reversa (RT-PCR). El producto de la retrotrans-
cripción (cADN) se usa para llevar a cabo la am-
plificación. La RT-PCR se puede realizar de dos 

maneras. En la primera, la retrotranscripción 
y la amplificación se llevan a cabo de manera 
independiente, por lo que se denomina de dos 
pasos; mientras que, en la segunda, se realizan 
en una misma reacción, es decir, en un solo 
paso. En cada caso, será necesario emplear los 
reactivos adecuados.
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3.1.  
PCR PUNTO FINAL

usar como técnica preparativa para otros tipos de 
análisis moleculares. Teniendo en cuenta la gran 
cantidad de bases de datos con información cre-
ciente de secuencias de diferentes especies, es 
relativamente sencillo diseñar métodos de detec-
ción con un alto nivel de reproducibilidad, basa-
dos en esta técnica. Dado el empleo generalizado 
de la PCR, hay muchos métodos normalizados ya 
publicados. Por otra parte, se puede asociar fácil-
mente a otros procedimientos postamplificación, 
que requieran cantidades apreciables de ADN. 
Las limitaciones de la PCR punto final incluyen su 
baja sensibilidad y su bajo rango dinámico, lo que 
restringe su uso a métodos de detección, es decir 
ensayos cualitativos. Otra limitación inherente a la 
técnica es la necesidad de realizar la detección de 
manera independiente a la amplificación, lo que 
obliga a hacer manipulaciones adicionales a las 
muestras de ensayo con el consiguiente riesgo 
de contaminación cruzada.

Esta técnica se caracteriza por realizar una ampli-
ficación a punto final, seguida por la visualización 
de los productos de amplificación mediante una 
electroforesis en gel, que puede ser en una matriz 
de agarosa o de poliacrilamida. Los ácidos nuclei-
cos poseen carga negativa (aportada por el grupo 
fosfato), por lo que, al realizar la electroforesis, 
estos migran en dirección al ánodo (polo positivo). 
La electroforesis tiene una capacidad de separa-
ción de diferentes fragmentos de tamaños desde 
50b hasta 2Mb, dependiendo del tipo de gel y 
de la concentración de la matriz (18). Entre las 
ventajas que ofrece la PCR en punto final, se tiene 
que es una técnica de relativo bajo costo, que se 
puede implementar con facilidad en la mayoría de 
los laboratorios de ensayo y que permite la detec-
ción de secuencias específicas de ADN, o de ARN 
en combinación con la retrotranscripción, con un 
alto grado de confianza si el método ha sido va-
lidado de manera apropiada; además, se puede 

3.2. 
PCR EN TIEMPO REAL (qPCR) 
La amplificación de ácidos nucleicos en la 
qPCR se basa en el mismo principio que la 
PCR punto final y, por lo tanto, se siguen las 
mismas etapas en el proceso de amplifica-
ción; sin embargo, esta técnica se caracteriza 
por hacer un monitoreo continuo de la acu-

mulación del producto amplificado durante 
la reacción. Se basa en la detección y cuanti-
ficación de la fluorescencia de una molécula 
reportera (fluoróforo), que genera una señal 
proporcional a la cantidad de producto am-
plificado. Entre las ventajas de este modo 

La cinética de amplificación por la 
qPCR se puede dividir en cuatro fases 
(figura 2): 

Fase inicial o basal (línea base): du-
rante esta fase, entre los ciclos 3-15, 
la fluorescencia es insuficiente para 
lograr discriminar el ruido basal. Sin 
embargo, esta fase sirve para delimitar 
la línea base, que permite corregir las 
curvas que se obtienen de un experi-
mento al restarla de las curvas de am-
plificación. En este contexto, se puede 
definir la línea base como el máximo 
nivel de fluorescencia detectado por 
el equipo antes de que se pueda de-
tectar cualquier amplificación. En esta 
fase, también se establece el umbral 
de detección que corresponde al nivel 
de fluorescencia por encima del cual 
se puede distinguir un nivel mínimo, 
estadísticamente significativo, de in-
cremento en la señal por encima de la 
línea base establecida y que se puede 
adjudicar al proceso de amplificación. 
Es importante que el umbral sea ajus-
tado de modo que pueda distinguir 
una señal generada por el proceso 
de amplificación de la señal produ-
cida por el ruido de fondo. Algunos 
equipos ajustan automáticamente el 
umbral de detección a como 10 veces 

el valor de la desviación estándar del 
nivel de fluorescencia de la línea base 
en cada corrida, aunque este umbral 
también puede ser definido y fijado 
por el usuario del equipo de manera 
manual.

Fase logarítmica o exponencial: 
en esta fase, los componentes de la 
mezcla de reacción se encuentran en 
cantidad suficiente, por lo que la am-
plificación por la PCR, en teoría, tiene 
una eficiencia cercana al 100  %. En 
esta fase de la cinética de amplifica-
ción, se presenta un comportamiento 
exponencial en la producción de los 
amplicones. Durante esta fase, y gra-
cias a la detección en tiempo real de 
los productos de amplificación me-
diante la señal de fluorescencia, que 
es proporcional a su cantidad, se pue-
de evaluar la eficiencia real del proce-
so con una curva estándar o curva de 
calibración con diferentes cantidades 
perfectamente conocidas de un ADN 
molde de partida por medio de un pa-
trón o estándar de referencia.                                         

con respecto al convencional, se encuentran 
la reducción tanto del riesgo de contamina-
ción cruzada por la manipulación de los pro-

ductos de amplificación en procedimientos 
post PCR, como la reducción en el tiempo de 
análisis (19). 

E = 10 -1/b  

Ecuación 1
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La ecuación 1 permite calcular la eficiencia 
del proceso de amplificación en donde (E) 
es la eficiencia de amplificación definida 
como el número de copias de ADN, obteni-
das en cada ciclo, y (b) es la pendiente de la 
curva de calibración. En condiciones idea-
les, en esta fase, se generarían dos copias  
(E = 2) a partir de cada molécula de ADN 
presente en la muestra en cada ciclo:  
2 = 10-1/b, lo que implica una pendiente 
para la curva de calibración de -3.322. En 
la práctica, la eficiencia se expresa en por-
centaje (% E) y son comunes porcentajes 
de eficiencia de amplificación de entre 
90 % y 110 % (1):

%E = (E - 1) * 100 %  
Ecuación 2

Es importante destacar que, la eficiencia 
de amplificación se afecta por factores 
como la secuencia de los primers, la canti-
dad de primers en la mezcla de reacción, 
la cantidad de ADN molde inicial, el tipo de 
ADN polimerasa, la cantidad de Mg2+ dis-
ponible en la mezcla de reacción, las con-
diciones de amplificación y la presencia 
de activadores o inhibidores en la mezcla 
de reacción, de forma que las variaciones, 
en estos factores, alteran la eficiencia y, 
por lo tanto, los resultados de la PCR.

En esta fase exponencial del proceso de 
amplificación, se determina el ciclo um-
bral o ciclo de cuantificación (Cq), que co-
rresponde al ciclo de amplificación a par-
tir del que se detecta una señal dada de 
fluorescencia, asociada al proceso de am-

plificación por acumulación de un número 
suficiente de amplicones y que, en forma 
gráfica, corresponde al ciclo en el que la 
curva de amplificación, para esa muestra 
en particular, corta el umbral establecido 
(figura 2). La determinación de este ciclo 
umbral es crítico para los análisis poste-
riores, teniendo en cuenta que este ciclo 
umbral (Cq) es inversamente proporcio-
nal a la cantidad de material de partida en 
la muestra de ensayo, de manera que, al 
comparar, por ejemplo, dos muestras en 
cuyo caso la primera tiene mayor cantidad 
de material de partida que la segunda, la 
primera presentará un Cq menor. 

Los valores de Cq pueden variar corrida 
a corrida, por lo que no es conveniente 
comparar dichos valores entre diferen-
tes corridas, aun si se trata de la misma 
muestra. Se puede usar, sin embargo, 
la relación de los valores de Cq entre la 
muestra de ensayo y otra muestra usada 
como control interno de corrida o están-
dar. Bajo estas condiciones, si hay una 
muestra de ensayo (A) y una muestra es-
tándar (B) del mismo ADN objetivo que 
se va a amplificar en una misma corrida 
y cuyas cantidades iniciales (número de 
copias) de ADN son [N0]A y [N0]B, respec-
tivamente, es posible calcular la relación 
teórica de ADN inicial de la muestra A en 
relación con la de la muestra B mediante: 

Si bien la qPCR es un método cuantitativo, 
se puede usar como un método cualita-
tivo, en particular de clasificación, ya que, 
al igual que muchos métodos de análisis 
instrumental, se puede establecer un valor 
umbral o de corte en términos de la res-
puesta instrumental, Cq, en el caso de la 
PCR en tiempo real para clasificar el resul-
tado de un ensayo como positivo o negati-
vo, basado en la presencia o ausencia de 
la secuencia de interés. De hecho, esta es 
una de las mayores aplicaciones de la téc-
nica, especialmente con los ensayos o kits 
comerciales empleados en la detección de 
diferentes organismos de interés (especial-
mente, en microbiología para la detección 
de microorganismos asociados con enfer-
medades transmitidas por alimentos o ETA, 
marcadores clínicos, marcadores ambien-
tales, entre otros). La determinación del 
valor umbral o de corte la establece cada 
productor de los kits comerciales con base 
en características asociadas al límite de de-
tección, la especificidad y la sensibilidad del 
ensayo, entre otros factores. Dependiendo 
de la presentación del kit o ensayo comer-
cial, el usuario puede, o no, tener acceso a 
ese valor umbral, ya sea porque el produc-
tor lo especifica en el inserto del ensayo y 
se requiere para la interpretación de los 
resultados, o porque el kit dispone de una 
plataforma de medición que realiza la inter-
pretación y reporta, directamente, un resul-
tado como positivo o negativo, siempre con 
el apoyo de los controles tanto positivos, 
como negativos, que el productor del kit ha 
diseñado para la correcta interpretación de 
la prueba.

En donde CqA y CqB son los ciclos de cuantifi-
cación o ciclos umbral de las muestras A y B, 
respectivamente, y E es la eficiencia nominal 
(en unidades de 0 a 1, siendo 1 equivalente 
a 100 % de eficiencia) de la amplificación. De 
esta manera, por ejemplo, asumiendo una 
eficiencia del 90  % en la amplificación, si la 
diferencia en los valores de Cq entre las dos 
muestras sometidas a qPCR es de 5 (CqA = CqB 
+ 5), entonces, esto significaría que la muestra 
B tiene 25 veces más cantidad de ADN inicial 
que la muestra A y esta relación se debería 
mantener, independientemente del instru-
mento usado o del día de la corrida. Este es 
el fundamento de la cuantificación del mate-
rial de partida en la muestra de ensayo con 
una curva de calibración o curva estándar em-
pleando diluciones seriadas de un patrón de 
medición/ calibración que contengan la mis-
ma secuencia analizada, teniendo en cuenta 
que la eficiencia de la amplificación también 
se puede ver afectada por la variabilidad de la 
matriz en la que se encuentra el ácido nuclei-
co empleado como patrón (20).

Fase lineal: comprende el momento en 
que los componentes empiezan a ser li-
mitantes en la reacción y se presenta un 
decaimiento de la actividad enzimática. 
La eficiencia de la amplificación no es 
constante durante esta fase.

Fase estacionaria: la amplificación se 
detiene debido a que se agotan los com-
ponentes de la reacción. En esta fase la 
cantidad de producto obtenido se man-
tiene constante, aunque se incremente 
el número de ciclos de amplificación.

[N0]A / [N0]B = (1 + E)(Cq
A

 - Cq
B

)  
Ecuación 3
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FIGURA 2.  
Fases de la cinética de amplificación por qPCR

3.3. 
PCR DIGITAL (DIGITAL PCR O dPCR) 

Es una técnica con mayor sensibilidad, em-
pleada, principalmente, en los ensayos clíni-
cos e identificación de microorganismos en 
concentraciones muy bajas. Esta técnica ofre-
ce una cuantificación precisa y absoluta de 
los ácidos nucleicos sin el uso de una curva 
de calibración y sin dependencia de la eficien-
cia de amplificación.

La PCR digital funciona al dividir una muestra 
de ADN o cADN en muchas particiones, ya sea 
en múltiples gotas o en múltiples pozos en los 
que se llevan a cabo reacciones de PCR para-

lelas individuales. Aquellas particiones en las 
que se amplifique la región objetivo produci-
rán señal mediante la emisión de fluorescen-
cia a partir de un fluoróforo, que se ha adicio-
nado previamente a la mezcla de reacción y 
que es capaz de intercalarse a los amplicones 
generados. Esto determina la discriminación 
entre reacciones positivas, en las que hay ma-
terial de partida y reacciones negativas en las 
que no hay material de partida y, por lo tanto, 
no hay amplificación (21). La dPCR se puede 
realizar en formato de gotas (ddPCR) o de 
chips (cdPCR). En el caso de la ddPCR, la mez-

cla de reacción (20 µL) se combina con acei-
te para generar una emulsión que contiene 
cerca de 20 000 particiones, con volúmenes 
en la escala de nanolitros, que se someten al 
proceso de amplificación y posterior lectura 

de fluorescencia para definir las poblacio-
nes positivas y negativas a partir de la cuales 
se establece la concentración de ADN en la 
muestra de partida, de acuerdo con la distri-
bución estadística de Poisson (figura 3) (22). 

FIGURA 3.  
Flujo de trabajo PCR digital
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04Selección de la 
técnica de PCR

Si bien, hay múltiples variaciones de la téc-
nica de PCR según el analito que se desea 
amplificar y el método de detección usado o 
el número de secuencias de interés amplifi-
cadas de forma simultánea, la selección de la 
técnica adecuada depende del uso previsto 
del método y de la capacidad técnica del la-
boratorio, así como de la disponibilidad de 
kits de medición.

Primero, es necesario definir el tipo de analito 
que se desea analizar, es decir, ARN o ADN. 
En el caso de muestras que contienen ARN, 
se debe emplear una técnica de PCR con re-
trotranscripción (RT-PCR), ya sea en uno o dos 
pasos. Si el material de partida es ADN, con 
fines exclusivos de detección, una PCR punto 
final podría ser adecuada, aunque se podría 
implementar, también, la PCR en tiempo real, 
dependiendo de la capacidad instalada en el 
laboratorio de ensayo. Otro aspecto que se 
debe considerar es si el material de partida 
se trata de ADN plasmídico o genómico; para 
este último caso, antes del proceso de ampli-
ficación, se recomienda la digestión del gADN 
con enzimas de restricción para mejorar la 
accesibilidad de los primers a la secuencia de 
interés, teniendo cuidado de seleccionar una 
enzima de restricción que no realice cortes al 
interior de la secuencia de interés en el mate-
rial bajo análisis.

Es importante, también, considerar que la 
PCR punto final o convencional ofrece una 
menor sensibilidad en los análisis de detec-
ción que la PCR en tiempo real, por lo que se 
requieren mayores cantidades de material 
de partida. Después de definir el tipo de ana-

lito, se debe definir el tipo de detección que 
se va a emplear. Si se cuenta con fluorófo-
ros intercalantes inespecíficos, como SyBR® 
Green, HydraGreen™ u otros similares, o 
fluoróforos específicos asociados a sondas 
del tipo TaqMan, Scorpion o Molecular Bea-
cons y un equipo capaz de realizar el segui-
miento en tiempo real de la fluorescencia, 
se puede realizar una PCR en tiempo real 
(qPCR). De lo contrario, si se tiene un termo-
ciclador convencional y equipamiento para 
realizar una electroforesis de los productos 
de amplificación, se debe llevar a cabo una 
PCR convencional. En este punto, es rele-
vante tener en cuenta el equilibrio entre 
disponibilidad de recursos y tiempo consu-
mido, una qPCR se puede realizar en cuatro 
horas, mientras que una PCR convencional 
puede tomar más tiempo y hay mayor ries-
go de contaminación cruzada. 

Finalmente, se define el número de secuen-
cias de interés que se desea amplificar en la 
muestra de ensayo de forma simultánea. Si 
se amplifica una única secuencia, se imple-
menta el análisis en modo simplex, dos se-
cuencias implican un modo dúplex, tres o 
más secuencias implican un modo múltiplex. 
En el caso de reacciones en modo múltiplex, 
es necesario que el laboratorio cuente con 
un equipo con sistema óptico de detección 
cualificado para realizar la detección de di-
ferentes secuencias con canales indepen-
dientes para la detección de las diferentes 
señales de fluorescencia, asociadas a cada 
secuencia de interés, además de la capaci-
dad del software del equipo para procesar 
los datos respectivos.
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5.1. Elementos de protección personal y 
actividades para la mitigación de riesgos

5.2. Personal

5.3. Instalaciones y equipos de laboratorio

39

41

42

Consideraciones 
de recursos

5.1. 
ELEMENTOS DE PROTECCIÓN 
PERSONAL Y ACTIVIDADES PARA LA 
MITIGACIÓN DE RIESGOS
Los elementos de protección personal (EPP) tie-
nen la función de proteger a las personas del po-
sible riesgo biológico asociado a materiales infec-
ciosos; también, pueden ayudar a mitigar el riesgo 
de contaminación de las muestras de ensayo por 
parte del analista. Los EPP son complementarios 
a las medidas que cada laboratorio debe estable-
cer y documentar con el fin de reducir el riesgo 
desde y hacia el personal de laboratorio o desde 
el propio laboratorio hacia el exterior. Estas medi-
das incluyen, pero no se limitan, a (23, 24):

uso de cabinas de flujo laminar con filtros 
de aire para la preparación de muestras

uso de guardianes para la disposición de 
elementos cortopunzantes 

procedimientos para la disposición final 
de los residuos biológicos

exclusas para la entrada y salida desde y 
hacia los espacios de trabajo

sistemas de presión diferencial de aire en 
los sitios de trabajo

estaciones de trabajo de PCR equipadas 
con luz UV para la preparación de las 
mezclas de reacción

espacios físicos dedicados y 
debidamente delimitados para 
las actividades preanalíticas y de 
amplificación

restricción al ingreso de 
personas no autorizadas a los 
sitios de trabajo

flujos de trabajo unidireccionales

planes de capacitación al personal 
de laboratorio sobre el riesgo 
biológico y su control y sobre las 
buenas prácticas de laboratorio

procedimientos documentados 
para el reporte y registro 
de incidencias y para la 
implementación de las acciones 
correctivas apropiadas

procedimientos validados de 
limpieza y descontaminación de 
áreas, instrumentos y equipos

En cualquier caso, el laboratorio debe estable-
cer los riesgos e implementar y documentar las 
estrategias y medidas adecuadas para su miti-
gación y control.

39
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El uso de los siguientes elementos de uso 
personal se debería establecer en los proce-
dimientos para i) la preparación de mues-
tras; ii) la extracción de ácido nucleicos; 
iii) la preparación de mezclas de reac-
ción de amplificación; y iv) la amplifica-
ción por PCR:

Los guantes se deben desechar después de 
cada uno de los procedimientos mencionados 
antes o cuando se presente contaminación de 
estos con el material biológico manipulado. Se 
recomienda usar batas de laboratorio distintas 
para los procesos preanalíticos, como la extrac-
ción de los ácidos nucleicos y la preparación de 
muestras y para la amplificación y los procesos 
postamplificación, con el fin de mitigar el riesgo 
de contaminación cruzada. Los EPP nunca de-
ben salir del laboratorio y debe haber contene-
dores adecuados y debidamente identificados 
para desecharlos después de su uso.

Bata  
de laboratorio

Guantes  
desechables

Gafas de  
seguridadCubrebocas

Cofia

5.2. 
PERSONAL

La reproducibilidad de los resultados de de-
tección y la cuantificación de ácidos nucleicos 
mediante PCR dependen, en gran medida, de 
las operaciones que lleva a cabo el analista.

Los analistas, y en general todo el personal de 
laboratorio que participe en los procesos de 
detección y medición con técnicas basadas en 
PCR, deben estar capacitados y autorizados para 
ejecutar los respectivos procedimientos de aná-
lisis para llevar a cabo estos procedimientos de 
acuerdo con las buenas prácticas de laboratorio. 

Además, deben estar debidamente entrenados 
en el manejo de los equipos. Es conveniente que 
el laboratorio asegure, con regularidad, la actua-
lización de conocimientos y la competencia2 del 
personal encargado del diseño, validación, ejecu-
ción y verificación de los ensayos con respecto a 
los desarrollos tecnológicos, normas y regulacio-
nes, los modelos matemáticos para el tratamien-
to de los datos analíticos y las técnicas estadísti-
cas para la estimación de la incertidumbre de los 
resultados asociados a los ensayos de detección 
y medición basados en PCR (14, 24, 25). 

2. Competencia, en el contexto mencionado, que hace referencia a la capacidad demostrable de la persona 
para ejecutar, de manera adecuada, los procedimientos de análisis de detección y/o cuantificación y asegurar la 
calidad de los resultados del análisis.

ImageSourceTradingLtd/Shutterstock.com
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5.3. 
INSTALACIONES Y EQUIPOS 
DE LABORATORIO
En la etapa analítica de los procedimientos 
de ensayo y medición, se sugiere disponer de 
áreas separadas para: i) la preparación de las 
mezclas de reacción, también llamada área de 
pre PCR, que cuente con presión positiva y en 
la que se mantengan y preparen los compo-
nentes de la mezcla de reacción, con excepción 
del ADN molde; ii) para la adición del ADN mol-
de proveniente de la muestra de ensayo y los 
controles de ácidos nucleicos, que cuente con 
presión negativa; y iii) de amplificación (área de 
PCR) en donde se lleve a cabo la amplificación 
en el equipo respectivo y la cuantificación/ de-
tección de los productos de amplificación. Se 
recomienda, igualmente, en cada una de estas 
áreas, emplear, de ser posible, estaciones de 
trabajo o cabinas equipadas con luz UV y flujo 
laminar con filtros de aire. La luz UV permite 
eliminar dsADN contaminante al formar dí-
meros de pirimidina entre las dobles cadenas 
de ADN, por lo que estas moléculas se vuel-
ven imposibles de amplificar. Por otro lado, el 
flujo laminar evita contaminación cruzada y es 
útil, sobre todo, si se trabaja con plásmidos o 
reamplificaciones de productos de PCR, ya que 
estos son posibles fuentes de contaminación 
(16). Cuando no sea posible disponer de áreas 
separadas físicamente, se deben delimitar zo-
nas separadas de pre PCR y de PCR dentro del 
laboratorio, asegurando que haya un flujo de 

trabajo específico e independiente para cada 
una de ellas y una disposición de materiales e 
insumos de uso exclusivo en cada una de es-
tas zonas. Las actividades que se van a realizar, 
en cada una de estas áreas durante la ejecu-
ción de los métodos de análisis, deben estar 
documentadas haciendo énfasis en el flujo de 
trabajo unidireccional para evitar el riesgo de 
contaminación.

Para llevar a cabo la PCR, se requiere de un ter-
mociclador capaz de mantener una temperatura 
uniforme para todas las muestras y ser lo sufi-
cientemente rápido para la transición de tempe-
ratura entre una etapa y otra. En el caso de la 
qPCR, adicionalmente, debe incluir una unidad 
con capacidad de  detectar señales fluorescentes 
para monitorear el proceso de amplificación, así 
como un software y un hardware para la captura 
y el análisis de datos. Todos los equipos involu-
crados en el proceso de medición o análisis de-
ben ser sometidos a las actividades verificación 
y calibración, de acuerdo con lo establecido en 
el proceso de confirmación metrológica del labo-
ratorio, en la medida en que sea necesario para 
asegurar la validez de los resultados. Así, por 
ejemplo, si en la cuantificación se ha identifica-
do que las variables temperatura y masa tienen 
un efecto significativo en la incertidumbre de la 
medición, será necesario que los equipos que 
miden estas variables estén calibrados  (4). Es in-
dispensable que cada uno de los equipos que se 
van a usar estén identificados en relación con su 
estado (calibrado, verificado, en mantenimiento, 
etc.); esta identificación debe ser visible para los 
analistas de laboratorio. Es recomendable que el 
termociclador esté conectado a un sistema de 
alimentación ininterrumpida (UPS, por sus siglas 
en inglés) o a una planta eléctrica de emergen-
cia, para evitar que se interrumpa el ensayo o se 
pierdan los datos de la corrida por fallas o por 
cambios repentinos en el suministro eléctrico. 

Para llevar a cabo la detección de la PCR punto 
final, es necesario un sistema de electroforesis 
horizontal con los accesorios correspondientes 
(molde para hacer el gel, peine, cables para co-

nectar a la fuente de alimentación), una fuente 
de alimentación o de poder, un transiluminador 
(fuente de luz ultravioleta) para revelar el gel y 
una cámara fotográfica. De ser posible, el tran-
siluminador y el equipo fotográfico pueden ser 
sustituirlos por un equipo fotodocumentador 
de geles, que incluye la fuente de luz ultravio-
leta, el equipo fotográfico para la toma y digi-
talización de imágenes, y un equipo de cómpu-
to con software que permita distintos tipos de 
análisis, como el densitométrico. 

Cuando los laboratorios emplean sistemas ce-
rrados de medición, es importante verificar, 
con cierta periodicidad, el adecuado desem-
peño de los equipos, dado que, en estos, se 
llevan a cabo varias etapas, como extracción y 
retrotranscripción, antes de hacer la medición 
de las muestras por PCR. 

Los equipos auxiliares necesarios para llevar a 
cabo los métodos de detección y/o medición 
por PCR incluyen una centrífuga de mesa, un 
mezclador tipo vórtex, micropipetas de des-
plazamiento positivo y volumen ajustable, un 
refrigerador (4 °C) y un congelador (-20 °C). 
Los procedimientos de medición deben docu-
mentar, claramente, el equipo que se requiera 
para cada etapa del procedimiento y las espe-
cificaciones de uso de estos (16). Además, es 
necesario contar con otros equipos auxiliares 
para la preparación, ajuste de pH y esteriliza-
ción de soluciones. Estos incluyen un poten-
ciómetro, una balanza analítica y un autoclave 
o un equipo de filtración por membrana con 
un tamaño de poro de 0.22 µm, para la esteri-
lización de las soluciones buffer.
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6.1. Procedimientos preanalíticos

6.2. Condiciones para la medición por qPCR

6.3. Tratamiento e interpretación de los 
resultados de amplificación
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70

Procedimientos 
operativos de 
análisis

Si se emplean kits comerciales, estos deben 
ser compatibles con los equipos que se em-
plean para la amplificación y se deben em-
plear según las recomendaciones del fabri-
cante para obtener resultados confiables. Si 
se cuenta con un método desarrollado por 
el laboratorio o adaptado de la literatura, es 
importante que haya sido previamente vali-
dado para su uso en el laboratorio. 

Para la medición de una muestra por PCR, 
hay una serie de etapas que se deben consi-
derar (figura 4). Una vez se tiene la muestra, 
se realiza el proceso de extracción y purifica-
ción de los ácidos nucleicos. En el siguiente 

paso, se evalúa la calidad del extracto pre-
vio a la amplificación por PCR; no obstante, 
algunos sistemas de diagnóstico realizan el 
chequeo de la calidad del ADN a través de la 
detección de genes de referencia durante la 
etapa de amplificación. 

Para muestras cuyo material de partida es 
el ARN, es necesario el paso de retrotrans-
cripción para producir el cADN que, poste-
riormente, servirá de molde en el paso de 
amplificación. Posteriormente, se prepara la 
mezcla de reacción y se procede al proceso 
de amplificación. Finalmente, se realiza la de-
tección y/o cuantificación de los productos 

UNA VEZ SE ESTABLECE LA 
TÉCNICA DE PCR QUE SE VA A 
EMPLEAR, ES IMPORTANTE TENER 
EN CUENTA LA DISPONIBILIDAD 
DE REACTIVOS Y CONSUMIBLES 
NECESARIOS PARA LA 
AMPLIFICACIÓN.
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FIGURA 4.  
Procesamiento y medición o análisis de muestras por PCR
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de amplificación. La evaluación los resulta-
dos dependerá del método de amplificación 
empleado. En el caso de la qPCR, se generan 
las curvas de amplificación en función de la 
intensidad de fluorescencia con cada ciclo 
de amplificación, mientras que, en la PCR 
convencional, se lleva a cabo la separación 
y posterior visualización de los productos de 
amplificación mediante electroforesis en gel 
de agarosa o de poliacrilamida. Independien-
temente de si el laboratorio realiza la ope-

ración de muestreo o no, esta, y cada una 
de las etapas posteriores del análisis, deben 
estar documentadas en procedimientos y 
los resultados de cada una de estas se debe 
registrar en los formatos respectivos esta-
blecidos por el laboratorio, de forma que se 
pueda determinar con seguridad el flujo de 
trabajo de todo el proceso de análisis y ana-
lizar la fuente de cualquier desviación que se 
pueda presentar en el proceso, con impacto 
en sus resultados.

6.1.1. 
Preparación de la muestra

Antes de manipular una muestra biológica 
para ensayo, se deben verificar su identifica-
ción y las características de esta. Existen re-
querimientos particulares con respecto a las 
capacidades de los laboratorios para manipu-
lar muestras de origen biológico con riesgo de 
patogenicidad, en cuyo caso el laboratorio es 
responsable de determinar su propia capaci-
dad (instalaciones, equipos, personal compe-
tente, insumos, certificaciones, etc.) para ma-
nipular este tipo de muestras de acuerdo con 
las normas y regulaciones nacionales e inter-
nacionales vigentes (23).

La amplificación por PCR se puede conside-
rar la etapa analítica final de un método de 
análisis de medición de ácidos nucleicos en 
la que también se deben establecer, optimi-
zar, validar y documentar otros procedimien-
tos precedentes en las etapas preanalíticas, 
que incluyen el muestreo, la preparación de 
la muestra, la extracción de los ácidos nuclei-
cos; en caso de que el ARN sea el analito de 
interés, se debe introducir un paso de retro-
transcripción previo a la amplificación por PCR. 
Cada uno de estos procedimientos contribuye 

El objetivo de la preparación de la muestra 
(muestra analítica o muestra de ensayo) an-
tes de la extracción de los ácidos nucleicos es 
asegurarse de que esta sea adecuada para 
la extracción y de que sea representativa del 
material del que se origina (28). Si se analizan 
varias muestras del mismo material, se deben 
seguir procedimientos de muestreo estadís-
ticamente válidos de acuerdo con un plan de 
muestreo previamente establecido, de mane-
ra que el número de muestras sea suficiente 
y representativo del material original para ase-
gurar la fiabilidad del análisis. Esto último es 

6.1. 
PROCEDIMIENTOS 
PREANALÍTICOS

como fuente de variación independiente en 
la incertidumbre asociada a la cuantificación 
del ácido nucleico de interés en la muestra 
de ensayo. Adicionalmente, otras actividades 
relacionadas con la manipulación de la mues-
tra, como el almacenamiento, los ciclos de 
congelación y descongelación y el transporte, 
también influyen en la calidad e integridad del 
ácido nucleico de interés en la muestra, por 
lo que las especificaciones técnicas de estos 
procedimientos deben estar documentadas 
detalladamente y la conformidad. 
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particularmente importante si el procedimiento 
de análisis hace parte de un plan de control de 
calidad establecido por el laboratorio (25, 29). 
Así mismo, se deben llevar a cabo los registros 
respectivos de las actividades preanalíticas, in-
cluyendo el muestreo del material biológico o la 
toma de la muestra de acuerdo con los planes 
o procedimientos establecidos por el laborato-
rio (25). Si el laboratorio no realiza el muestreo 
debe establecer los requisitos que debe cum-
plir la muestra para que sea adecuada para su 
procesamiento y evaluación en la fase analítica. 
El no cumplimiento de estos requisitos puede 
ser objeto de rechazo de las muestras si así lo 
ha documentado el laboratorio en sus proce-
dimientos internos. Para el caso de muestras 
que van a ser analizadas en un contexto clínico, 
hay requisitos particulares en relación con las 
condiciones de obtención, identificación, recep-
ción, manipulación y transporte que se deben 
seguir a partir de procedimientos específicos, 
documentados por el laboratorio (14, 24, 27). 
Eventualmente, son necesarios procedimientos 

de fraccionamiento (molienda, tamizado, etc.) 
del material para la obtención de la muestra; en 
estos casos, se debe asegurar que los proce-
dimientos efectuados no afecten la integridad 
de los ácidos nucleicos, para ello, se recomien-
da que el efecto de estas actividades sobre la 
validez de los resultados sea evaluado en la 
optimización o validación del método. Adicio-
nalmente, se debe asegurar la homogeneidad 
de las muestras y, una vez obtenidas, se debe 
garantizar su estabilidad (30). Se debe conside-
rar la necesidad de almacenamiento en con-
diciones de refrigeración (4 °C) o, incluso, en 
condiciones de congelación (-20 °C) si existe el 
riesgo de degradación de los ácidos nucleicos 
en la medida en que la muestra no se some-
ta a la extracción de los ácidos nucleicos en un 
corto periodo de tiempo. En gran medida, es-
tas condiciones dependerán del propio mate-
rial de partida, por ejemplo, materiales con alto 
contenido de metales, sustancias oxidantes y/o 
nucleasas implican un mayor riesgo de degra-
dación de los ácidos nucleicos.

6.1.2. 
Extracción de los ácidos nucleicos

La extracción de ácidos nucleicos se realiza 
con el objetivo de purificar los ácidos nuclei-
cos que servirán como material de partida en 
la reacción de PCR. En este paso, es crucial 
eliminar cualquier material que pueda causar 
interferencia con el proceso de amplificación 
y que, normalmente, se pueden encontrar en 
la matriz biológica de la muestra. 

La extracción de ácidos nucleicos se debe 
realizar teniendo en cuenta la matriz de la 
muestra de ensayo y siguiendo lineamientos 
establecidos en los procedimientos internos, 
las normas o guías, según corresponda. Exis-
ten guías para adecuar los procedimientos 
preanalíticos de extracción y manipulación 
de ácidos nucleicos con fines de diagnóstico 
a los laboratorios clínicos. En ese sentido, se 
recomienda la revisión de la serie de normas 
ISO 20166 relacionada con la extracción de 
ácidos nucleicos a partir de tejidos fijados con 
formaldehído y almacenados en parafina; la 
serie ISO 20184 sobre la extracción de áci-
dos nucleicos a partir de tejido congelado; y 
la serie ISO 20186 acerca de la extracción de 
ácidos nucleicos a partir de sangre total. Así 
mismo, existen otras guías para la prepara-
ción de muestras biológicas de diferente ori-
gen con fines analíticos (30).

Hay procedimientos documentados para ex-
traer el ARN o el ADN, específicamente, a par-
tir de diferentes tipos de muestras (células en 

cultivo, tejidos frescos, tejidos conservados 
en parafina, sangre, etc.), pero, en su mayoría, 
el fundamento del procedimiento es el mis-
mo: se inicia con la ruptura de las membra-
nas celulares que se realiza, por lo general, 
con algún tipo de detergente, como el dodecil 
sulfato de sodio (SDS) o el bromuro de hexa-
deciltrimetilamonio (CTAB), que irrumpen las 
membranas y permiten la liberación de los 
componentes celulares. Para hacer la sepa-
ración, se emplean sales como acetatos, que 
precipitan las proteínas, pero no el ADN, o 
mezclas con cloroformo y fenol usados como 
agentes caotrópicos, que permiten la separa-
ción de las proteínas y los lípidos de los áci-
dos nucleicos. Para ciertos tipos de muestras, 
en particular, para aquellas con alto conteni-
do proteico y/o con un contenido elevado de 
nucleasas, es conveniente incluir en la fase 
de extracción el empleo de proteinasa K y la 
incubación de las muestras para digerir es-
tas proteínas antes de la separación de los 
ácidos nucleicos. Para la extracción de ARN, 
se puede usar una solución de tiocianato de 
guanidina que inactiva las ribonucleasas pre-
sentes en la muestra a la vez que estabiliza el 
ARN en solución.

Para la limpieza de los ácidos nucleicos, se 
emplea isopropanol o etanol al 95 %, que 
permiten la remoción de sales y residuos or-
gánicos que pueden permanecer en el ma-
terial extraído y que pueden interferir con 
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el proceso de amplificación; por ejemplo, los 
restos de SDS pueden inhibir la reacción de 
PCR, aunque esto se puede contrarrestar uti-
lizando 0.5 % de Tween 20 o 40 en la reacción 
de PCR. Finalmente, el material purificado se 
seca, por lo general, a temperatura ambiente 
para remover el exceso de etanol o de iso-
propanol usado en su limpieza. El último paso 
del proceso es la solubilización de los ácidos 
nucleicos, para lo que se puede emplear una 
solución buffer preparada con tris-HCl 10 mM 
y EDTA disódico 1mM en agua libre de nu-
cleasas a un pH 8.0 (buffer TE) o bien un buffer 
BE (tris-HCl 10 mM a pH 8.5), que aseguran la 
estabilidad del ácido nucleico y su uso para el 
paso de amplificación. Para el caso del ADN 
aislado, es necesario que este se mantenga a 
pH alcalino ≥ 7, para evitar su hidrólisis ácida 
en solución (31).

Hay kits comerciales de extracción que pueden 
ser usados para el mismo fin, con la ventaja de 
que estos permiten la automatización del pro-
ceso, lo que resulta en un incremento en su efi-
ciencia, principalmente, con el manejo de altos 
volúmenes de muestras de ensayo. Es el caso 
de los kits de separación basados en sistemas 
de retención, como las columnas empacadas 
con sílica, que retienen los ácidos nucleicos 
mientras se eliminan los demás componentes 
de manera secuencial, o los sistemas basados 
en perlas magnéticas. Independientemente del 
tipo de procedimiento de extracción empleado 
en el paso final del proceso de extracción del 
ácido nucleico de interés, este es eluido con so-
luciones buffer con bajo contenido de sales. En 
este último caso, el material eluido, por lo gene-
ral, es apto para su uso directamente en la fase 
de amplificación. 

6.1.3. 
Evaluación de la calidad de los ácidos nucleicos

6.1.3.1. 
Cuantificación del ácido nucleico

Tras la extracción de los ácidos nucleicos es nece-
sario evaluar la calidad del material extraído, bien 
sea ARN o ADN, y determinar su concentración. 
La presencia de inhibidores puede afectar el des-
empeño de la PCR y el análisis de muestras de-
gradadas genera resultados poco confiables (1). 
Además, para garantizar una adecuada cantidad 
de muestra para la medición por qPCR, se debe 
medir la concentración del ácido nucleico (ADN o 
ARN) total en la muestra. Esta, por lo general, se 
expresa en unidades como ng/μL o μg/mL. 

La cuantificación del ácido nucleico total se 
puede realizar bajo diferentes enfoques, 
como la espectrofotometría ultravioleta, mé-
todos de cuantificación basados en el uso de 
agentes fluorescentes capaces de intercalar-
se con el ADN/ ARN o métodos basados en 
ddPCR. La homogeneidad de una muestra 
de ácido nucleico es un factor crítico en cual-
quier método de cuantificación, por lo que la 
muestra se debe disolver y homogenizar por 
completo en el volumen total de disolvente 
antes de la cuantificación. Además, se debe 
proporcionar información sobre la variación 
entre mediciones repetidas del mismo analito 
en diversos tipos de muestras rutinarias (1). 

PARA ESTABLECER LA 
CONCENTRACIÓN, PUREZA E 
INTEGRIDAD DE LOS ÁCIDOS 
NUCLEICOS EXTRAÍDOS, 
USUALMENTE, SE EMPLEAN LAS 
TÉCNICAS DE ESPECTROFOTOMETRÍA 
Y ELECTROFORESIS EN GEL O 
ELECTROFORESIS CAPILAR. 

Una vez que el ADN ha sido purificado, cuanti-
ficado y analizadas su pureza e integridad, una 
parte de la muestra se puede almacenar a 4 °C 
para los análisis inmediatos y el material restan-
te a -20 °C o a -80 °C, para una preservación a 
largo plazo. En este último caso, es conveniente 
que el ADN se conserve en soluciones con baja 
concentración de sales y agentes quelantes, 
como el buffer TE, ya mencionado, para inhibir 
la acción de ADNsas contaminantes, sin inhibir 
las reacciones de amplificación posteriores (32). Choksawatdikorn/Shutterstock.com
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La espectrofotometría es un método común-
mente utilizado para la cuantificación y eva-
luación de la pureza de los ácidos nucleicos. 
Los ácidos nucleicos absorben luz ultravio-
leta con un máximo de 260 nm, por lo que 
se pueden cuantificar mediante un espec-
trofotómetro UV. La concentración de áci-
do nucleico se determina mediante la ley 

Cuando se requiere de mayor precisión en 
la cuantificación de ácidos nucleicos, se hace 
una desnaturalización del dsADN para obte-
ner cadenas sencillas (ssADN). Es importan-
te tener en cuenta que, para cada lectura de 
absorbancia de cada una de las muestras, se 
debe sustraer el valor de la lectura del blan-
co, que corresponde al buffer en el que está 
disuelto el ácido nucleico (33). Al realizar la 
cuantificación de ácidos nucleicos por espec-
trofotometría, hay que tener en cuenta las si-
guientes consideraciones:

Todas las especies de ácido nucleico pre-
sentes contribuyen a la absorbancia (es 
decir, ADN, ARN, oligonucleótidos cortos 
y nucleótidos libres), por lo que la concen-
tración del ácido nucleico de interés (por 
ejemplo, ADN) se puede sobreestimar.

Muchos compuestos químicos absorben 
a 260 nm o cerca de ellos (por ejemplo, 
soluciones fenólicas utilizadas para ais-
lamiento o lisis), lo que representa otra 
fuente potencial de sesgo positivo.

Espectrofotometría

TABLA 1.  
Coeficientes de extinción para diferentes especies de ácidos nucleicos

ESPECIE DE ÁCIDO NUCLEICO COEFICIENTE DE EXTINCIÓN

ARN puro (ss) 40 μg / mL

ARN puro (ds) 46 μg / mL

ADN puro (ds) 50 μg / mL

ADN puro (ss) 37 μg / mL

de Beer-Lambert-Bouguer, que predice una 
correlación lineal entre la absorbancia a una 
longitud de onda dada y la concentración 
de ácido nucleico, con un coeficiente de ex-
tinción dependiente de la especie de ácido 
nucleico cuantificada (ADN bicatenario (ds), 
ADN monocatenario (ss), ARN monocatena-
rio (ss), ARN bicatenario (ds)) (tabla 1). 

La fluorometría es una estrategia de cuantifi-
cación alternativa en la que se usan agentes 
capaces de emitir fluorescencia a una longitud 
de onda determinada. Este método depende 
de las características de emisión de fluorescen-
cia de los agentes al unirse al ácido nucleico. 
Para hacer la cuantificación del ácido nucleico 
total, es necesario un material de referencia 
de características similares al de la muestra 
de ensayo con el que se construye una curva 
de calibración. Para realizar la cuantificación 
por métodos fluorescentes, hay que tener en 
cuenta diferentes factores, como el estado de 
desnaturalización del ácido nucleico, la inte-
gridad del ácido nucleico —dado que algunos 

Fluorometría

agentes se unen a las moléculas por encima de 
determinado tamaño—, la temperatura, el pH, 
si se requiere de exposición a la luz ultraviole-
ta, o la presencia de contaminantes químicos 
que afecten la unión del fluoróforo al ácido nu-
cleico o que interfieran con la emisión de fluo-
rescencia. En este último caso, por ejemplo, 
los iones pesados, como los aniones yoduro o 
los cationes de cesio, así como las moléculas 
neutras, como la acrilamida, pueden actuar 
como inhibidores de fluorescencia. En la tabla 
2, se presenta una descripción general de los 
agentes fluorescentes inespecíficos comunes 
utilizados para detectar y cuantificar ácidos 
nucleicos (20).

smereka/Shutterstock.com
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COLORANTE
EXCITACIÓN/

EMISIÓN 
(nm)

ESPECIFICIDAD SENSIBILIDAD VENTAJAS
FACTORES QUE 

AFECTAN SU 
DESEMPEÑO

DAPI 360/465 AT Desconocida Económico Detergentes  
polifosfatos

Hoechst 
33258 360/465 A-T de dsADN 10 ng/mL Económico y 

sensible pH, SDS

Pico Green® 458/535 Todos los 
dsADN 250 ng/mL Sensible No demostrado

Ribo Green® 458/535
G de todos 
los ácidos 
nucleicos

200 pg/mL Cuantificación 
de ARN

Presencia de 
cualquier ADN

Oli Greeen® 458/535
T de todos 
los ácidos 
nucleicos

100 pg/mL
Cuantificación 
de ssADN

Sensible

Presencia de 
ARN o ADN

Colorantes 
de cianina 
(YOYO-1)

Varios

dsADN, y 
algunos 
oligonuleotidos 
de cadena 
sencilla

0.5 a 2.5 ng/
mL

Económico y 
sensible

Sal, etanol, SDS, 
algunas variantes 
muestran 
sensibilidad de base

Bromuro de 
etidio* 520/605 dsADN y ARN

Banda de 2 
ng en gel de 
agarosa

Económico y 
sensible

Se degrada en 
presencia de nitrato 
de sodio y ácido 
hipofosforoso.

Se debe almacenar 
en ausencia de luz

SYBR® 
Green I 485/535 dsADN 

Banda de 25 
pg en gel de 
agarosa

Económico 
y no 
mutagénico

Se debe almacenar 
protegido de la luz

TABLA 2.  
Colorantes fluorescentes comunes para detección y cuantificación de ácidos nucleicos

*Es un reactivo altamente tóxico y mutagénico, se debe manipular con 

precaución siguiendo las condiciones del fabricante.

6.1.3.2. 
Integridad del ácido nucleico

La evaluación de la integridad del ácido nu-
cleico permite determinar factores que pue-
den influir en el rendimiento de la PCR, como 
la degradación del ácido nucleico (fragmen-
tos cortos), dado que la integridad de los áci-
dos nucleicos repercute en la cuantificación 
precisa de secuencias objetivo específicas 
de interés. Los métodos que se utilizan ha-
bitualmente para evaluar la integridad de la 
muestra de ácido nucleico son la electrofo-
resis en gel (capilar o en placa) y la medición 
de amplicones de tamaño diferencial. 

Al hacer la evaluación de integridad, se deben te-
ner en cuenta los controles y los criterios que se 
utilizan para aceptar/ rechazar la integridad del 
ácido nucleico en la muestra. Además, se debe 
evaluar el desempeño de los procedimientos de 
medición de qPCR con muestras de integridad 
variable para establecer los criterios de acepta-
ción de la integridad del ácido nucleico (1). 

Para hacer la evaluación de integridad, hay 
que tener en cuenta el tipo de ácido nucleico 
y su aplicación para escoger la técnica más 
adecuada. La técnica ampliamente usada es 
la electroforesis, las biomoléculas cargadas, 
como el ADN o el ARN, migran electroforéti-
camente por una diferencia de potencial. En 
una relación masa-carga constante, las mo-
léculas se separan por tamaño; los fragmen-
tos más pequeños migran más rápido que 
los más grandes. Con el uso de fluoróforos 
intercalantes en las cadenas del ácido nu-

cleico, estas se pueden visualizar mediante 
la exposición a luz ultravioleta (20).

En el caso de la evaluación de ADN, se obtie-
nen bandas de alto peso molecular para el 
caso de ADN genómico (gADN) (figura 5, carril 
2) o bandas de bajo peso molecular en el caso 
de plásmidos (figura 5, carril 4). La presencia 
de colas o barridos en las bandas es indicativo 
de degradación y fragmentación del ácido nu-
cleico (figura 5, carril 3). En el caso de ARN, se 
hace uso de algunos perfiles electroforéticos, 
como ARN ribosomal (rARN) o ARN pequeño, 
entre otros. Para el ARN procariótico, se tiene 
en cuenta la proporción de rARN de las subu-
nidades ribosómicas 23S y 16S para la estima-
ción de la integridad (figura 5, carril 5). Para el 
ARN eucariota, se usa la relación de rARN de 
las subunidades 28S y 18S ribosomales (1).
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Otras técnicas utilizadas para hacer la evalua-
ción de integridad de ADN incluyen PCR de lar-
go alcance; en estas, se amplifican secuencias 
de hasta 15 kb. En las reacciones de PCR con 
amplicones de tamaño diferencial, una misma 
región se amplifica con múltiples primers, que 
generan diferentes tamaños de amplicón, pro-
porcionando un índice de moléculas amplifi-
cables en diferentes tamaños de fragmentos. 
En el caso de ARN, otras técnicas usadas para 
hacer la evaluación de integridad incluyen la 
RT-qPCR para la relación de mARN 5’/3’, en el 

FIGURA 5.  
Electroforesis de ADN en gel de agarosa
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que se mide la relación de las cantidades de 
la secuencia objetivo, ubicada en el extremo 5’ 
y otra en el 3’ del mismo transcrito. Si el ARN 
está intacto, la proporción será igual a 1; de lo 
contrario, es un indicativo de degradación. En 
el ensayo de RT-qPCR de elementos repetitivos 
en el que se mide la concentración de secuen-
cias repetidas en el mARN, esta es comparada 
con una muestra control de alta integridad. En 
el ensayo de RT-qPCR con amplicones de dife-
rentes tamaños, esta sigue la misma estrategia 
de análisis que en el caso de ADN (1). 

6.1.3.3. 
Pureza del ácido nucleico

Durante el proceso de extracción existe el riesgo 
de que algunas sustancias contaminen la mues-
tra y afecten el desempeño de la PCR. Dentro 
del contexto de los ensayos de qPCR, las formas 
significativas de contaminación más comunes 
son secuencias de ácido nucleico no específico, 
presentes en la muestra, que se puede detectar 
junto con la secuencia objetivo específica, gene-
rando así un falso positivo o material que pue-
de inhibir reacciones posteriores, dando como 
resultado una reacción de amplificación fallida 
(falso negativo) (20). Para hacer la evaluación de 
la pureza de los ácidos nucleicos, se emplean va-
rias estrategias, en las que, de forma general, se 
verifica la ausencia de impurezas químicas, como 
disolventes orgánicos, polisacáridos y componen-
tes proteicos, transportados desde la matriz de 
la muestra o la etapa de extracción, así como la 
ausencia de otros fragmentos de ADN/ ARN con-
taminantes en las muestras de ensayo. 

Dentro de los enfoques frecuentemente em-
pleados para hacer una evaluación de la conta-

La presencia de sustancias orgánicas poten-
cialmente contaminantes se puede determi-
nar al medir la absorbancia de la muestra a 
las siguientes longitudes de onda: 280 nm, 
260 nm y 230 nm. Los parámetros críticos 
son la relación de absorbancias a 260 nm / 
280 nm, que se usa habitualmente para eva-
luar la contaminación de ADN con proteínas, 
y la relación de absorbancia a 260 nm / 230 
nm, que se emplea para evaluar presencia de 
compuestos caotrópicos o residuos de reac-
tivos empleados en la extracción. En la tabla 
3, se resumen los valores esperados para es-
tas relaciones, según el tipo de ácido nuclei-
co. Este enfoque es adecuado para muestras 
cuya concentración pueda ser medida por es-
pectrofotometría UV (1).

Espectrofotometría UV 

TABLA 3.  
Relaciones comúnmente evaluadas para evaluación de pureza en ácidos nucleicos extraídos

RELACIÓN ADN ARN

260/280

<1.8 Posible presencia de proteínas, fenol 
u otros contaminantes
= 1.8 ADN puro
>1.8 Posible contaminación con ARN

≤1.8 Posible presencia de 70 - 80 % de 
proteína
= 2.0 ARN puro

260/230
<2.0 Presencia de contaminantes que 
absorben a 230 nm.
2.0 - 2.2 ADN sin contaminantes

<2.0 Presencia de contaminantes que 
absorben a 230 nm.
2.0 - 2.2 ARN sin contaminantes

minación de una muestra de ácidos nucleicos, 
se encuentran la espectrofotometría ultravioleta 
y los ensayos de amplificación por qPCR, en lo 
que se emplean diferentes controles de ampli-
ficación, de retrotranscripción y/o de digestión 
según sea el caso.
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Como hay varios contaminantes que pueden 
inhibir tanto la PCR, como la transcripción in-
versa, el laboratorio debe definir sus umbra-
les para rechazar o aceptar una muestra. Es 
importante tener en cuenta que la relación de 
absorbancias a 260 nm / 280 nm puede variar 
con el pH y la fuerza iónica (34). En la norma 
ISO 21571 se proporcionan más detalles con 
respecto a la extracción de ácidos nucleicos 
con fines de análisis. En las figuras 6a y 6b 
se muestra un espectro de absorbancia de 
buena y baja calidad para un ácido nucleico, 
respectivamente. 

FIGURA 6.  
Espectro de absorbancia de 

muestras de ácido nucleico. 
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Espectros de absorción típicos para 

extractos de ácidos nucleicos

El espectro (a) representa un extracto de alta calidad de ácido nucleico, en el que la absorbancia a 

260 nm es cercana al doble de la absorbancia a 280 nm. El espectro (b) representa un extracto de 

baja calidad con alta presencia de sustancias que absorben a 230 nm.

a b

Por qPCR, se pueden realizar dos tipos de ensa-
yos. El primero consiste en evaluar la eficiencia 
de amplificación de la muestra de ensayo. Antes 
que nada, se realizan diluciones seriadas de la 
muestra en un intervalo logarítmico (por ejem-
plo, factores de dilución 1/10, 1/100, 1/1000, etc.), 
cada una de las cuales representa una fracción 
de la cantidad original del analito en la muestra 
de ensayo. Posteriormente, se miden por qPCR 
(figura 7 A). Luego se construye una gráfica de 
amplificación del promedio de Cq en función de 
las diluciones realizadas a partir de sus corres-
pondientes réplicas, y a partir de la pendiente 

Ensayos de 
amplificación por qPCR 

de la recta obtenida por un método estadístico 
apropiado (por ejemplo, regresión por el método 
de mínimos cuadrados) con su correspondiente 
intervalo de confianza (95 % IC), se determina la 
eficiencia de amplificación (figura 7 B) de forma 
que el aumento o la disminución de esta pen-
diente, con respecto al valor obtenido durante 
el proceso de validación del método, indicaría la 
presencia de potenciadores o inhibidores de la 
reacción de amplificación (35). Entre las desven-
tajas de la aplicación de este método de evalua-
ción de sustancias contaminantes en la muestra, 
está que se requieren cantidades significativas 
de esta para asegurar un adecuado número de 
réplicas independientes; el método no permite 
la recuperación de la muestra y hay un consumo 
significativo de reactivos.

FIGURA 7.  
Evaluación de la eficiencia de amplificación como método de evaluación de la presencia de contaminantes 

La gráfica (A) muestra las curvas de amplificación de diferentes diluciones a partir de la muestra 

original del analito bajo estudio (D1 a D5). La gráfica (B) muestra la recta de amplificación construida 

a partir de los valores de Cq para cada nivel de concentración relativa representada por los factores 

de dilución a partir de la muestra original del analito (en escala logarítmica).
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Otro ensayo consiste en emplear la curva de 
fusión (melting) de los productos de amplifi-
cación por qPCR (figura 8) (36). Se realiza la 
amplificación de la muestra de ensayo con 
agentes fluorescentes intercalantes. Si se ob-
servan varios productos de amplificación con 
temperaturas de fusión diferentes a las ob-
tenidas durante el proceso de validación del 
método, esto indicaría la presencia de conta-
minación con otro ácido nucleico, que genera 
un producto de amplificación inespecífico.

FIGURA 8.  
Análisis de la curva de fusión de un ensayo de PCR en tiempo real 

El intervalo de temperatura de disociación se extiende desde 60 °C hasta 90 °C. La línea de puntos 

muestra la fluorescencia durante el proceso de calentamiento; a bajas temperaturas, el ADN está en 

forma de doble hebra y tiene un 100 % de fluorescencia (eje derecho). A medida que se calientan, 

las hebras desnaturalizadas producen menos señal. La temperatura a la que se hibrida el 50 % de 

las cadenas es Tm (temperatura de fusión), que es específica para cada secuencia. Después del 

procesamiento matemático de dichos datos (derivados de los cambios de fluorescencia frente a la 

derivada de la temperatura, dF/dT), se obtienen los datos de fluorescencia específicos, Rn (eje izquierdo). 

Así, hay tres picos: el pico inferior a la izquierda (línea roja), 72 °C, corresponde a la curva de disociación 

de los dímeros de primers que se podrían formar durante la reacción. Los picos de la derecha a 81.5 °C 

(azul) y 83 °C (morado), que muestran mayor intensidad, corresponden a la curva de disociación de dos 

productos de amplificación específicos obtenidos. 
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%
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6.1.4. 
Retrotranscripción 
(transcripción reversa)

En algunos análisis, el ácido nucleico de par-
tida en la muestra es ARN, por ejemplo, en la 
medición de niveles de expresión o cuando 
el material genómico del organismo que va 
a ser detectado (virus) es ARN. Los métodos 
de detección basados en PCR solo pueden 
amplificar secuencias de ADN, por lo que, 
para que el ARN sea usado en el proceso de 
amplificación, se requiere de su conversión 
a cADN mediante el proceso de retrotrans-
cripción, que, en sí mismo, tiene unas carac-
terísticas particulares.

Se ha establecido que el paso de retrotrans-
cripción es crítico como fuente de variación 
que afecta la reproducibilidad y la exactitud 
del subsecuente proceso de amplificación de 
la PCR, como método de detección y medición.

Como punto importante es necesario des-
tacar la necesidad de asegurar la integridad 
del ARN. Por sus características químicas y 
biológicas, el ARN es susceptible a la degra-
dación química hidrolítica en soluciones áci-
das, y también a degradación enzimática por 
la acción de ribonucleasas provenientes de 
las propias células. Se recomienda realizar la 
extracción del ARN, ya sea usando kits comer-
ciales, o con el procedimiento que el labora-
torio haya establecido para ello, en el menor 
tiempo posible, una vez la muestra esté dis-
ponible. Las ribonucleasas (RNasa) son en-

zimas particularmente resistentes a la tem-
peratura y a la acción de agentes químicos, 
por lo que, para la manipulación del ARN, es 
esencial contar con materiales consumibles, 
libres de nucleasas. Las soluciones buffer 
para la disolución del ARN se deben preparar 
en agua libre de estas enzimas. Para esto úl-
timo, se puede utilizar agua de grado biología 
molecular, que se obtiene comercialmente o 
se puede preparar en el laboratorio a partir 
de agua desionizada, tratada con una solu-
ción de pirocarbonato de dietilo (DEPC) al 0.1 
% V/V por 1 h y, posteriormente, sometida a 
esterilización en autoclave para asegurar su 
esterilidad y la descomposición del DEPC, ya 
que este último afecta, de manera negativa, 
el proceso de amplificación (16). Como alter-
nativa, y en los casos en los que no se pueda 
realizar la extracción del ARN de la muestra 
prontamente, hay productos estabilizantes 
comerciales, que sirven para mantener la 
integridad del ARN en las muestras biológi-
cas (células, tejidos, etc.) hasta su procesa-
miento. En cualquier caso, una vez extraído, 
el ARN se debe mantener ya sea en solución 
en un medio libre de ribonucleasas, libre de 
iones divalentes, a pH ≈ 6.0 - 8.0 en condi-
ciones de congelación (≤ -20 °C), o, para pe-
riodos prolongados, en precipitado en etanol 
al 70 % a -80 °C. Para prevenir la degrada-
ción del ADN en solución se recomienda evi-
tar los ciclos de congelación/descongelación.  
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La retrotranscripción se puede realizar de 
manera independiente a la PCR (método de 
dos pasos) o en solo paso, dependiendo del 
sistema de enzimas y de reactivos que se utili-
zan, cada uno con sus ventajas y desventajas. 
El método de dos pasos permite mayor flexi-
bilidad y control del método, y permite ajustar 
los volúmenes de la solución del material de 
partida (cADN) para la amplificación. Con este 
método, se puede utilizar, de ser necesario, el 
tratamiento de la muestra de ARN con DNasa 
I para eliminar cualquier rastro de gADN que 
pueda interferir en el proceso de retrotrans-
cripción o en la amplificación subsecuente; 
sin embargo, el procedimiento debe asegurar 
la inactivación de la DNasa antes de realizar 
la retrotranscripción. Como desventaja im-
portante, este método implica un mayor ries-
go de contaminación, que se incrementa con 
cada paso adicional de manipulación de los 
ácidos nucleicos. 

Existen kits comerciales que contienen los 
componentes de reacción, en particular, 
transcriptasas termoestables, para realizar 
la retrotranscripción y la amplificación de 
forma secuencial en el mismo tubo o pla-
ca de reacción (método de un solo paso). 
Esto facilita la verificación y la validación del 
método y garantiza la posibilidad de auto-
matización de ambos procesos. Para la re-
trotranscripción, se pueden usar diferentes 
tipos de primers:

LA EFICIENCIA GLOBAL DE LA 
RETROTRANSCRIPCIÓN DEPENDE 
DE LOS PRIMERS USADOS, POR LO 
QUE LOS MÉTODOS DE DETECCIÓN 
O CUANTIFICACIÓN, BASADOS 
EN RT-qPCR, SON COMPARABLES 
SOLO SI SE UTILIZAN LAS 
MISMAS CONDICIONES DE 
RETROTRANSCRIPCIÓN Y EL 
MISMO TIPO DE PRIMERS (37).

Oligo (dT) que permite la retrotranscrip-
ción del conjunto de mARN presente en 
la muestra, aun si no se conoce su se-

cuencia, pero solo si el ARN es de eleva-
da calidad. Bajo esta condición, no sería 
adecuado su uso con ARN parcialmente 
degradado, o cuyo origen implique una 
elevada posibilidad de degradación, 
como en tejidos fijados con formol.

Hexámeros aleatorios usados particu-
larmente para la retrotranscripción de 
mARNs que carecen de poli adenila-
ción, como el de procariotas, aunque 
también permiten la retrotanscripción 
de otros tipos de ARN (rARN, tARN, etc.). 
Con el uso de estos primers en secuen-
cias largas de ARN (≥ 4 kb), se tiende 
a sobreestimar la cantidad de ARN de 
partida, debido a la posibilidad de múl-
tiples anillamientos de los primers so-
bre la misma secuencia.

Primers específicos diseñados para la re-
trotranscripción de un ARN de secuencia 
conocida. 

Antes de preparar las mezclas para la amplifi-
cación de los ácidos nucleicos, se deben tener 
en cuenta los tipos de mezclas de reacción que 
se adquieren en el laboratorio, por ejemplo, si 
se emplean mezclas comerciales o si es necesa-
rio preparar las mezclas de reacción a partir de 
sus componentes individuales. Se deben alistar 
todos los reactivos necesarios siguiendo las re-
comendaciones de manipulación indicadas por 
el fabricante o los lineamientos establecidos en 
el laboratorio. Hay que tener en cuenta la sen-
sibilidad de algunos componentes de la mezcla 
de reacción a los cambios de temperatura y/o 
la exposición a la luz, entre otros factores que 
puedan afectar la integridad de los reactivos. 

Para el uso de primers y sondas, se recomien-
da preparar alícuotas y almacenarlas congela-
das (-20 °C a -30 °C) hasta su primer uso, luego 
del cual se aconseja almacenarlas en refrigera-
ción (4 °C a 8 °C). Se deben evitar los procesos 
continuos de congelación descongelación so-
bre los primers y las sondas, ya que afectan su 
integridad y, en consecuencia, la eficiencia de 
la reacción de amplificación. 

6.2. 
CONDICIONES PARA LA 
MEDICIÓN POR qPCR

Cuando se emplean enzimas, ya sea para ha-
cer digestiones o retrotranscripciones, hay 
que tener en cuenta las condiciones de ma-
nipulación y almacenamiento dadas por el fa-
bricante, con el fin de asegurar su buen des-
empeño, así como las fechas establecidas de 
vencimiento, que están determinadas, exclu-
sivamente, para las condiciones de almacena-
miento dadas. Hay que considerar que, aun 
cuando las enzimas tengan actividad enzimáti-
ca, su eficiencia se ve afectada por el tiempo y 
las condiciones de almacenamiento.

Si bien es común utilizar material esterilizado 
en autoclave, se ha reportado contaminación 
del material con ADN de algas provenientes del 
agua de autoclave, por lo que se sugiere em-
plear material estéril certificado, libre de nuclea-
sas, y descontaminar las pipetas con radiación 
ultravioleta (17). Para la preparación de mezclas 
de reacción, se recomienda usar puntas con fil-
tro, dado que, durante la homogeneización de 
las muestras por pipeteo, se pueden aspirar 
micropartículas de material de ensayo y la ae-
rosolización de este, genera el riesgo de conta-

6.2.1. 
Reactivos y consumibles
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Al preparar las mezclas de reacción, se sugiere 
tener en cuenta la composición y concentracio-
nes de reactivos reportadas en las fuentes de 
información disponibles (artículos publicados 
o normas). Si los laboratorios adquieren kits 
comerciales, se deben seguir las condiciones 
del fabricante. En caso de que el laboratorio 
haya diseñado los oligonucleótidos para imple-
mentar un nuevo ensayo, se sugiere emplear 
concentraciones estándar (ver tabla 4) y, poste-
riormente, hacer las modificaciones necesarias 
(volúmenes de reacción, concentraciones de los 
reactivos y/o adición de otras sustancias) en el 
proceso de optimización del método. Es alta-
mente recomendable mantener alícuotas de 
los reactivos más importantes (enzimas, dNTPs, 
primers oligonucleótidos, Mg2+) y, en lo posible, 
soluciones de trabajo para usar en cortos pe-
riodos de tiempo, almacenadas a 4°C (17).

6.2.2. 
Mezclas de reacción

minación cruzada. Adicionalmente, es necesario 
tener una batería completa de micropipetas de 
diferentes capacidades volumétricas, exclusiva 
para trabajar las mezclas de reacción de PCR, y 
otra batería diferente para la manipulación del 
ADN y de los productos de amplificación. Como 
parte del procedimiento operativo para la ma-
nipulación de las muestras, se sugiere agregar 
el ADN de ensayo al final en cada tubo o pla-
ca de reacción en el área de preparación de la 
muestra, una vez se han adicionado todos los 
demás componentes de la reacción en el área 
de pre PCR. Las micropipetas y las zonas de tra-
bajo se deben limpiar y descontaminar siempre 
después de su uso (38). Para evitar la contami-
nación de los reactivos de amplificación, se su-
giere guardar en lugares y/o cajas distintas los 
reactivos de PCR, las muestras de ADN y los pro-
ductos de PCR (17). 

En caso de que se presente contaminación cru-
zada, se deben descartar las alícuotas que se 
estaban usando y emplear unas nuevas y, en 
caso de persistir, se debe iniciar la investigación 
del caso para identificar la fuente. Las superfi-
cies de trabajo deben estar limpias para evitar la 
contaminación. Si no hay áreas de trabajo inde-
pendientes, limpiar y descontaminar muy bien 
la zona de trabajo antes de preparar la mezcla 
de PCR. Es muy importante trabajar con guantes 
desechables, limpiar las superficies con paños 
que no generen partículas y descontaminarlas 
con soluciones capaces de degradar el ADN y 
el ARN (soluciones químicas o enzimáticas), con 
una combinación de etanol al 70 % y con luz UV, 
o bien, con una solución de hipoclorito de sodio 
entre 0.4 y 1.0 %, siempre y cuando la superficie 
que se va a descontaminar lo permita (38). 

dhvstockphoto/Shutterstock.com

TABLA 4.  
Condiciones estándar para una PCR convencional

COMPONENTE CONCENTRACIÓN 
INICIAL

CONCENTRACIÓN/ 
CANTIDAD FINAL VOLUMEN PARA 1 TUBO

dNTP 10 mM (2.4 mM c/u) 200 µMa 0.4 µL

Magnesio 25 mM 1.5 mMb 1.2 µL

Primer directo 10 µM 1 µMc 2 µL

Primer reverso 10 µM 1 µMc 2 µL

Enzima 5U/µL 1U 4 µL

Buffer 10x 1x 2 µL

Agua -- -- 7.4 µL

ADN 100 ng/µL 100 ngd 1 µL

Volumen final 20 µL

a. Varía de acuerdo con el contenido de magnesio. b. Se puede probar de 1 mM a 4 mM. c. Se puede 

probar de 0.1 µM a 1 µM. d. Entre 10 ng y 500 ng de gADN, de 1 a 10 ng de ADN bacteriano o 0.1 ng a 

1 ng si es ADN plasmídico.

Durante la preparación de la mezcla de reacción, 
es importante garantizar su homogeneidad para 
asegurar resultados repetibles. Se ha reportado 
que los ciclos continuos de congelamiento/ des-
congelamiento modifican las concentraciones 
de los reactivos y/o forman gradientes dentro de 
los tubos por lo que se recomienda tener todos 
los reactivos a temperatura ambiente o en hielo 
y agitarlos previamente, según sea el caso. Pos-
teriormente, se sugiere centrifugar las mezclas 
para eliminar burbujas que pudieran interferir 
con la lectura de la fluorescencia y para asegu-
rarse de que todo el contenido esté al fondo del 

tubo, para evitar que queden gotículas pegadas 
en las paredes. Durante la preparación, se su-
giere emplear puntas independientes para evi-
tar la contaminación de los reactivos y, una vez 
se termine de preparar la mezcla de reacción, 
homogeneizar lo mejor posible. Se puede em-
plear el repipeteo y/o la mezcla por inversión. 
Por ejemplo, si se preparan varias reacciones, se 
puede hacer una mezcla con todos los compo-
nentes de la reacción que no contenga la mues-
tra de ensayo con el ácido nucleico y, antes de 
dispensar en tubos individuales o placa, realizar 
el repipeteo para asegurar la homogeneidad de 
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TABLA 5.  
Aditivos empleados en la mezcla de PCR

REACTIVO FUNCIÓN CONCENTRACIÓN 
RECOMENDADA DESVENTAJA

Formamida
Estabiliza la estructura 
secundaria del ADN. 1 % a 5 %

Existen algunos reportes 
que la utilizan cerca del 

10 %, pero podría inhibir la 
reacción de PCR.

Detergentes no iónicos

Estabilizan la Taq 
polimerasa y evitan la 

formación de estructuras 
secundarias.

0.1 a 1 % de Tritón X-100, 
Tween 20 o NP-40.

Pueden incrementar la 
cantidad de productos 

inespecíficos.

BSA (albúmina sérica 
bovina)

Incrementa la eficiencia de 
la PCR, ya que actúa como 
una proteína captadora de 
iones y otros inhibidores 

de la Taq polimerasa, 
como la melanina.

≥ 0.8 µg/µL

DMSO (dimetil sulfóxido)

Reduce la posibilidad de 
formación de estructuras 

secundarias del ADN y 
es útil sobre todo para 

amplificar regiones 
con gran cantidad de 

dinucleótidos GC.

2 % a 10 %

Se ha visto que al 10 
% inhibe la actividad 
de la Taq polimerasa 

en un 50 %.

la mezcla. No se debe emplear vórtex para ho-
mogeneizar las muestras, sobre todo, cuando 
se trabaja con ácidos nucleicos de gran tamaño 
(por ejemplo, gADN), dado que induce la frag-
mentación de los ácidos nucleicos.

Para las soluciones que contienen ADN poli-
merasa y las enzimas en general, se sugiere 
hacer una inversión suave para mezclar, dado 
que la agitación fuerte puede inducir la desna-
turalización y su consecuente inactividad. Adi-
cionalmente, se deben tener en cuenta todas 
las condiciones de uso recomendadas por el 
fabricante para su adecuado desempeño du-
rante la PCR. Por ejemplo, las polimerasas Hot-
Start requieren de un calentamiento a 95 °C 
para activarse y empezar a polimerizar, por lo 

que no hay ningún inconveniente en mantener 
la mezcla de reacción a temperatura ambiente 
mientras se lleva al termociclador. Sin embargo, 
otras mezclas contienen polimerasas que se 
deben mantener en hielo durante su traslado 
al termociclador para evitar amplificaciones de 
fragmentos inespecíficos (17). 

En general, cuando se utilizan reactivos co-
merciales individuales, la ADN polimerasa se 
comercializa con un buffer específico formula-
do para asegurar su estabilidad y una óptima 
amplificación; sin embargo, en algunos casos, 
se pueden emplear aditivos en la mezcla de 
reacción, que pueden mejorar el desempeño 
de la PCR (tabla 5); esto, siempre y cuando, se 
haya validado su uso (20). 

6.2.3. 
Temperatura para la 
amplificación

Para realizar la amplificación de las mues-
tras, se sugiere utilizar las condiciones de 
amplificación reportadas en las fuentes de 
información disponibles (artículos publicados 
o normas). En caso de que se empleen kits 
comerciales, se deben seguir las condiciones 

del fabricante. Si el laboratorio ha diseñado 
los oligonucleótidos para implementar un 
nuevo ensayo, se sugiere emplear condicio-
nes estándar (ver figura 9) y, posteriormente, 
hacer modificaciones de las condiciones de 
reacción, de ser necesario (17).

FIGURA 9.  
Condiciones estándar de amplificación

Condiciones de temperatura en función del tiempo empleadas para la amplificación de muestras 

por PCR. El ciclo estándar consiste en un paso inicial de desnaturalización a 95 °C por 5 a 10 

minutos, 30 ciclos con desnaturalización a 95 °C por 30 s, anillamiento a 50 °C por 30 s y extensión 

a 72 °C por tiempo variable, según tamaño del fragmento a amplificar (1 minuto por cada 1000 pb). 

Finalmente, se programa el termociclador para que conserve los tubos a 4 °C.
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El tiempo de extensión es variable, según el ta-
maño del fragmento. En ocasiones, cuando los 
fragmentos son pequeños (<200 pb), el paso de 
extensión se omite. Cuando los fragmentos son 
muy grandes (>1000 pb), se realiza un paso de 
extensión final a 72 ºC por 10 minutos. El paso 
de extensión final no es necesario, pero se em-
plea para asegurar que los fragmentos incom-
pletos se terminen de sintetizar. Por lo general, 
las reacciones de amplificación funcionan bien 
con 30 ciclos, aunque se pueden usar desde 20 
hasta 40 ciclos. Con menos ciclos, se puede evi-
tar la amplificación de productos inespecíficos al 
obtener poco producto, mientras que, con más 
ciclos, se logra aumentar la cantidad de produc-
to amplificado, pero esto implica un mayor ries-
go de amplificaciones inespecíficas.

La temperatura de anillamiento en el programa 
de amplificación está asociada a la temperatura 
de fusión de los primers (Tm) y se fija, usualmente, 
entre 52 °C y 60 °C. Si es muy baja, se corre el ries-
go de obtener productos inespecíficos, mientras 
que, al emplear altas temperaturas, se mejora la 

especificidad. Sin embargo, si es demasiado alta, 
se pueden no obtener productos de amplificación, 
pues la unión de los oligonucleótidos con sus sitios 
complementarios será poco estable y la polimera-
sa no podrá iniciar la síntesis. Para tener una idea 
de la temperatura de anillamiento adecuada como 
punto de partida del proceso de optimización del 
método, se puede calcular la Tm aproximada de 
cada uno de los primers a partir del contenido de 
cada uno de los deoxinucleotidos de su secuencia. 
De manera sencilla y aproximada, se puede em-
plear la ecuación: Esta se presenta como ecuación. 
Modelo de ecuación pág 32. en donde (%G+C) es 
el contenido en porcentaje de nucleótidos de gua-
nina y citosina y (P) es la longitud en número de 
bases del primer. También, se pueden usar herra-
mientas computacionales que implementan algo-
ritmos basados en parámetros termodinámicos, 
como Primer3 y OligoCalc (39, 40). Finalmente, la 
temperatura de anillamiento óptima depende de 
otros factores además de la Tm de los primers, 
como la fuerza iónica de la mezcla de reacción y 
la formación de estructuras secundarias en los 
primers o en la secuencia objetivo.

tilialucida/Shutterstock.com

6.2.4. 
Replicados y aleatorización
En los experimentos de PCR, usualmente, se uti-
lizan las réplicas de medición, réplicas técnicas 
y las réplicas biológicas. Las réplicas de medi-
ción son aquellas en las que una misma mezcla 
de reacción se mide varias veces; se usan para 
evaluar la precisión de los resultados de PCR ob-
tenidos. Las réplicas técnicas son aquellas en la 
que se hace el fraccionamiento de la muestra de 
ensayo original y surten todo el proceso preana-
lítico y analítico de manera independiente. Estas 
medidas repetidas no se deben usar para prue-
bas estadísticas de hipótesis biológicas. Por su 
parte, las réplicas biológicas son aquellas en las 
que diferentes muestras, obtenidas bajo las mis-
mas condiciones de muestreo, se procesan de 
igual forma y se miden para sacar conclusiones 
biológicamente relevantes de sus experimentos. 

Las decisiones sobre el nivel en el que se debe 
producir la replicación dependen de los objetivos 
del ensayo. Habitualmente, se emplea un esque-
ma 3x3, al menos 3 réplicas biológicas y 3 réplicas 
técnicas para cada muestra experimental de en-
sayo y 3 réplicas para el control negativo del pro-
ceso de medición (26). Para los ensayos basados 
en qPCR, el uso de varias réplicas técnicas es útil 
cuando se miden los puntos de la curva de me-
nores concentraciones, ya que en ellos el número 
de copias presente en la solución es menor y se 
incrementa el error de muestreo, disminuyendo 
la probabilidad de que se tome el mismo número 
de copias en las diferentes repeticiones.

Teniendo en cuenta las limitaciones en la dispo-
nibilidad de la muestra —el tiempo o el costo 
pueden limitar el número de réplicas—, se de-
ben realizar suficientes mediciones repetidas de 
una muestra de ensayo. Se sugiere entre 5 y 6 
para aumentar la confianza con la que se inter-
pretan los datos cuantitativos y evaluar peque-
ñas diferencias entre las muestras de ensayo. 
Además, es crucial para proporcionar suficiente 
información analítica cuando se miden concen-
traciones bajas de ácido nucleico. 

ALGUNOS LABORATORIOS PUEDEN 
OPTAR POR DISMINUIR EL NÚMERO 
DE RÉPLICAS TÉCNICAS EN FAVOR 
DE AUMENTAR EL NÚMERO DE 
RÉPLICAS BIOLÓGICAS (20). 
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Tras llevar a cabo la PCR, el análisis de da-
tos se realiza teniendo en cuenta el diseño 
experimental, que, a su vez, depende de los 
objetivos del ensayo. En general, el flujo de 
proceso para los ensayos de detección de 
ácidos nucleicos por PCR o qPCR o de medi-
ción por qPCR siguen los mismos pasos (figu-
ra 10). Sin embargo, dadas las capacidades 

6.3. 
TRATAMIENTO E INTERPRETACIÓN 
DE LOS RESULTADOS DE 
AMPLIFICACIÓN

que aporta cada método, el análisis de los 
datos dependerá de la técnica empleada, 
que, a su vez estará determinada por el re-
sultado esperado. En esta sección, se pro-
porcionan algunos lineamientos generales 
para el análisis de datos aportados por los 
métodos de amplificación basados en PCR 
punto final y PCR en tiempo real. 

Gorodenkoff/Shutterstock.com

FIGURA 10.  
Etapas en el proceso de detección/ medición de secuencias específicas de 

ácidos nucleicos en ensayos basados en qPCR y PCR punto final

En corchetes se incluyen los términos empleados según el formato de archivo RDML 

para referirse a la muestra y a los controles (aplicable a los equipos para qPCR). * La 

transcripción reversa y la amplificación se pueden llevar a cabo en una sola etapa del 

proceso de manera secuencial usando un sistema combinado de enzimas.

Muestreo y obtención 
de la muestra

Muestra desconocida [unkn, unknown sample].

Control positivo del proceso.

Control negativo del proceso [ntp, no targetpresent].

Control negativo de retrotranscripción [ntp, minus RT].

Control negativo de amplificación 
[nac, not amplification control].

Control positivo de amplificación 
[pos, positive control].

NTC (control sin ADN mole) 
[ntc, non-template control].

Patrón de medición o estándar 
[std, standard sample].

Control negativo de extracción.

Control positivo de extracción.

Análisis de 
los datos

Amplificación 
(PCR ó qPCR)

Control de calidad del 
material (ARN/ADN)

Extracción del ácido 
nucleo (ARN/ADN)

Preparación de 
la muestra

Reporte de 
resultados

Detección/
cuantificación

Retrotranscripción 
(transcripción reversa)*
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6.3.1. 
Detección por 
PCR punto final

Para realizar la amplificación de las muestras 
de ácidos nucleicos por PCR punto final, des-
pués de obtener el extracto de ácido nucleico 
y verificar su calidad, es necesario preparar 
de la mezcla de reacción y colocar las mues-
tras en el termociclador para su amplificación, 
teniendo en cuenta las condiciones dadas en 
el numeral anterior. Posteriormente, se pro-
cede a visualizar los productos de amplifica-
ción mediante electroforesis, como muestra 
la figura 11 (41).

FIGURA 11.  
Visualización de productos de amplificación mediante electroforesis en gel de agarosa

Evaluación de sensibilidad de la electroforesis en gel de agarosa para la detección del producto 

de PCR de 656 pb de un fragmento del gen ß-actina, usando varias cantidades de ADN 

plasmídico como material de partida (101 -109 copias). 

109 107 105 103108 106 104 102 101

656 bp

1000 bp

500 bp

La electroforesis de ADN se puede realizar en 
geles de agarosa o de poliacrilamida. La elec-
troforesis en geles de agarosa es el método em-
pleado comúnmente para separar y purificar 
fragmentos de ácidos nucleicos de forma hori-
zontal. Puede separar fragmentos de entre 50 
pb y 40 kb, dependiendo de su concentración 
(0.3 a 2 %). Por su parte, la electroforesis en ge-
les de poliacrilamida se hace de forma vertical; 
puede separar fragmentos de entre 5 pb y 600 
pb y se puede optimizar para resolver fragmen-
tos que difieren en un solo par de bases (18). 

La separación de los ácidos nucleicos en geles 
de agarosa depende de su peso, estructura 
secundaria (conformaciones), la concentra-
ción de agarosa empleada, el voltaje aplicado 
y el buffer de electroforesis empleado. Para 
la preparación del gel, se pueden encontrar 
agarosas con diferentes características que 
se clasifican en función de la temperatura a 
la que se disuelven y solidifican. En la tabla 
6, se presenta la concentración de agarosa 
recomendada en función del tamaño de frag-
mentos que se desea separar. 

TABLA 6.  
Intervalo de separación de tamaños de ADN (pb) en función de la concentración 

y tipo de agarosa utilizado

% AGAROSA AGAROSA 
ESTÁNDAR

AGAROSA DE 
ALTA FUERZA DE 

GEL

AGAROSA 
DE BAJA 

TEMPERATURA 
DE FUSIÓN

AGAROSA 
DE BAJA 

TEMPERATURA 
DE FUSIÓN Y BAJA 

VISCOSIDAD

0.3 1 kb - 40 kb

0.5 700 pb - 25 kb

0.8 500 pb - 15 kb 800 pb - 10 kb 800 pb - 10 kb

1.0 250 pb - 12 kb 400 pb - 8 kb 400 pb - 8 kb

1.2 150 pb - 6 kb 300 pb - 7 kb 300 pb - 7 kb

1.5 80 pb - 4 kb 200 pb - 4 kb 200 pb - 4 kb

2.0 60 pb - 2.5 kb 100 pb - 3 kb 100 Pb - 3 kb

3.0 50 pb - 1 kb 50 pb - 1 kb

4.0 100 pb - 500 pb

6.0 10 pb - 100 kb
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Para realizar la electroforesis de agarosa, pri-
mero se prepara el gel teniendo en cuenta 
el tamaño de los fragmentos que se desean 
separar. Se preparan las muestras con el bu-
ffer carga, luego se realiza la separación de las 
muestras mediante la aplicación del voltaje ne-
cesario y, por último, se realiza la visualización 
de los ácidos nucleicos. Es importante emplear 
un marcador de peso molecular para tener 
una referencia de los tamaños de ácido nuclei-
co en las muestras.

Como buffer de electroforesis y para la prepa-
ración del gel, se puede utilizar, opcionalmen-
te, TAE (Tris-Acetato EDTA) o TBE (Tris-Borato 
EDTA). El TAE tiene una menor capacidad de 
amortiguación que el TBE y puede resultar en 
una acidificación del medio si la electroforesis 
se desarrolla durante un periodo muy prolon-
gado, pero funciona muy bien con tiempos 

normales de electroforesis; además, tiene una 
mayor capacidad de resolución que el TBE 
para tamaños grandes de ADN (18).

El buffer de carga empleado para cargar las 
muestras en el gel debe tener una alta densi-
dad, que permita introducir la muestra en el po-
cillo del gel, y colorantes que indiquen cuándo 
se debe detener la electroforesis. Hay varios ti-
pos de buffer de carga, por lo general, contienen 
sacarosa o glicerol para aumentar su densidad 
y emplean azul de bromofenol como frente de 
corrida. El voltaje aplicado para la separación de 
las muestras depende de la cámara de electro-
foresis empleada y del tamaño de los fragmen-
tos. Los ácidos nucleicos separados en geles de 
agarosa se pueden visualizar con compuestos 
fluorescentes intercalantes (ver tabla 2), lo que 
permite evaluar su integridad y estimar su peso 
molecular mediante un análisis comparativo 

con patrones de peso molecular conocido. El 
fluoróforo intercalante se puede adicionar du-
rante la preparación del gel, en la muestra o 
después de la electroforesis, sumergiendo el 
gel en la solución de revelado y posteriormen-
te lavar para eliminar el exceso de colorante no 
unido específicamente. Para visualizar los frag-
mentos, se coloca el gel sobre un transilumina-
dor y se enciende la lámpara de luz ultravioleta 
(λ ≈ 300 nm), los ácidos nucleicos se visualizarán 
como bandas de colores según el agente fluo-
rescente utilizado. Otra estrategia, que es me-
nos frecuente, es hacer una autorradiografia. 
Los ácidos nucleicos se pueden marcar isotópi-
camente a distancia del borde de, aproximada-
mente, un 25 % de la longitud total del gel. Los 
ácidos nucleicos separados en geles de agarosa 
se pueden visualizar con compuestos fluores-
centes intercalantes (ver tabla 2), lo que permite 
evaluar su integridad y estimar su peso molecu-
lar mediante un análisis comparativo con patro-
nes de peso molecular conocido. 

6.3.1.1. 
Análisis de resultados 
de la PCR punto final

Una vez que se ha completado una PCR punto 
final, los datos se analizan con base en la re-
solución de las bandas en el gel de agarosa o 
poliacrilamida; más recientemente, a través de 
un sistema de electroforesis capilar. El análi-
sis de los geles de agarosa y poliacrilamida se 
puede realizar en un documentador de geles, 
que tiene incorporado un software que per-
mite guardar fotografías del gel en diferentes 
formatos y realizar análisis densitométricos de 

tipo semicuantitativo de baja exactitud. Esto 
permite detectar productos de amplificación, 
comparar las cantidades de cADN obtenidas 
mediante un experimento de RT-PCR y realizar 
una estimación aproximada del tamaño y/o 
concentración de los fragmentos por compa-
ración con los marcadores de peso molecular 
empleados o con patrones de referencia de 
dsADN con una masa molecular exactamen-
te conocida (42). En la figura 11, se presenta 
un gel de agarosa con concentraciones decre-
cientes de un producto de amplificación.

LA FORMA COMO SE PUEDE 
ASEGURAR LA CONFIABILIDAD 
DE LOS RESULTADOS ASOCIADOS 
A MÉTODOS DE DETECCIÓN 
(CUALITATIVOS) USANDO LA PCR 
PUNTO FINAL ES MEDIANTE LA 
VALIDACIÓN O VERIFICACIÓN DE LA 
APTITUD PARA EL USO DEL MÉTODO 
MEDIANTE EL USO DE ESTÁNDARES 
O PATRONES DE REFERENCIA, QUE 
CONTIENEN LA MISMA SECUENCIA 
QUE SE VA A ANALIZAR EN UNA 
MATRIZ SIMILAR A LA DE LA 
MUESTRA DE ENSAYO. 

Estos estándares se pueden usar en el con-
texto de los análisis de rutina, como controles 
internos para asegurar la repetibilidad en los 
análisis y controlar el método de detección 
basado en PCR con respecto a posibles varia-
ciones en este en cualquiera de sus etapas.
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La PCR en tiempo real es una técnica que permi-
te hacer el análisis de la cantidad o la presencia 
de secuencias de ácidos nucleicos en una amplia 
variedad de muestras. Para su análisis, es nece-
sario tener un diseño experimental adecuado 
con el objetivo de obtener la mayor cantidad de 
datos en un número determinado de ensayos. 
En la ejecución de estos ensayos, es necesario 
emplear diversos controles (ver numeral 12.2), 
verificar la especificidad de los productos de 
amplificación, tener en cuenta el rendimiento de 
amplificación, el límite de detección del método 
y el número de réplicas que se van a emplear. En 
el caso de experimentos de expresión génica y 
normalización de datos, es importante tener en 
cuenta el uso de controles endógenos, así como 

6.3.2. 
Amplificación por PCR en tiempo real

la validación de cada método que se realiza bajo 
condiciones experimentales particulares para 
obtener resultados confiables. 

Si bien los métodos de amplificación basados 
en qPCR pueden ser usados para hacer aná-
lisis de tipo cualitativo en términos de detec-
tar una secuencia objetivo de interés en una 
muestra de ensayo, lo que lleva a la genera-
ción de un resultado de tipo presencia/ ausen-
cia, la capacidad de la técnica para relacionar 
la intensidad de la fluorescencia generada en 
cada ciclo de amplificación con la cantidad (co-
pias de ADN) del material de partida expande 
su uso potencial a las mediciones cuantitativas 
de ácidos nucleicos en muestras de ensayo.  

RattiyaThongdumhyu/Shutterstock.com

6.3.2.1. 
Datos de salida 
del equipo 

Un aspecto muy importante que se debe con-
siderar en el diseño e implementación de los 
métodos de medición usando qPCR o RT-qPCR 
es la correcta interpretación de los datos apor-

El uso y reuso de la información aporta-
da por el usuario para la configuración y 
ajuste de los métodos de amplificación 
y medición.

La posibilidad de compartir e intercam-
biar información entre diferentes equi-
pos de amplificación y detección.

La interpretación del ensayo y de los 
datos aportados por el equipo como 
resultado del proceso de amplificación 
y medición.

La exactitud en el cálculo de la concentración 
de ADN en el material de partida depende de 
factores experimentales, como la eficiencia del 
proceso de amplificación, el ajuste del umbral 
de la línea base en la intensidad de la fluores-
cencia y la determinación del valor de Cq.

Una vez que se ha completado una PCR en 
tiempo real, se tiene en cuenta el valor de 
los Cq obtenidos para hacer el análisis de 
datos experimentales, independientemente 
de si es una cuantificación absoluta median-
te una curva de calibración o una cuantifica-
ción relativa asociada a una secuencia nor-
malizadora o a un gen de referencia. Para 
obtener los datos experimentales, se esta-
blece un umbral. Por lo general, el software 
establece uno por defecto. Los valores de 
Cq obtenidos para cada una de las mues-
tras, se exportan a una hoja de cálculo para 
hacer el análisis de los datos. Hay casos en 
los que la configuración de análisis estable-
cida por defecto en el instrumento puede 
estar enmascarando un ensayo exitoso, por 
lo que se requiere hacer una configuración 
manual de algunos elementos para obtener 
datos precisos. 

tados por el equipo. Los equipos modernos, 
capacitados para llevar a cabo la amplificación 
y la detección de los amplicones, utilizan un 
software que permite configurar y ajustar los 
parámetros de amplificación y el umbral de 
detección, así como otros ajustes particulares 
para cada método de medición. En este senti-
do, el usuario también especifica el esquema 
sobre el cual el equipo recopila los datos y los 
asigna a cada tipo de muestra dentro de cada 
corrida. De esta manera, al final del proceso de 
medición el equipo puede reportar los datos en 
la forma de una hoja de cálculo u otro formato 
equivalente con la discriminación apropiada y 
la asignación del valor correspondiente de Cq 
a cada tipo de muestra. La forma como el sof-
tware lee la información que aporta el usuario, 
en la mayoría de los equipos modernos, usa 
un lenguaje de etiquetas para datos de PCR 
en tiempo real basado en lenguaje XML (RDML, 
por sus siglas en inglés) desarrollado por el 
consorcio RDML (15) (figura 12). Este lenguaje 
estructurado y estandarizado facilita:
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La capacidad de exportar los datos ge-
nerados por el equipo de amplificación y 
detección, como elementos de entrada 
para otros procesos de análisis de datos 
usando software de terceros.

La verificación del método y la evalua-
ción de la calidad de los resultados.

Es importante, para el analista, comprender 
los términos y conceptos asociados al lengua-
je RDML, que utilizan los equipos de amplifi-
cación para procesar los datos, pues de ello 
depende la correcta interpretación de estos.

FIGURA 12.  
Representación esquemática de la estructura de un archivo de datos aportada por el lenguaje RDML

RDML-file

ID experiment

run

react

data

documenation

sample

target

experimenter

thermal cycling conditions

Publisher
Serial number

name of the investigator
free description of experimental setup
remarks

PCR program and instrument
operator name
run date

sample

text

name

name
primer εt probe seqences
dye
amplification efficiency
external references

target
Cq value
raw amplification data
raw melting data

name
e-mail address
affiliation

description of the different steps 
including temperature, duration, 
ramping, gradients,...

free description with additional 
info quality and quantity

El formato RDML reconoce los siguientes térmi-
nos en los archivos generados por los equipos:

Sample (muestra): material de ácido nu-
cleico que es adicionado a la mezcla de 
reacción para amplificación. Las réplicas 
técnicas deberían poseer el mismo nom-
bre, teniendo en cuenta que las reaccio-
nes de amplificaciones se realizan sobre 
el mismo material biológico de partida. 
Las réplicas biológicas deberían poseer 
nombres distintos si se considera que los 
ácidos nucleicos derivados de distintas 
réplicas biológicas no son iguales.

Target (objetivo): término universal para 
referirse a la secuencia de ácido nucleico 
que va a ser amplificada (incluidos, pero no 
limitado a, genes). Por ejemplo, la secuen-
cia objetivo puede ser una secuencia inter-
génica o una secuencia dentro de un gen.

Cq (ciclo umbral, ciclo de cuantifica-
ción o punto de corte): ciclo fraccio-
nal de PCR en el que el ADN objetivo es 
cuantificado en una muestra dada.

Reaction (reacción): dependiendo del 
equipo de qPCR, una reacción puede co-
rresponder a un pozo en una placa, un 
capilar de vidrio para rotor o un volumen 
de reacción en un sistema microfluídico.

Run (corrida): nombre genérico para 
una placa, rotor u otra forma física (de-
pendiendo del equipo) desde donde 
se originan los datos de un proceso de 
amplificación por PCR.

Experiment (experimento): colección 
de corridas que deben ser analizadas 
como un solo conjunto de datos.

En la PCR, en tiempo real, hay dos tipos de 
cuantificación, relativa y con curva de calibra-
ción, denominada comúnmente cuantificación 
absoluta. La cuantificación con curva de cali-
bración se utiliza para determinar la concen-
tración de moléculas de ácido nucleico en una 
muestra determinada. Por otro lado, la cuanti-
ficación relativa, que se emplea principalmente 
en ensayos de expresión génica, mide el cam-
bio en la expresión del gen de interés compa-
rado con la expresión de un gen de referencia. 
La selección del método de cuantificación de-
pende de los objetivos del experimento. 

6.3.2.2. 
Corrección de la línea base 

Las mediciones por qPCR se basan en la ampli-
ficación de curvas, que son sensibles a la fluo-
rescencia de fondo, que pueden ser causadas 
por múltiples factores. La variación en la señal 
de fondo puede tener un efecto en la eficien-
cia de la reacción y puede dificultar la com-
paración cuantitativa de diferentes muestras. 
Por lo tanto, es importante corregir las varia-
ciones de la línea de base mediante el ajuste 
manual dado que, a veces, puede mejorar los 
resultados. Un enfoque común es usar niveles 
de fluorescencia, en los primeros ciclos, para 
identificar un componente constante y lineal 
de la fluorescencia de fondo y, de esta forma, 
normalizar la curva de amplificación (20).
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Un aspecto que se debe considerar en el ajuste 
de la línea base y el control del ruido de fondo 
en el equipo de amplificación y detección en 
métodos basados en qPCR es la posibilidad de 
que algunos de estos equipos cuenten con la 
opción de normalizar el nivel o intensidad de 
fluorescencia generada por el agente reporte-
ro con un agente fluorescente pasivo, como la 
carboxirodamina (ROX). Este agente se incluye 
como un componente adicional en la mezcla 
de reacción en cada corrida; sin embargo, a 
diferencia de los fluoróforos usados para de-
tectar el ADN en la muestra de ensayo, ROX 
no se intercala en el ADN y no está sujeto a 
las variaciones causadas por la eficiencia de la 
amplificación. Por el contrario, la fluorescencia 
emitida por ROX y la detección de esta es afec-
tada por aspectos técnicos, como la distancia 

recorrida por la luz incidente sobre las mues-
tras, la presencia de burbujas en la reacción y 
variaciones en el funcionamiento del equipo, 
en particular, de su sistema óptico de detec-
ción. De esta manera, la adición de un agente 
fluorescente pasivo, como ROX, en la mezcla de 
reacción y su uso para normalizar los valores de 
fluorescencia generados por el agente fluoró-
foro reportero permiten controlar estos aspec-
tos. Esto es de suma importancia, sobre todo, al 
evaluar la homogeneidad de los resultados de 
las réplicas de la muestra de ensayo en cada 
corrida. El proceso de normalización, usando 
un agente pasivo como ROX, implica dividir la 
señal de fluorescencia generada por este entre 
la señal generada por el fluoróforo reportero en 
cada reacción (para cada pozo en la microplaca 
o tubo de reacción) para generar el valor (Rn).  

6.3.2.3. 
Fijar un umbral 

Este valor es sustraído, posteriormente, de la lí-
nea base o de los controles NTC para cada reac-
ción dando lugar al valor de señal normalizado 
(ΔRn) que se utiliza en los análisis posteriores. 
Algunos equipos, sin embargo, no requieren 
del agente pasivo para la normalización de la 
señal de fluorescencia gracias a tecnologías en 
el sistema de detección que reducen el efecto 
de los factores antes mencionados.

Teniendo en cuenta que la información relacio-
nada con la cantidad objetivo está disponible en 
la fase logarítmica lineal de la curva de amplifica-
ción, al determinar el ciclo en el que la fase loga-
rítmica lineal de la curva de amplificación cruza 
un nivel de umbral arbitrario, se obtiene infor-
mación sobre cantidades objetivo relativas en 
diferentes muestras. Es importante que el um-
bral se establezca en un nivel fijo para todas las 
muestras que se vayan a comparar. Se recomien-
da configurar el umbral de tal forma que quede 

suficientemente por encima de la línea base de 
fluorescencia de fondo y tan bajo como sea posi-
ble para asegurar que el umbral cruce en la fase 
logarítmica lineal de la curva de amplificación. Si 
bien la configuración predeterminada suele ser 
muy adecuada, el umbral se puede arrastrar ma-
nualmente a la mitad de la fase exponencial para 
obtener una mayor precisión, si es necesario. En 
la figura 12, se muestra la representación gráfica 
del aumento de la fluorescencia con el número 
de ciclos para diferentes muestras. El umbral se 
establece por encima del límite de detección, 
pero muy por debajo de la fase de meseta en 
la que la tasa de amplificación se ralentiza (20).

Existen dos métodos para determinar manual-
mente el valor umbral: un método denomina-
do punto fijo, que consiste en dibujar una línea 
paralela al eje X de la curva de intensidad de 
fluorescencia en tiempo real (Cq); el segundo, 
denominado segunda derivada, calcula el ci-
clo fraccional donde la segunda derivada de la 
curva de intensidad de fluorescencia alcanza 
un máximo (cCq) (43).
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FIGURA 13.  
Curvas de amplificación por PCR tiempo real

6.3.2.4. 
Cuantificación estimada con 
una curva de calibración 

Para realizar la cuantificación de una secuencia 
específica de un ácido nucleico en una muestra 
de ensayo por qPCR, se procede a preparar una 
curva de calibración con un patrón de medida/ 
calibración3, estándar o material de referencia 
(figura 14). A partir de los resultados de ampli-
ficación del patrón se grafican los valores de Cq, 
obtenidos en función del logaritmo en base deci-
mal de la concentración del patrón (log C), se es-

En donde (Cxi) es la concentración estimada de 
ADN en la muestra (Xi), Cqx es el ciclo umbral 
de la muestra (Xi), (a) es el intercepto y (b) es la 
pendiente en la curva de calibración.

Fl
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en
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R,
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o 
dR

N
)

Gráfico de 
Amplificación

Plato

Ct Ct Ct

Umbral

Fase 
Log/Lineal

Línea Base

Número de Ciclo

Cxi = 10 [(CqX - a) / b] 

Ecuación 5

3. Calibración en el contexto aquí mencionado se refiere al proceso de hacer explícita la relación entre los valores 

de concentración del patrón de medida/ calibración y las respectivas respuestas que aportada el equipo (Cq) 

en un intervalo lineal de concentraciones, de forma que, mediante esta relación, se pueda estimar el valor de la 

concentración de la muestra de ensayo.

tablece un modelo estadístico de regresión para 
el ajuste de los datos a una curva de calibración 
y luego se estima la concentración de la muestra 
de ensayo a partir de la ecuación de la recta ob-
tenida usando la ecuación (figura 15) (1): 

Los cálculos para la generación de la curva y del 
modelo de regresión en algunos casos puede 
realizarlos el software asociado al equipo de am-
plificación. Si, previamente, no se ha configurado 
de esta forma, se puede realizar con una hoja de 
cálculo. Sin embargo, con fines de aseguramiento 
de la validez de los resultados de medición, se 
debe realizar la validación de los cálculos que se 
realicen mediante hojas de cálculo. 

Eventualmente, algunos puntos de la curva de ca-
libración pueden estar muy alejados del promedio 
de las réplicas efectuadas. En estos casos es posi-
ble usar un tratamiento estadístico, como el mé-
todo de Grubbs, para evaluar si se trata de datos 
atípicos, caso en el que será necesario aplicar una 
segunda prueba estadística para confirmar que el 
dato es atípico, previo a su eliminación. Incluir es-
tos datos da lugar a un aumento en la variabilidad 
de la medición y, por lo tanto, esto se verá reflejado 
en la incertidumbre asociada a los resultados, por 
lo que conviene establecer, mediante un análisis 
estadístico y el juicio técnico y científico, la posibili-
dad de rechazar tales datos antes de proseguir con 
el análisis de la curva de calibración (44).

La confiabilidad del método depende de la preci-
sión con la que se cuantifican las muestras. Para 
garantizar esto último, es importante usar réplicas 
técnicas de la muestra de ensayo y del patrón. 

En donde NA es el número de Avogadro 
(6.023x1023 moléculas/mol), L es la longitud (en 
cantidad de pares de bases) de la secuencia 

Por lo general, se emplean tres o más réplicas 
independientes de cada nivel concentración del 
patrón y tres réplicas de la muestra de ensayo o 
más bajo condiciones de repetibilidad, teniendo 
en cuenta que, a bajos niveles de concentracio-
nes (bajo número de copias del ácido nucleico), 
la dispersión de los datos es mucho mayor. Au-
mentar el número de réplicas en la generación 
de la curva de calibración ayuda a disminuir la 
variación aleatoria de los datos, en particular, ba-
jos números de copia y, por lo tanto, disminuye 
la incertidumbre en la estimación de la concen-
tración de ADN en las muestras de ensayo (45). 
Idealmente, la desviación estándar de las réplicas 
debe ser ≤ 0.5. Dado que la exactitud, sensibili-
dad, reproducibilidad y el intervalo de cuantifica-
ción del análisis dependen en gran medida del 
patrón o estándar de calibración, este se debe ser 
seleccionar cuidadosamente. De preferencia, se 
debería emplear como patrón de calibración un 
material de referencia certificado (MRC) de ADN 
o ARN, que contenga la secuencia de interés, que 
sea de calidad adecuada, que no contenga sus-
tancias inhibidoras que puedan afectar el desem-
peño de la PCR, y en una cantidad conocida en 
ng/µL, µmol/µL, número de copias o equivalentes 
genómicos. Para este último caso, se puede usar 
la ecuación 6 para hacer la conversión en las uni-
dades de concentración del ADN entre ng/µL a 
número de copias/µL y viceversa:

copias dsADN/µL = [ng dsADN/µL * NA] / [((L * 618 Da/bp) + 36 Da) * 1x109] 
Ecuación 6

de ADN. El factor [(L*618 Da/bp) + 36 Da] se 
puede reemplazar por la masa molecular de 
la secuencia si esta es conocida.
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Los diferentes niveles de concentración para 
la curva de calibración se obtienen por dilucio-
nes seriadas del MRC o patrón de calibración 
de manera que el intervalo de concentracio-
nes sea lo suficientemente amplio, habitual-
mente, de varios órdenes de magnitud, (por 
ejemplo, del orden de 3 a 6 veces en escala 
logarítmica, 100 - 106 copias/µL), para la con-
centración de la muestra de ensayo. Este in-
tervalo de concentración debe corresponder 
con el intervalo en el que la relación entre la 
cantidad de ADN y la fluorescencia emitida es 
lineal, de manera que se pueda establecer, 
mediante métodos estadísticos (por ejemplo, 
métodos de regresión), un modelo de proba-
bilidad para la estimación de la concentración 
de ADN en la muestra de ensayo, basado en 
la dispersión de los datos de la curva de cali-
bración. La concentración calculada para los 
diferentes niveles de concentración del patrón 
se puede expresar en términos de ng/µL o en 
copias/µL y se puede estimar con la siguiente 
ecuación:

En donde ΔCq es la diferencia en los ciclos 
umbral en función del factor de dilución, asu-
miendo una eficiencia de amplificación del 
100 % (por ejemplo, para un factor de dilución 
de 1000 veces a partir de la concentración ori-
ginal del patrón de referencia, se tendría una 
diferencia de, aproximadamente, 10 ciclos um-
bral para el siguiente nivel de concentración 

ΔCq = log D / log 2                   
Ecuación 7

del patrón). Es muy importante tener en cuenta 
que la incertidumbre asociada a la estimación 
de la concentración de la muestra de ensayo 
será mayor en la medida en que se requieran 
mayores diluciones del patrón o estándar de 
calibración, dado que la eficiencia de amplifica-
ción se ve afectada por el número de copias en 
el material de partida. Para los casos en los que 
la muestra de ensayo presente baja cantidad de 
ADN, conviene optimizar la curva de calibración 
estrechando el intervalo de concentración del 
patrón alrededor de la concentración estimada 
de ADN en la muestra. 

FIGURA 14.  
Gráficas de amplificación en qPCR

Las curvas corresponden al proceso de amplificación en tiempo real, en formato dúplex, de un 

patrón de calibración (MRC AD 623, JRC) en diluciones seriadas en el intervalo de concentración 

de 1.5  a 105 copias / µL con las secuencias (ADN plasmídico) de los genes ABL y BCR, usando 

sondas específicas de hibridización con FAM y HEX como fluoróforos respectivamente (FAM, 

curvas en azul y HEX, curvas en verde). Las unidades de fluorescencia (RFU) se muestran en escala 

logarítmica. Resultados obtenidos de una misma corrida con tres réplicas para cada nivel de 

concentración del patrón.

En caso de que el ensayo se relacione con una 
prueba diagnóstica en donde la muestra de 
ensayo se encuentre fuera del intervalo de ca-
libración generado por el patrón de referencia, 
se puede realizar una estimación previa de su 
concentración a partir de diluciones seriadas de 
la muestra de ensayo original. De esta forma, se 
garantiza que, al menos una de las diluciones 
de la muestra, se encuentre dentro del intervalo 

lineal del método, idealmente, en un punto me-
dio de la curva de calibración (20). Al presentar 
la ecuación que define la curva de calibración a 
partir del modelo de regresión establecido, se 
debe reportar el valor calculado para el coefi-
ciente de correlación de Pearson (R2) para eva-
luar la bondad del ajuste del modelo, al igual que 
una estimación de la incertidumbre de los datos 
en la forma del intervalo de confianza del 95 % 
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FIGURA 15.  
Curvas de calibración generada a partir de un patrón de calibración para qPCR (MRC AD 623, JRC)

La gráfica corresponde a las rectas en escala semilogarítmica obtenidas por regresión lineal de 

los datos no procesados de amplificación presentados en la figura 14. En color azul, se muestra la 

recta de regresión para los datos de concentración de la secuencia del gen ABL; en color verde, la 

recta de regresión para los datos de concentración de la secuencia del gen BCR. E=eficiencia de 

amplificación. R^2=coeficiente de regresión.

(95 % IC) para la pendiente de la curva; por lo 
tanto, también para la eficiencia de amplificación 
(46, 47). Un adecuado ajuste del modelo de re-
gresión implica un R2 ≥ 0.99 (1). Estos paráme-
tros se fijan durante la fase de optimización del 
método y sirven para verificar su desempeño 
corrida a corrida.

Idealmente, el MRC debe contener la misma se-
cuencia y en una matriz similar a aquella de la 
muestra de ensayo. Cuando no se cuente con 

MRC, se pueden emplear, como patrón, mues-
tras de ADN o ARN de concentración conocida y 
perfectamente caracterizadas en su composición 
y estabilidad (plásmidos, oligonucleótidos sinté-
ticos de ARN o ADN con la secuencia de interés, 
cADN clonado, ARN o ADN extraído de elevada 
pureza o controles internacionalmente acepta-
dos); sin embargo, en este caso, no se puede ha-
blar de una estimación de concentración traza-
ble a un patrón de mayor jerarquía metrológica 
o de una cadena de trazabilidad metrológica (48).

Log Starting Quantity

Standard Curve

Cq

30

25

20

15

21 3 4 5 6

Standard FAM E= 95.1 % R^2=0.998 Slope=-3.445 y-int=35.893

E= 99.1 % R^2=0.986 Slope=-3.343 y-int=33.009Unknown HEX

En los casos en que se usa la qPCR, específica-
mente, para evaluar la presencia/ ausencia de 
un analito, usualmente, se aumenta la concen-
tración de la secuencia objetivo. Esto se puede 
lograr al concentrar el ácido nucleico extraído 
antes del uso o al agregar un mayor volumen 
de extracto de ácido nucleico a la mezcla de 
reacción de la PCR para asegurar que la con-
centración del analito sea superior al límite de 
detección del método empleado (49). 

La cuantificación relativa es el método de aná-
lisis comúnmente utilizado en análisis de ex-
presión génica y se expresa como la diferencia 
de veces (o razón de aumento o disminución) 
en la expresión génica entre la muestra de en-
sayo y la muestra de control para un gen de-
terminado. Por ejemplo, si se quiere medir el 
aumento o disminución en la expresión de un 
gen X (gen de interés) en función de un trata-
miento Z aplicado sobre un cultivo homogéneo 
de células, la muestra de ensayo contendría el 
mARN total de las células tratadas y la muestra 
control contendría el mARN total de las células 
no tratadas. En este caso se parte del mARN 
total de la muestra de ensayo y de la muestras 
control y se realiza una RT-PCR en tiempo real 
para evaluar el cambio relativo del gen de inte-
rés (GOI) con respecto a un gen de referencia 
(GOR), previamente establecido en un proceso 
denominado normalización (10). 

6.3.2.5. 
Cuantificación relativa 
mediante normalización a un 
gen de referencia 

La cuantificación relativa se determina al eva-
luar el número de ciclos necesarios para que 
la señal de fluorescencia alcance el umbral. 
Durante la amplificación, la fluorescencia de 
un gen de alta expresión alcanzará el umbral 
en un ciclo más temprano que un gen con un 
nivel de expresión más bajo. Para analizar la 
cantidad de producto de PCR, se comparan los 
niveles absolutos de copias de ARN para cada 
muestra o los niveles relativos de ARN con res-
pecto a un control, y se mide la diferencia (Δ) 
entre los valores de Cq. La ecuación utilizada 
depende de la similitud o diferencias en las 
eficiencias de las reacciones y el número de 
genes de referencia que se utilizan (50). 

Es necesario normalizar los datos entre el valor 
que se obtiene para el gen de interés y el del 
gen de referencia, de manera que los valores 
resultantes sean reflejo de los cambios de ex-
presión del gen y no de las diferencias en la 
cantidad de muestra añadida. 

El proceso de normalización permite rela-
cionar el cambio en el nivel de expresión 
del gen de interés (GOI) con el tratamien-
to aplicado o el evento o fenómeno anali-
zado y evitar que dicha evaluación se vea 
afectada por otros factores externos, que 
puedan afectar al organismo bajo estudio. 
Para normalizar las cantidades de entrada, 
la expresión del gen de interés se compara 
con la de un control endógeno, también de-
nominado gen de referencia (GOR) (50). Con 
este método, lo que se desea es comparar 
el cambio en el nivel de mARN del gen de 
interés en dos muestras diferentes de en-
sayo (por ejemplo, la expresión de un gen 
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en dos tejidos, uno sano y otro tumoral), o 
el efecto de un tratamiento en un cultivo de 
células en la expresión de un gen (por ejem-
plo, la expresión del gen antes y después del 
tratamiento), o la expresión de un gen en 
dos especies. En cada una de las muestras 
se mide la cantidad del mARN de interés en 
relación con la cantidad del mARN del gen 
de referencia, que, teóricamente, es cons-
tante en las dos muestras. La proporción 
mARNobjetivo / mARNreferencia se usa para com-
parar la cantidad del mARNobjetivo en las mues-
tras de ensayo. Los resultados obtenidos se 
normalizan, entonces, con la ayuda del gen 
de referencia en la forma del mARNreferencia. 
Por lo general, este control es un gen que, 
de manera ideal, se debe expresar de for-
ma constante e independientemente de las 
condiciones experimentales del tratamiento 
de las muestras, así como en los diferentes 
tejidos o tipos celulares (10). Existen varios 
tipos de genes de referencia: 

Genes constitutivos, como los genes de 
la gliceraldehído-3-fosfato deshidroge-
nasa (GADPH) y de la β-actina. Estos son 
los más usados; sin embargo, gracias a 
la sensibilidad de la PCR en tiempo real, 
se ha observado que, en realidad, su ex-
presión es diferente en algunos tejidos. 
Por lo tanto, es necesario validar la es-
tabilidad de la expresión del gen control 
en las condiciones de un experimento 
a realizar antes de usarlo para llevar a 
cabo la normalización. 

Genes que codifican el ARN ribosomal 
(rARN); por lo general, se utiliza el 18S 
de eucariotas o el 16S para procariotas. 
En los eucariotas estos rARN son sinte-
tizados por una polimerasa distinta a la 
que sintetiza los mARN. Por lo tanto, la 
expresión del rARN está afectada mu-
cho menos por el tratamiento a que se 
hayan sometido las muestras.

Cuando se realiza cuantificación relativa, es im-
portante que las eficiencias de amplificación de la 
secuencia objetivo y la secuencia normalizadora 
sean cercanas para mantener la precisión de los 
datos. Para normalizar la expresión génica a par-
tir de ensayos de cuantificación relativa, existen 
algunos métodos y modelos que consideran la 
eficiencia de la amplificación para determinar la 
cantidad del ADN, por ejemplo, el método compa-
rativo de Cq (2-∆∆Cq) (51), el Q gene (52) y el modelo 
de Pfaffl (12). Al seleccionar el método de normali-
zación, se debe considerar: i) si se utilizará un solo 
gen de referencia para la normalización o se uti-
lizarán varios genes de referencia; ii) si se realiza-
rá la amplificación del gen o genes de referencia 
junto con el gen de interés en la misma corrida y 
bajo las mismas condiciones. En el primer caso, 
no siempre es posible contar con más de un gen 
de referencia para la normalización de los datos 
de amplificación aportados por el equipo, aunque 
esa sea la opción preferible. Si se cuenta con un 
solo gen de referencia, el método 2-∆∆Cq puede 
ser de elección, pero solo si el gen de referen-
cia y el gen de interés se amplifican en la misma 
corrida y bajo las mismas condiciones de ampli-
ficación, ya que este método presupone que las 
eficiencias de amplificación del gen de interés y el 
gen de referencia son las mismas. Sin embargo, 
este no siempre es el caso y las condiciones de 
amplificación pueden ser distintas para el gen de 
interés y el (los) gen(es) de referencia; por lo tanto, 
hay una alta probabilidad de que las eficiencias 
de amplificaciones sean distintas. En este último 
caso, un método que tenga en cuenta la eficien-
cia de amplificación, como el método de Pfaffl, 
u otros métodos como aquellos basados en la 
evaluación cinética de la reacción de amplificación 
serían adecuados (GenEx, qBase+). 

Por otro lado, la concentración del ARN total 
está afectada por distintos procesos celulares, 
como el estado del ciclo celular (10). 

LA CONCENTRACIÓN DEL ARN 
TOTAL SE PUEDE USAR, TAMBIÉN, 
PARA NORMALIZAR LA EXPRESIÓN 
DE GENES; SIN EMBARGO, ESTA 
NORMALIZACIÓN TIENE DOS 
INCONVENIENTES, EN PRIMERA 
INSTANCIA, LA CUANTIFICACIÓN 
DEL ARN TIENE QUE SER MUY 
EXACTA, POR LO QUE LOS MÉTODOS 
ESPECTROFOTOMÉTRICOS QUE SE 
UTILIZAN DE MANERA RUTINARIA 
NO PUEDEN SER EMPLEADOS Y 
EL PROCESO DE NORMALIZACIÓN 
DEPENDE DIRECTAMENTE DE LA 
CUANTIFICACIÓN DEL ARN. 

El análisis de los datos de qPCR está sujeto a 
interpretación, por lo que es importante que 
la interpretación de estos datos se haga sobre 
una base sólida de criterios de significancia es-
tadística. Para poder concluir acerca de efectos 
biológicos, es importante que la variabilidad 

6.3.2.6. 
Herramientas para análisis 
de datos de qPCR 

Bioestadística
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experimental debida al proceso técnico sea lo 
suficientemente pequeña. Hay varias estrate-
gias que se pueden emplear para disminuir la 
variabilidad experimental, como la optimización 
de ensayos, la normalización, el uso de réplicas 
técnicas, entre otras. Sin embargo, en la medida 
en que se reduce el error técnico, existe la posi-
bilidad de medir el sesgo como efecto biológico. 
Un ejemplo es realizar un análisis de ARN con 
réplicas del paso de PCR, pero sin réplicas en la 
reacción de transcripción reversa. Por lo tanto, 
para disminuir esta posibilidad, es importante 
realizar réplicas independientes de todo el pro-
ceso, es decir, réplicas biológicas (20). 

Las pruebas de significancia son una herra-
mienta estadística importante para la evalua-
ción de datos. Estas permiten emitir un juicio 
objetivo con respecto a diferencias observadas 
entre conjuntos de resultados. Para poder ha-
cer un estudio experimental, es relevante que 
el analista comprenda, claramente, el objetivo 
del experimento, dado que la estrategia que se 
va a emplear para el análisis de datos se debe 
planear previamente. 

La prueba de significancia requiere formular 
una hipótesis relacionada, directamente, con el 
objetivo del experimento. De forma general, se 
parte del supuesto que no hay efecto al com-
parar dos tratamientos sobre una muestra, por 
ejemplo, la expresión de un gen no se ve afecta-
da por un tratamiento en particular, por lo que 
no habría un cambio significativo en los valores 
de Cq observados. Lo anterior se conoce como 
hipótesis nula (Ho). De manera complementa-
ria a la hipótesis nula, se plantea una hipótesis 
alternativa (Ha) en la que se vería un efecto al 

comparar dos tratamientos sobre una muestra. 
Continuando con el ejemplo descrito, en este 
caso, la expresión de un gen se ve afectada por 
un tratamiento en particular, por lo que habría 
un cambio significativo en los valores de Cq ob-
servados. Es importante tener en cuenta que se 
asume que Ho es verdadera hasta que los datos 
experimentales demuestren lo contrario.

Usando pruebas de significancia, como la 
prueba t Student, se puede calcular la pro-
babilidad de que las diferencias observadas 
se deban a la casualidad, en el caso de Ho 
verdadera. En la medida en que la proba-
bilidad sea menor, es menos probable que 
la hipótesis nula sea cierta. Al aplicar herra-
mientas estadísticas, es importante recordar 
que existe la posibilidad de que se rechace 
la hipótesis nula cuando es verdadera (falso 
positivo o error tipo I), así como de la posibi-
lidad de aceptar la hipótesis nula cuando es 
falsa (falso negativo o error tipo II). Al aplicar 
las pruebas de significancia, se define un um-
bral de forma que la probabilidad de un error 
tipo I (α) sea controlada a un nivel aceptable; 
α se conoce como nivel se significancia. En el 
ámbito científico, usualmente, se define un 
α=0.05 (95 % de confianza), mientras que, 
para el ámbito clínico, usualmente se define 
α=0.01 (99 % de confianza). Cuando la pro-
babilidad cae por debajo del nivel de signifi-
cancia definido, se rechaza Ho y el resultado 
de la prueba se considera significativo. Por 
otro lado, la probabilidad de no cometer un 
error tipo II (1-β) se conoce como «potencia» 
de la prueba, en donde β es la probabilidad 
de cometer un error tipo II. Esta potencia 
de la prueba está influenciada por múltiples 

Software

factores; sin embargo, el más importante es 
el tamaño de muestra empleado, es decir, el 
número de réplicas biológicas empleadas en 
el estudio.

En la práctica, hay varios aspectos que limi-
tan el número de réplicas biológicas que se 
pueden medir, como la cantidad de muestra 
disponible, y el costo de reactivos y consumi-
bles, entre otros. En estos casos es especial-
mente importante diseñar el experimento de 
forma adecuada para evitar sesgos o, incluso, 
conclusiones erróneas. Un error común con el 
diseño experimental se relaciona con el ses-
go y la pérdida de poder estadístico debido a 
múltiples problemas de prueba (20).

Debido a que los experimentos por qPCR 
generan una amplia cantidad de datos que 
demandan un manejo y análisis cada vez más 
avanzados, se han venido desarrollando he-
rramientas de software que cumplen dicho 
objetivo. Si bien este software especializado 
es una herramienta útil para el manejo y aná-
lisis de datos, no reemplaza la asesoría con 
expertos en bioestadística. Hay diferentes 
softwares especializados que son de libre cir-
culación, como los que se pueden encontrar 
en las bases de datos del Centro Nacional 
para la Información Biotecnológica de Esta-
dos Unidos (NCBI, por sus siglas en inglés)4 
o el Instituto de Bioinformática (Expasy)5. 

4. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

5. https://www.expasy.org/

También, hay otros que ofrecen comercial-
mente diversos proveedores de equipos de 
PCR, como Biorad, ThermoScientific, Applied 
Biosystems, Tianlong o Agilent, entre otros. 

Una de las primeras herramientas desarro-
lladas para el análisis de datos de qPCR fue 
REST, herramienta de software de expresión 
relativa, que se desarrolló para comparar los 
niveles de expresión de genes objetivo en 
relación con los genes de referencia en di-
ferentes muestras. Otras dos herramientas 
comerciales de software son GenEx y qbase-
PLUS. GenEx incluye herramientas de análisis 
de datos como el preprocesamiento de datos 
fundamentales, regresión lineal, prueba t y 
agrupación jerárquica, entre otros. Además, 
tiene la ventaja de incorporar NormFinder y 
geNorm en el software. geNorm es el algorit-
mo más popular y se considera el estándar de 
oro para la validación de genes de referencia, 
mientras que NormFinder proporciona una 
validación cruzada conveniente de los algorit-
mos, así como una validación de los genes de 
referencia. Por otro lado, qbasePLUS permite 
un control de calidad en profundidad, calibra-
ción entre ejecuciones, normalización e inter-
pretación. Cuenta con la ventaja que cumple 
con los lineamientos de las guías MIQE y tiene 
amplias capacidades de importación de da-
tos para todos los principales instrumentos 
de qPCR. Además, es la única herramienta 
de software no basada en web que se puede 
ejecutar de forma nativa en los sistemas ope-
rativos Mac, Linux y Windows (20).

06  PRO
CED

IM
IEN

TO
S O

PERATIVO
S D

E AN
ÁLISIS

G
U

ÍA
 P

AR
A 

EL
 A

SE
G

U
RA

M
IE

N
TO

 D
E 

LA
 V

AL
ID

EZ
 D

E 
LA

S 
ED

IC
IO

N
ES

 M
ED

IA
N

TE
 L

A 
RE

AC
CI

Ó
N

 E
N

 C
AD

EN
A 

D
E 

LA
 P

O
LI

M
ER

AS
A 

(P
CR

)

90 91



Freedomz/Shutterstock.com

07
7.1. Análisis cuantitativo

7.2. Análisis cualitativo

94

94

Estimación de la 
incertidumbre 
de medición 

La incertidumbre de medición (um, por sus siglas 
en inglés) está vinculada a la medición realiza-
da, pero no a un método en particular de PCR. 
Por lo tanto, cada laboratorio debería evaluar la 
incertidumbre específica para obtener resulta-
dos de medición en las condiciones experimen-
tales. La estimación de la incertidumbre busca 
identificar todos los componentes que generan 
variabilidad significativa en el resultado, por lo 
que es importante que cubra todo el proce-
so analítico. Además, es importante reconocer 
que, siempre hay una incertidumbre asociada 
a un resultado analítico informado por un labo-
ratorio, ya sea que se comunique o no.

Se han propuesto modelos para estimar la 
incertidumbre de los resultados de medición 
basados en qPCR en los que se enlistan las 
diferentes etapas asociadas al método de me-
dición como fuentes de incertidumbre inde-
pendientes, es decir, la extracción de los áci-
dos nucleicos, la preparación de las curvas de 
calibración, la ejecución de la amplificación y el 
procesamiento y análisis de los datos (53, 54).

Si bien se ha demostrado que la incertidum-
bre debida al muestreo tiene un aporte consi-
derable en el presupuesto de incertidumbre, 
esta se puede obviar siempre que se pueda 
demostrar que el muestreo realizado es repre-
sentativo. También, es de resaltar que las eta-
pas previas al muestreo pueden ser fuentes 
cuya contribución a la incertidumbre de me-
dición sean significativas; sin embargo, en los 
enfoques para estimación de incertidumbre 
planteados en este documento, solo se tiene 
en cuenta la um debida a procesos posteriores 
al muestreo (55).

Se sugiere a los laboratorios usar información 
derivada de los siguientes documentos para 
realizar la estimación de incertidumbre de los 
resultados de la medición:

Las guías ISO para la expresión de la in-
certidumbre en la medición (56).

La guía de Eurachem para cuantificar la in-
certidumbre en la medición analítica (57).

Estos documentos recomiendan procedimien-
tos basados en un enfoque componente por 
componente, datos de validación de métodos, 
datos de control de calidad interno y datos de 
pruebas de competencia. En muchos casos, la 
incertidumbre general se puede evaluar me-
diante un ensayo entre laboratorios (colabora-
tivo), realizado por varios laboratorios y varias 
matrices. Para esto, pueden ser usados como 
guía los siguientes documentos:

Protocolo internacional IUPAC/ISO/
AOAC para el diseño, realización e inter-
pretación de estudios de desempeño de 
métodos (58).

Documento de orientación ISO 21748 
para el uso de estimaciones de repeti-
bilidad, reproducibilidad y veracidad en 
la estimación de la incertidumbre de me-
dición (59).

Comité Nórdico de Análisis de Alimen-
tos (NMKL), que sugiere el uso de datos 
experimentales que se generan dentro 
del laboratorio individual (60).

Informe de Nordtest, que describe el 
uso de datos que se obtienen en mues-
tras de rutina para la estimación de um.
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Las pruebas cualitativas permiten clasificar, de 
forma simple, una muestra. Por ejemplo, en el 
caso particular de los ensayos de PCR, permiten 
la identificación o evaluación de presencia/ au-
sencia de un analito. A partir de los resultados 
obtenidos en estas pruebas, también se toman 

7.2. 
ANÁLISIS CUALITATIVO 

decisiones, por lo que la clasificación incorrec-
ta puede conllevar riesgo para todas las partes 
interesadas, por ejemplo, la aprobación de un 
producto cuando no es apto para su uso. Por lo 
anterior, es importante que el laboratorio realice 
una evaluación del riesgo de clasificar de mane-

La PCR en tiempo real es uno de los métodos 
comúnmente usados para medir la cantidad 
de ácidos nucleicos en los sistemas biológicos. 
Para tener una medición confiable, con la que 
se puedan tomar decisiones, es necesario co-
nocer la cantidad de analito presente y estimar, 
adecuadamente, la incertidumbre de medición 
asociada. Además, el resultado de la medición 
debe ser metrológicamente trazable a una re-
ferencia definida. La incertidumbre es el pará-
metro individual que describe la calidad de la 
medición e indica el intervalo dentro del cual 
podría estar el valor verdadero (55). De forma 
general, la estimación de la incertidumbre de 
medición implica la identificación, evaluación 
y combinación de todas las posibles fuentes 
de incertidumbre en el método. Por lo tanto, 
la estimación de la incertidumbre incluirá el 

7.1. 
ANÁLISIS CUANTITATIVO 

efecto de los errores aleatorios y sistemáticos 
(20). De forma alternativa, se usan los datos de 
validación de ensayos colaborativos y/o de un 
solo laboratorio y/o datos de control de cali-
dad internos para estimar la relación entre la 
concentración de la muestra y la incertidumbre 
estándar (55). 

Una vez que se ha estimado la incertidumbre de 
medición para un determinado método en un 
laboratorio, esta estimación se puede aplicar a 
resultados posteriores, siempre que se realicen 
en el mismo laboratorio, bajo las mismas con-
diciones, y que los datos de control de calidad 
justifiquen la corrección de este enfoque. Esta se 
puede emplear para calcular el nivel crítico (LC), 
límite de detección (LOD) y el límite de cuantifi-
cación (LOQ) del método de medición (54).

ra incorrecta una muestra (57). Aunque no se 
espera que los laboratorios acreditados evalúen 
o informen las incertidumbres asociadas a los 
resultados de análisis cualitativo, en las normas 
ISO/IEC 17025 e ISO 15189 se establecen en sus 
requisitos que los laboratorios demuestren que 
pueden lograr resultados de análisis cualitativo 
y cuantitativo válidos. Por lo anterior, es nece-
sario que los laboratorios tengan en cuenta la 
confiabilidad de los resultados provenientes de 
análisis cualitativos para ser conscientes de las 
limitaciones en la interpretación de resultados y 
responder a las inquietudes de los clientes (61).

Dado que las pruebas cualitativas, por lo gene-
ral, se expresan con declaraciones categóricas, 
como «presente/ ausente», «aprobado/ fallido», 
o, eventualmente, la pertenencia a una clase de 
compuestos, no se pueden reportar con un in-
tervalo de expresión. En estos casos, la forma 
típica de información de incertidumbre es de 
forma probabilística. Es decir, se da una indica-
ción de la probabilidad de que una clasificación 
dada sea correcta (57). Las formas que se em-
plean para expresar la probabilidad de clasifi-
cación correcta son: la sensibilidad6 (SS, tasa de 

verdaderos positivos), la especificidad (SP, tasa 
de verdaderos negativos), el índice de probabi-
lidad (LR, indicación de la información adicional 
proporcionada por el resultado de una prueba) 
o la probabilidad posterior (PP, una indicación 
de la probabilidad de que un objeto se ajuste a 
una categoría determinada dado un resultado 
de la prueba). Los dos últimos son valores deri-
vados del teorema de Bayes. Para su estimación, 
es necesario hacer una determinación de la tasa 
de falsos positivos y falsos negativos de la prue-
ba durante el proceso de validación del método 
(57). La calidad estadística de la proporción esti-
mada se puede expresar como un intervalo de 
confianza (IC) para la proporción calculada. El IC 
se conoce como incertidumbre de condición y, 
usualmente, se calcula para el nivel de 95 % de 
confianza. Hay varios modelos para la estimación 
del IC; sin embargo, el más sencillo y aplicable a 
pequeños conteos es el intervalo de puntuación 
de Wilson. En este, se calcula un límite superior 
y un límite inferior de IC al 95 % tanto para la 
selectividad (SS), como para la especificidad (SP). 
En la medida en que el intervalo de CI sea amplio, 
hay una indicación de que el valor verdadero de 
la proporción es diferente al valor estimado (61). 

6. Los conceptos de sensibilidad y especificidad en el contexto de pruebas cuantitativas tienen un significado 

diferente. De acuerdo con el Vocabulario Internacional de Metrología (JCGM, 2012), la «sensibilidad» de un sistema 

de medición es el «cociente del cambio en una indicación de un sistema de medición y el cambio correspondiente 

en el valor de una cantidad que se mide», mientras que especificidad hace referencia a la capacidad de un método 

de ser totalmente selectivo.
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8.1. Reporte de resultados del 
análisis cuantitativo

8.2. Reporte de resultados del 
análisis cualitativo

8.3. Intervalos asimétricos
8.4. Cumplimiento de los límites

100

98

101
102

Presentación 
de los resultados  De forma general, los resultados se deben 

suministrar de manera exacta, clara, inequí-
voca y objetiva. El informe debe incluir toda 
la información necesaria para la interpreta-
ción de los resultados con el objetivo de mi-
nimizar cualquier posibilidad de interpreta-
ciones equivocadas o de uso incorrecto. La 
información necesaria para interpretar los 
resultados depende del uso que se les pre-
tenda dar (57).

Dentro del contenido relevante para tener 
en cuenta, se encuentran: la identificación 
del método utilizado, una descripción de la 
muestra, los resultados con las unidades de 

medición y su incertidumbre de medición pre-
sentadas en la misma unidad que el mensu-
rando o en un término relativo al mensuran-
do. Cuando sea necesaria información para la 
interpretación de resultados, adicionalmente, 
se debe incluir la información sobre las condi-
ciones específicas del ensayo, como condicio-
nes ambientales, una declaración de confor-
midad con los requisitos o especificaciones 
u opiniones e interpretaciones (25). Si el la-
boratorio es responsable del muestreo, debe 
incluir, en el informe, los detalles de cualquier 
condición ambiental durante el muestreo que 
afecte la interpretación de los resultados y la 
información requerida para evaluar la incerti-

PARA LA PRESENTACIÓN DE 
RESULTADOS EN INFORMES, 
HAY QUE TENER EN CUENTA 
LOS LINEAMIENTOS DADOS 
EN LAS NORMAS ISO 17025 O 
15189 VIGENTES O NORMAS 
RELACIONADAS, SEGÚN 
CORRESPONDA. 
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dumbre de medición para ensayos o calibra-
ciones subsiguientes. Cuando se proporcio-
na una declaración de conformidad con una 
especificación o norma, el laboratorio debe 
documentar la regla de decisión aplicada, te-
niendo en cuenta el nivel de riesgo asociado a 
la regla de decisión empleada y aplicar dicha 
regla. Cuando se expresan opiniones e inter-
pretaciones, se deben basar en los resultados 
obtenidos de la muestra (14, 25). Cuando los 
detalles de una medida, incluido el modo en 
que se determinó su incertidumbre, depen-
den de referencias de documentación publi-
cada, es relevante que la documentación que 
se va a manejar se encuentre actualizada y 

sea consistente con los métodos vigentes. 
Cuando se informe de resultados de análi-
sis rutinarios, puede ser suficiente enunciar 
el resultado de la medición acompañada del 
valor de la incertidumbre expandida y el valor 
de k (factor de cobertura). Un informe com-
pleto del resultado de una medición debe in-
cluir o referirse a documentación que conten-
ga la descripción de los métodos empleados 
para calcular el resultado de la medición y su 
incertidumbre. Los datos y el análisis deben 
ser presentados de modo que los pasos más 
importantes se puedan seguir con facilidad y 
el cálculo del resultado pueda ser repetido, si 
fuera necesario (57).

«(Resultado): (x ± U) (unidades)»

EJEMPLO: concentración de ADN: (100.5 ± 0.4) copias/μL *

EJEMPLO: ciclo de amplificación: 18.15 ciclos con una 
incertidumbre estándar: 0.25 ciclos **

*La incertidumbre informada es una incertidumbre expandida calculada usando un factor 

de cobertura de 2, lo que da un nivel de confianza de aproximadamente el 95 %.

** La incertidumbre estándar corresponde a una desviación estándar.

Cuando la incertidumbre se expresa como la incertidumbre estándar combinada 
(uc), es decir como una desviación estándar simple, se recomienda hacerlo de la 
siguiente forma:

«(Resultado): x (unidades) [con una] incertidumbre 
estándar de uc (unidades)»

Nota: el uso del símbolo ± no se recomienda cuando se usa la incertidumbre estándar, 
ya que el símbolo se asocia, por lo general, con intervalos correspondientes a altos ni-
veles de confianza.

Los valores numéricos del resultado y su incerti-
dumbre no deberían ser dados con un excesivo 
número de dígitos. Cuando se dan la incertidum-
bre expandida, U, o una incertidumbre estándar, 

u, rara vez es necesario dar más de dos cifras sig-
nificativas para la incertidumbre. Los resultados 
deberían ser redondeados para ser consistentes 
con la incertidumbre de medición dada (57).
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Las aplicaciones de la qPCR han aumentado 
con el tiempo; sin embargo, aún hay falta de 
consenso en la forma de realizar e interpretar 
los experimentos. En una iniciativa para con-
tribuir a la confiabilidad de los resultados, a la 
promoción de la transparencia experimental, 
la garantía de la coherencia entre los labora-
torios y la integridad de la literatura científica, 
un grupo de investigadores publicó las guías 
MIQE (10). En estas, se establecen unas pautas 
para describir la información mínima necesaria 
para la evaluación de experimentos por qPCR, 
entre las cuales se incluye proporcionar todas 

8.1. 
REPORTE DE RESULTADOS DEL 
ANÁLISIS CUANTITATIVO  

las condiciones experimentales relevantes y 
las características del ensayo para poder eva-
luar la validez de los protocolos empleados y 
poder reproducir los resultados en otros la-
boratorios. 

Cuando se hace el reporte de un resultado 
de tipo cuantitativo, a menos que se indique 
lo contrario, por lo general se reporta acom-
pañado de la incertidumbre de medición ex-
pandida (U) usando un factor de cobertura (k 
=2), lo que da un nivel de confianza de aproxi-
madamente 95 % (20). 



El Señor A.B. está infectado con el virus SARS-CoV-2 

(sensibilidad de la prueba 90 % y especificidad del 99 %)

Se evidenció la presencia de un evento de modificación genética no autorizado, 

empleando qPCR como método de detección 

(identificación con LR de 4.9 x 104).

La muestra 123 tiene presencia de E. coli STEC 

(identificación con LR 4.9 x 104 y fuerte presencia del analito).

Se identificaron residuos de carne de cerdo en la muestra 456 de carne de res 

(identificación con PP de 99.998 %, estimada a partir de simulación y asumiendo 

igual probabilidad para ausencia/ presencia del analito).

EJEMPLO: concentración de ADN: 215.14 copias/μL con un intervalo 
de confianza de 212.12 a 225.08 basado en la incertidumbre estándar 
de 0.15, 10 grados de libertad y un nivel de confianza del 95 %.
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Actualmente, los laboratorios acreditados no 
están obligados a informar resultados de análi-
sis cualitativos con incertidumbre. Por lo tanto, 
los ejemplos mostrados en este documento 
son sugerencias de posibles formas en el caso 
en que el laboratorio decida reportarlos por 
solicitud de un cliente. 

8.2. 
REPORTE DE RESULTADOS DEL 
ANÁLISIS CUALITATIVO  

UN RESULTADO POSITIVO SE 
PUEDE INFORMAR CON TASA DE 
VERDADEROS POSITIVOS (TP) Y 
FALSOS POSITIVOS (FP), ÍNDICE 
DE PROBABILIDAD POSITIVO (LR 
(+)) O PROBABILIDAD POSTERIOR 
POSITIVA (PP); EN CAMBIO, 
UN RESULTADO NEGATIVO 
SE INFORMA CON TASA DE 
VERDADEROS NEGATIVOS (TN) Y 
FALSOS NEGATIVOS (FN), ÍNDICE 
DE PROBABILIDAD NEGATIVA (LR 
(−)) O PROBABILIDAD POSTERIOR 
NEGATIVA (PN). 

A continuación, se muestran algunos ejem-
plos. El texto en cursiva indica el reporte de 
incertidumbre de forma cualitativa (61).

a.

b.

c.

d.

En ciertas circunstancias, la distribución asociada 
al resultado podría ser asimétrica, por ejemplo, 
las relacionadas con incertidumbres en resulta-
dos cercanos a cero, o cuando se sigue la estima-

8.3. 
INTERVALOS ASIMÉTRICOS  

ción de Monte Carlo. En esos casos, se reportan 
los límites del intervalo de cobertura estimada. 
Además, se proporcionan el resultado y la incer-
tidumbre estándar para futuros cálculos (57).



(I)
Resultado más 
incertidumbre 
sobre el límite

Lí
m

it
e 

de
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tr
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su
pe

ri
or

(II)
Resultado sobre 
el límite con el 

límite dentro de la 
incertidumbre

(III)
Resultado bajo 
el límite, con el 

límite dentro de la 
incertidumbre

(IV)
Resultado menos 
incertidumbre por 
debajo del límite

SergeyKlopotov/Shutterstock.com
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está dentro de la zona adecuada. En la práctica, 
el analista determinará el resultado analítico y es-
timará la incertidumbre de medición  a ese nivel. 
El valor obtenido al restar la incertidumbre de la 
concentración informada se utiliza para evaluar el 
cumplimiento. Solo si ese valor es mayor a la con-
centración máxima estipulada en la legislación, es 
seguro, «más allá de toda duda razonable», que la 
concentración de la muestra del analito es mayor 
que la prescrita por la legislación (55). 

Ejemplo: una regla de decisión que, hoy en día, se 
usa ampliamente es que un resultado implica el 
no cumplimiento con el límite superior si el valor 
medido excede del límite por la incertidumbre ex-
pandida. Con esta regla de decisión, solo el caso 
(i) en la figura 16 implicaría no cumplimiento. De 
un modo similar, para una regla de decisión en la 
que un resultado cumple solo si está por debajo 
del límite establecido por la incertidumbre expan-
dida, solo el caso (iv) implicaría cumplimiento (57).

FIGURA 16.  
Incertidumbres y límites de cumplimiento

En los casos en que se requiere reportar resul-
tados para el cumplimiento normativo, es im-
portante tener en cuenta la incertidumbre de 
medición para la interpretación de los resultados 
analíticos y la posterior declaración de conformi-
dad. En la guía de Eurachem Uso de la informa-
ción de la incertidumbre para la evaluación de 
la conformidad, se da una orientación detallada 
de cómo tener en cuenta la incertidumbre a la 
hora de evaluar el cumplimiento (57). 

8.4. 
CUMPLIMIENTO DE LOS LÍMITES  

De forma general, para definir si una muestra cum-
ple con el requerimiento normativo, se requiere 
de una especificación que marque el límite su-
perior e inferior del mensurando objeto de con-
trol, una regla de decisión que describa cómo se 
tendrá en cuenta la incertidumbre de la medición 
con respecto a aceptar o rechazar la muestra de 
acuerdo con su especificación y el resultado de 
la medición, y los límites de aceptación o zona de 
rechazo para definir si el resultado de la medición 
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S

DEBIDO A QUE EN LOS ÚLTIMOS 
AÑOS SE HAN DESARROLLADO 
Y OPTIMIZADO MÚLTIPLES 
MÉTODOS DE PCR, CUYOS 
RESULTADOS SON USADOS PARA LA 
TOMA DE DECISIONES EN DIVERSOS 
CAMPOS, ESPECIALMENTE, EN 
DIAGNÓSTICO CLÍNICO, HA SIDO 
NECESARIO EL DESARROLLO DE 
CRITERIOS DE CALIDAD QUE DEN 
CUMPLIMIENTO A LOS REQUISITOS 
DE LAS BUENAS PRÁCTICAS 
DE LABORATORIO (BPL) Y LA 
NORMATIVA INTERNACIONAL (49). 



09  ASEG
U

RAM
IEN

TO
 D

E LA VALID
EZ D

E LO
S RESU

LTAD
O

S 
G

U
ÍA

 P
AR

A 
EL

 A
SE

G
U

RA
M

IE
N

TO
 D

E 
LA

 V
AL

ID
EZ

 D
E 

LA
S 

ED
IC

IO
N

ES
 M

ED
IA

N
TE

 L
A 

RE
AC

CI
Ó

N
 E

N
 C

AD
EN

A 
D

E 
LA

 P
O

LI
M

ER
AS

A 
(P

CR
)

106 107

La rigurosidad de los criterios de calidad que 
se emplean en cada ensayo dependerá, por 
una parte, del uso que se haga de dichos re-
sultados, es decir, de su uso previsto, lo que 
redunda en la criticidad de las decisiones que 
se toman con base en ellos; y, por otra, de lo 
establecido en el referente normativo, emplea-
do por el laboratorio, que dependerá de su 
campo de aplicación, por ejemplo, el uso de 
las normas ISO 15189 e ISO 17025 en labora-
torios clínicos y de ensayo, respectivamente, o 
de la buenas prácticas de laboratorio, ya sea 
de la OMS o de la OCDE.

La evaluación de los criterios de calidad se hace 
a través de las herramientas para el asegura-
miento de la validez de los resultados, cuya apli-
cación obedece a los lineamientos que el labora-
torio ha documentado en su respectivo sistema 
de gestión de la calidad, en el que de acuerdo 
con su criterio técnico y recursos, se establecen 
las herramientas que se van a emplear, y la pe-
riodicidad y la manera de analizar los resultados 
con base en los requisitos normativos que rigen 
las actividades del laboratorio.

Las buenas prácticas de laboratorio de la OMS, 
adoptadas por Colombia mediante la Resolu-
ción 3619 de 2013 del Ministerio de Salud y 
Protección Social, indican que los resultados 
de ensayo deben ser revisados y, cuando co-
rresponda, ser evaluados estadísticamente 
después de completar todos los ensayos para 
determinar si son consistentes y si cumplen 
con las especificaciones usadas. Dicha eva-
luación debería considerar todos los ensayos 

(datos de todos los ensayos). Siempre que se 
obtengan resultados dudosos (atípicos), estos 
deberían ser investigados. Por su parte, las 
buenas prácticas de laboratorio de la OCDE 
indican que se sigan los lineamientos de la 
norma ISO 17025.

A partir del enfoque de la norma ISO 
17025:2017, algunas de las herramientas para 
el aseguramiento de la validez de los resulta-
dos son:

Utilización de controles (positivos, 
negativos) en la ejecución del método.

Uso de materiales de referencia o 
material de control de calidad.

Uso de patrones de verificación o 
patrones de trabajo con gráfico de 
control cuando sea aplicable.

Repetición del ensayo, utilizando los 
mismos métodos o métodos diferentes.

Reensayo de los ítems conservados.

Correlación de los resultados para 
diferentes características de un ítem.

Revisión de resultados informados.

Comparaciones interlaboratorio 
(control externo).

Ensayo de muestras ciegas.

Algunas consideraciones a tener en cuenta al 
emplear materiales de referencia, muestras 
de control de calidad, patrones de verificación 
y muestras ciegas son:

La matriz: se recomienda que, siempre 
que sea posible, exista similitud entre 
a la matriz de la muestra de ensayo y 
al patrón de la muestra de control de 
calidad para garantizar que las variacio-
nes que se presentan entre el patrón y 
la muestra bajo ensayo se deben a dife-
rencias en la concentración del analito y 
no a la presencia de interferencias.

Nivel de concentración, que se debe 
abordar bajo dos perspectivas: la pri-
mera, el nivel de concentración de mues-
tra bajo análisis, es decir que la muestra 
control o el patrón estén en un nivel de 
concentración de acuerdo con el nivel de 
la muestra bajo estudio. El segundo, que 
la concentración de la muestra control o 
del patrón se encuentre dentro del inter-
valo lineal del método.

En la repetición del método, es fun-
damental que este se realice durante el 

periodo de estabilidad del material, de 
modo que se garantice que las variacio-
nes detectadas se deben a la concen-
tración en la muestra y no a la degrada-
ción de la muestra. 

Teniendo en cuenta que el proceso de me-
dición o de análisis involucra varios aspectos 
que pueden poner en riesgo la calidad del re-
sultado, entre los que se encuentran la ido-
neidad tanto de la infraestructura, como del 
personal y del método de medición, antes de 
cualquier proceso de medición, es necesario 
llevar a cabo la validación del método que per-
mita demostrar que, bajo las condiciones del 
laboratorio, se obtienen resultados que son 
adecuados para el uso previsto. La ejecución 
de dicha validación proporciona una serie de 
parámetros de desempeño que, posterior-
mente, se pueden usar para la verificación del 
método. Cuando se emplean estos paráme-
tros, es importante haber demostrado que las 
condiciones para aplicar el método son idó-
neas, es decir, que el personal es competen-
te, y que el sistema de medición y el método 
están dentro de parámetros de validación y, 
por tanto, produce resultados adecuados para 
el uso previsto.



TABLA 7.  
Idoneidad de las herramientas de aseguramiento de la validez de los resultados en la 

evaluación de parámetros de desempeño de los métodos de medición

HERRAMIENTA/ 
PARÁMETRO DE 

DESEMPEÑO
USO DE MRC

USO DE MR O 
MUESTRAS DE 

CONTROL

USO DE 
DUPLICADOS

USO DE 
MUESTRAS 

CIEGAS

Precisión por 
repetibilidad X X X X

Precisión 
intermedia X X X X

Sesgo X

Límite de 
detección X

9.1.1. 
Veracidad

9.1.2. 
Precisión

9.1.3. 
Recuperación

9.1.4. 
Límite de detección
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Para verificar el desempeño de un método 
de ensayo se recomienda evaluar periódi-
camente el cumplimiento de los criterios de 
aceptación definidos para cada parámetro en 

9.1. 
VERIFICACIÓN DEL DESEMPEÑO 
DEL MÉTODO  

la validación del mismo.  A continuación, se 
describen algunos criterios de aceptación y las 
herramientas que se pueden emplear para su 
evaluación (tabla 7). 

En un escenario ideal, el valor observado sería igual 
al valor de referencia o valor real. En el caso de 
qPCR, en los que se mide, por ejemplo, el número 
de copias de un gen en particular, se obtendría el 
mismo valor numérico para un patrón, muestra ca-
librada o control negativo, tras múltiples pruebas. 
En el caso de PCR cualitativa, en la que se obtienen 
resultados positivos/ negativos o de presencia/ 
ausencia, la evaluación de veracidad se realiza al 
determinar la tasa de falsos positivos y de falsos 
negativos al comparar el resultado de las muestras 
medidas con un método de referencia (49). 

La veracidad del método de medición hace 
referencia a la diferencia entre el valor obser-
vado y el valor de referencia o valor real; se 
expresa mediante el sesgo y es un indicativo 
del error sistemático en un ensayo.

Sesgo = Valor observado – 
Valor verdadero 

Ecuación 8

La precisión de una prueba indica qué tan 
cerca están, en una serie de observaciones, 
una de otra. En el caso de las mediciones por 
PCR, la precisión describe la dispersión o va-
riabilidad entre mediciones repetidas; esta se 

expresa como una desviación estándar (SD) 
o una desviación estándar relativa (RSD). La 
estimación de precisión se limita a ensayos 
cuantitativos o semicuantitativos; no aplica 
para ensayos cualitativos. Dentro de los fac-
tores que pueden afectar la precisión se en-
cuentran: artefactos en el procesamiento de 
muestras, variación en la cantidad o calidad 
de los ingredientes utilizados en el sistema de 
detección, errores de manipulación en el labo-
ratorio, errores de pipeteo y lectura imprecisa 
de las mediciones.

Los valores de recuperación indican la probabi-
lidad de obtener un resultado positivo en una 
muestra que se sabe que contiene cantidades 
suficientes de ácido nucleico específico para que 
se observen productos de amplificación por PCR 
visibles después del número apropiado de ciclos 
de amplificación (49). Las tasas de recuperación 
permiten detectar errores sistemáticos y definir 
los criterios de calidad del laboratorio sobre la 
base de estos resultados (49). 

El número más pequeño de moléculas diana que 
se pueden detectar de forma fiable y reproduci-
ble, se denomina límite de detección (LOD) y pue-
de ser tan bajo como una o dos copias del geno-
ma por PCR. En el ámbito clínico, por lo general, 



9.1.5. 
Sensibilidad y 
especificidad

9.1.6. 
Eficiencia de 
amplificación

TABLA 8.  
Tipos de controles empleados en evaluación de los resultados de los métodos de detección y 

medición de ácidos nucleicos (1)

TIPO DE CONTROL NOMBRE DEL 
CONTROL COMPOSICIÓN TÍPICA  UTILIDAD EN EL 

ANÁLISIS

Negativo
Control sin plantilla 
(NTC)

Reacción que 
contiene agua o 
buffer en el que se 
encuentra contenido 
el molde, en lugar 
de molde de ácido 
nucleico.

Detección de contami-
nación de la medición 
en la etapa de prepa-
ración de la reacción, 
por ejemplo, conta-
minación de reactivos 
con otro ADN o con 
productos de amplifi-
cación.

Detección de produc-
tos de amplificación 
no esperados, como 
dímeros de primers. 

Ecuación 9

Ecuación 11

Ecuación 10

sensibilidad diagnóstica=

especificidad diagnóstica=

=x100

=x100

VP 
VP+FN

VP 
VN+FP

Eficiencia (E)=(2 - 10   )
1 

m)
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La definición y evaluación de sensibilidad y 
especificidad en PCR depende del tipo de 
ensayo que se esté realizando, así como si 
es de tipo cualitativo o cuantitativo. La sensi-
bilidad puede definirse como la variación de 
la respuesta en función del cambio de con-
centración de la muestra, en qPCR está re-
lacionada con la eficiencia de amplificación. 
Mientras que, la sensibilidad diagnóstica hace 
referencia al como el porcentaje de casos en 
los que el ensayo es capaz de distinguir una 
muestra clínica positiva de una negativa, con 
respecto a los valores obtenidos en un méto-
do de referencia. En la ecuación 9 se calcula 
la sensibilidad diagnóstica, en donde VP es 
el número de verdaderos positivos y FN el 
número de falsos negativos. En todo caso la 
sensibilidad en PCR se ve afectada por el pro-
ceso preanalítico de la muestra (49).

La eficiencia de amplificación por PCR se puede 
definir como el aumento de producto de amplifi-
cación por ciclo. En la qPCR la eficiencia se estima 
a partir de la pendiente de la curva de calibración 
construida (ver Cuantificación estimada con una 
curva de calibración) empleando la ecuación 11, 
en donde m es la pendiente de la curva. Normal-
mente, las eficiencias de amplificación adecuadas 
están entre el 90% y el 110%. Una eficiencia del 
100% indica que la enzima polimerasa está tra-
bajando a su máxima capacidad.

De acuerdo con lo establecido en la norma 
NTC-ISO 20395:2020, el análisis de los datos 
incluye un examen de los datos sin procesar, 
la evaluación de su calidad y su confiabilidad, 
la configuración del umbral de fluorescencia y 
el procesamiento previo de los datos expor-
tados sin procesar. Por su parte, el método 
de qPCR debe tener los controles correctos 
para evaluar la cantidad y la confiabilidad ge-
neral de los datos producidos. Estos controles 

9.2. 
CONTROLES DE CALIDAD Y EVALUACIÓN 
DEL DESEMPEÑO DEL MÉTODO  

empleados deberían reflejar, con exactitud, las 
muestras de examen y se deben diseñar para 
proporcionar suficiente información sobre el 
experimento, de forma que, si se producen 
resultados inesperados, se pueda identificar 
el problema. Así mismo, cada método debería 
especificar los controles positivos y negativos 
incluidos en cada experimento de análisis. Al-
gunos ejemplos de controles se presentan en 
la tabla 8 y en la figura 10.

se denomina sensibilidad analítica. Durante su 
determinación, es importante evaluar, también, la 
presencia de falsos negativos y de falsos positivos, 
así como la influencia de inhibidores de la PCR 
provenientes de las muestras procesadas (49). 

de interés, sin la amplificación de un producto 
no específico. Mientras que, la especificidad 
diagnóstica hace referencia al porcentaje de 
resultados “falsos positivos” (FP) en relación 
con el número de resultados “verdaderos ne-
gativos” (VN), se calcula como se muestra en 
la ecuación 10.

La especificidad en PCR puede considerarse 
como la amplificación de una única secuencia 

Si el número de falsos positivos (FP) y falsos ne-
gativos (FN) se superpone, entonces se puede 
afirmar que el ensayo de PCR es de muy mala 
calidad para el laboratorio de diagnóstico.



TIPO DE CONTROL NOMBRE DEL 
CONTROL COMPOSICIÓN TÍPICA  UTILIDAD EN EL 

ANÁLISIS

NEGATIVO Blanco de extracción

Contiene todos los 
reactivos empleados 
en el proceso de 
extracción, excepto la 
muestra interés.

Detección de con-
taminación de los 
reactivos empleados 
en la extracción. Es el 
resultado del proceso 
de extracción sobre 
agua tipo I o buffer.

NEGATIVO
Control negativo de 
retrotranscripción 
(RT(-))

Mezcla de 
reacción para 
retrotranscripción, 
sin adición de la 
retrotranscriptasa.

Identificación de con-
taminación con ADNg 
(se emplea en ensa-
yos de ARN).

NEGATIVO Especificidad

Muestra de matriz de 
ADN genómico que 
no contiene el molde 
objetivo.

Caracterización y mo-
nitoreo de falsos posi-
tivos (por ejemplo, 100 
% de gADN de tipo 
salvaje para la cuan-
tificación de snv, va-
riedad no modificada 
para pruebas de OGM 
o 100 % de ARN total 
humano en la detec-
ción de SARS-COV-2).

POSITIVO Cualitativo

Material biológico 
o solución de 
ácido nucleico bien 
caracterizado en 
identidad.

Califica la funciona-
lidad de los compo-
nentes de la mezcla 
de reacción y evalúa la 
eficiencia del ensayo 
de PCR.

Evaluación de la espe-
cificidad de la mezcla 
de reacción para los 
ensayos de genotipa-
do mediante análisis 
de curva de fusión 
(melting) posterior a 
la amplificación.

TIPO DE CONTROL NOMBRE DEL 
CONTROL COMPOSICIÓN TÍPICA  UTILIDAD EN EL 

ANÁLISIS

POSITIVO Cuantitativo

Material biológico 
o solución de 
ácido nucleico bien 
caracterizado en 
cantidad.

Evalúa el resultado 
cuantitativo de una 
medición o para la 
calibración.

Evalúa la ausencia/ 
presencia de 
inhibidores.

Confirma el límite 
de detección del 
método.

Determina la 
reproducibilidad del 
método entre lotes 
de medición.

POSITIVO
Control positivo 

interno 

Muestra o molde en 
matriz con molde 
exógeno.

Confirmación de que 
no se ha producido 
una inhibición de la 
reacción (control de 
calidad para falsos 
negativos).
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La amplificación positiva de un control negativo 
puede indicar contaminación en algún nivel del 
ensayo o falta de especificidad para amplificar 
la secuencia objetivo (si no se ha validado pre-
viamente ese control). En esos casos, se puede 
recurrir a ensayos con el uso de fluoróforos in-
tercalantes (por ejemplo, SYBR® Green I) para 
hacer análisis de curva de fusión posterior a la re-
acción con el objetivo de evaluar la especificidad 
del amplicón producido y/o obtener información 
sobre la señal de contaminación. Un punto de 

fusión con una Tm más baja que la del amplicón 
deseado suele ser indicativo de dimerización del 
cebador, mientras que una más alta que la del 
amplicón de cDNA, normalmente, se considera 
derivada de la contaminación del gDNA. Además, 
cuando se producen múltiples picos, es posible 
que la hibridación no específica resulte en múl-
tiples productos no deseados. Los múltiples 
perfiles de fusión, que no pueden identificarse a 
partir de los controles, se deben examinar más a 
fondo mediante electroforesis en gel (20). 
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Como se mencionó previamente, la curva de 
respuesta para qPCR presenta forma sigmoidal. 
En la figura 13, se encuentran las tres fases de 
la amplificación: a) amplificación del molde que 
está por debajo del límite de detección de se-
ñal fluorescente; b) amplificación exponencial 
evidenciada por una pendiente lineal en función 
del número de ciclos; c) una meseta en la que los 
componentes de reacción se vuelven limitantes, 
aunque esta meseta no está presente en aque-
llos casos en los que la amplificación exponencial 
se presenta en ciclos tardíos. Los procedimientos 
de medición deberían incluir la evaluación de las 
curvas de amplificación de las mediciones de la 
muestra de ensayo para evidenciar las fases de 
amplificación mencionadas anteriormente y la 
comparación de las señales fluorescentes de la 
fase basal y de la meseta con las de las muestras 
de control positivo y NTC (1). El uso de réplicas 
biológicas y de réplicas técnicas en la cuantifi-
cación de ácidos nucleicos por PCR es esencial. 
Las réplicas biológicas permiten controlar la va-
riabilidad asociada a cada una de las etapas del 
método de medición.  Por su parte, las réplicas 
técnicas permiten establecer la precisión de los 
resultados y ayudan a minimizar la incertidumbre 
en la estimación del contenido del ácido nucleico 
de interés en la muestra bajo estudio (26).

Además de las herramientas mencionadas, 
en la medición por PCR hay algunas conside-

raciones que se deben tener en cuenta en el 
control de calidad, entre ellos (10): 

Análisis de ARN: es esencial evaluar la 
calidad de los templados de ARN, ex-
cepto cuando la cantidad total de ARN 
extraído es demasiado baja para rea-
lizar el experimento. Esto se presenta 
cuando el ARN es extraído de una úni-
ca célula, plasma, fluidos corporales 
libres de células, o cuando el proceso 
de retrotranscripción y amplificación 
se realiza en un solo paso. 

La inhibición de la actividad en la 
transcripción reversa o en la PCR de-
bería ser evaluada por dilución de la 
muestra o por el uso de ensayos de 
inhibición universal. Si la muestra de 
ARN está parcialmente degradada, esta 
información se debería reportar, ya que 
la sensibilidad para la detección de trans-
cripto de bajo nivel puede ser reducida y 
las diferencias relativas en la degradación 
del transcrito pueden producir resulta-
dos no confiables. 

Análisis de ADN: es importante asegu-
rar que no se presenta copurificación 
de inhibidores de la PCR en el proceso 
de extracción de los ácidos nucleicos.

El laboratorio debe contar con un programa de 
aseguramiento de la validez de los resultados para 
confirmar la calidad de los resultados e incremen-
tar la confianza en los datos. Se sugiere que éste in-
cluya los siguientes aspectos comunes básicos (62):

Declaración de objetivos, que describa las 
metas específicas del laboratorio.

Procedimientos de muestreo, que incluya 
la selección de elementos representativos, 
tiempo de retención especificado y condi-
ciones de temperatura, cuando aplique. 
Si existe la posibilidad de que los datos se 
sometan a litigio, se deberían emplear pro-
cedimientos de cadena de custodia.

Descripción de los requisitos específicos de 
calificación y formación del personal involu-
crado en la medición o análisis.

Especificaciones para suministros, para 
garantizar que los reactivos y suministros 
cumplen con las especificaciones definidas 
para el método.

Métodos adecuados para el uso previsto, 
es decir, que hayan sido validados en la ex-
tensión en que sea necesaria de acuerdo 
a si se tratan de métodos normalizados, 

9.3. 
DEFINICIÓN DEL PROGRAMA DE 
ASEGURAMIENTO DE LA VALIDEZ 
DE LOS RESULTADOS   

desarrollados por el laboratorio o normali-
zados fuera del alcance definido.

Un programa de aseguramiento de la vali-
dez de los resultados o como el laboratorio 
lo designe, que incluya las herramientas que 
se aplican en cada método para evaluar su 
desempeño e idoneidad para el uso previs-
to, acorde con el alcance de los métodos 
implementados y los recursos disponibles.

Procedimientos documentados que descri-
ban las actividades realizadas para obtener 
el resultado, incluido, cuando aplique el de-
talle del tratamiento de los datos crudos y 
las herramientas para el aseguramiento de 
la validez de los resultados aplicables con 
los respectivos criterios de aceptación.  

Requisitos de documentación, relacionados 
con la adquisición de datos, mantenimiento 
de archivos, trazabilidad y responsabilidad.

Requisitos de evaluación:

Auditorías internas 
Evaluaciones en sitio 
Estudios de evaluación del desempeño

Acciones correctivas.
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El laboratorio debe contar con procedimientos 
analíticos para describir las actividades de me-
dición, así como la descripción de los elemen-
tos que se van a emplear para el control de 
calidad, y los criterios de aceptación antes men-
cionados. Algunos elementos incluyen (25, 62): 

Formularios y registros: Los formula-
rios, o como se designe, son documentos 
creados para recopilar evidencia objetiva 
de las actividades desarrolladas a lo lar-
go del proceso analítico, de los controles 
empleados y de los resultados obtenidos. 
Estos contienen espacios en blanco en los 
que se consigna la información asociada 
al proceso analítico considerada relevante 
para la obtención del resultado y, cuando 
sea necesario, para la repetición o verifi-
cación del proceso. Como norma general, 
se establece que el diligenciamiento de los 
formularios debe llevarse a cabo al mo-
mento de realizar la actividad, la informa-
ción incluida debe ser clara y concisa, con 
suficiente detallada para permitir su repe-
tición. Una vez realizado, el diligenciamien-
to del formulario se convierte en registro. 

Registro de muestreo: un procedimien-
to documentado para tratamiento de la 
muestra registra la recolección, transfe-

9.4. 
DOCUMENTOS Y MANTENIMIENTO 
DE REGISTROS  

rencia, almacenamiento, análisis y elimi-
nación de la muestra. El registro se man-
tiene con mayor facilidad en una serie de 
formas impresas que motivan al usuario 
a brindar toda la información necesaria. 
Resulta especialmente crítico que este 
registro sea exacto y completo si existe 
posibilidad de litigio.

Mantenimiento de registros: un sistema 
de mantenimiento de registros aceptable 
ofrece la información necesaria sobre la re-
colección y la preservación de la muestra, 
métodos analíticos, información necesaria, 
cálculos por medio de resultados reporta-
dos y un registro de personas responsa-
bles del muestreo y análisis. Se escoge un 
formato con el que estén de acuerdo tanto 
el laboratorio como el cliente.

Plan de control de calidad: el programa 
de control de calidad documenta el cum-
plimiento de la dirección con la política de 
control de calidad y establece los requisi-
tos necesarios para apoyar los objetivos del 
programa. El programa describe políticas 
generales, organización, objetivos y respon-
sabilidad funcionales para lograr las metas 
de calidad. Además, el programa debería 
desarrollar un plan de proyecto que espe-

La participación en comparaciones interla-
boratorio, incluidos los ensayos de aptitud, 
es una de las herramientas externas para el 
aseguramiento de la validez de los resulta-
dos que le permite al laboratorio detectar 
oportunidades de mejora del método, nece-
sidades de calibración de equipos y entrena-
miento del personal, entre otros (25). En el 
caso particular de la participación en ensayos 

9.5. 
CONTROL EXTERNO   

cifique los requisitos de control de calidad 
de cada proyecto. El plan detalla las acti-
vidades de control de calidad requeridas 
para lograr representatividad, integridad, 
capacidad de comparación y compatibili-
dad de los datos. Además, el plan de ase-

guramiento de la calidad debería incluir un 
plan de implementación del programa que 
garantice máxima coordinación e integra-
ción de actividades de control de la calidad 
dentro del programa general (muestreo, 
análisis y manejo de datos).

de aptitud, la cual es uno de los requisitos 
para la acreditación, estos constituyen un 
mecanismo en el que, a través de un tercero 
independiente, el laboratorio demuestra su 
competencia técnica en la ejecución de un 
método de medición particular y, dependien-
do del alcance del ensayo de aptitud, valida la 
idoneidad del método para un uso previsto 
(25, 63, 64).
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La trazabilidad metrológica de un resultado 
de medición se refiere a la relación que se 
puede establecer entre este y una referen-
cia en el sistema internacional de unidades 
(SI), preferiblemente, o en algún otro siste-
ma aceptado por acuerdo en el sector de 
interés. Para establecer dicha relación, es 
necesario que haya una cadena ininterrum-
pida de comparaciones y calibraciones, cada 
una de las cuales contribuye a la incertidum-
bre de medición por su vinculación a una 
referencia adecuada (8). El propósito de la 
trazabilidad es asegurar que los resultados 
usados para la toma de decisiones son com-
parables en el tiempo y el espacio (25).

Al establecer la trazabilidad metrológica, se 
pueden estandarizar los métodos de medi-
ción, esto es, la comparabilidad de los re-
sultados obtenidos con estos métodos. Esto 
tiene especial relevancia en el ámbito de la 
salud pública, en donde los resultados de 
los análisis de laboratorio tienen implicacio-
nes en el diagnóstico y seguimiento clínico 
y en la toma decisiones. Sin embargo, no 
siempre es posible asegurar la trazabilidad 
al sistema internacional de unidades a tra-
vés de una cadena ininterrumpida de cali-
braciones usando un MRC para los métodos 
de medición establecidos por el laboratorio 
por lo que, en estos casos, se puede lograr 
la armonización de los métodos a través de 
la trazabilidad a un método de referencia 
adoptado por convención y que permita la 
equivalencia de los resultados de los méto-
dos usados para la medición de un mensu-
rando en particular (11) .

En el caso de los métodos dependientes de 
curva de calibración, es importante resaltar 
que, la trazabilidad metrológica solo es posi-
ble a través del uso de materiales de referen-
cia certificados que permitan establecer esa 
relación con una referencia. Aunque existen 
otros mecanismos para establecer trazabi-
lidad metrológica, como el uso de métodos 
primarios y de métodos de referencia, en este 
caso, debido a que se trata de un método 
particular, no es posible el uso de dichos me-
canismos.

Dado que qPCR es un método dependiente 
de curva de calibración, se requiere la inclu-
sión de un material de referencia certificado 
para dar cumplimiento a la cadena ininte-
rrumpida de comparaciones. Es decir, para 
conocer el resultado absoluto de una medi-
ción es necesario, previamente, construir una 
curva de calibración empleando un patrón 
para establecer una relación matemática que 
relacione la concentración con el valor del Cq, 
a partir de la que se pueda determinar la con-
centración de una muestra desconocida con 
base en el valor del Cq medido para esta.

Las magnitudes con carácter de conteo, in-
cluidas las copias de una secuencia de ácido 
nucleico particular, tienen la unidad uno. La 
unidad uno es, por naturaleza, un elemento 
de cualquier sistema de unidades. Las mag-
nitudes con la unidad uno, se pueden consi-
derar trazables al SI. Por lo tanto, la trazabi-
lidad formal al SI se puede derivar a través 
de procedimientos de medición validados y 
apropiados (1).
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Para establecer la trazabilidad metrológica, es 
necesario tener en cuenta varios aspectos, en-
tre los que se destacan:

Conocer el mensurando, es decir, la 
magnitud que se va a medir. Esto quie-
re decir que, para el analista, debe ser 
completamente claro qué es lo que va 
a medir, en qué matriz y en qué unida-
des lo va a reportar. A continuación, se 
presentan algunos ejemplos de mensu-
randos: concentración (ng/μL) de ADN 
genómico de salmonella en carne fresca 
de pollo, concentración (copias/μL) de 
ARN de VIH en sangre.

Conocer las magnitudes de influencia 
de la medición, es decir, todas aque-
llas variables o parámetros que tienen 
influencia sobre la incertidumbre de 
la medición. Para esto será necesario 
realizar el respectivo presupuesto de 
incertidumbre y ponderar el peso de 
cada contribución (ver numeral 10.1). 
Para aquellas magnitudes que se de-
tecten, cuya contribución sea significa-
tiva, también será necesario establecer 
la cadena de trazabilidad metrológica. 
Así, por ejemplo, en una medición de-
terminada se encuentra que la masa es 
significativa; por lo tanto, será necesario 
contar con un instrumento debidamen-
te calibrado y con la respectiva cadena 
de trazabilidad metrológica para ese 
instrumento o sistema de medición.

Contar con un método de medición vali-
dado y documentado. Para los métodos 
normalizados es necesario contar con 
la verificación para que el usuario pue-
da demostrar que, bajo las condiciones 
de su laboratorio, está en capacidad de 
obtener resultados dentro de los pa-
rámetros de desempeño establecidos 
para el método. En el caso de los méto-
dos normalizados fuera de su alcance, 
no normalizados o desarrollados por el 
laboratorio, es necesario contar con la 
evidencia que demuestre que el méto-
do está en capacidad de proporcionar 
resultados dentro de los parámetros 
de desempeño requeridos para satisfa-
cer el uso previsto de los resultados de 
medición, es decir, demostrar, experi-
mentalmente, que, bajo las condiciones 
propuestas, la calidad de los resultados 
es adecuada. Adicionalmente, es nece-
sario que el método esté debidamente 
documentado para garantizar que, cada 
vez que se usa el método, se realizan las 
mismas operaciones y, por lo tanto, los 
resultados para una misma muestra son 
estadísticamente iguales. 

Contar con personal competente y en-
trenado, es decir, personal que tiene la 
experiencia y el conocimiento suficientes 
para llevar a cabo el método de acuerdo 
con lo documentado y que las habilida-
des y destrezas para reproducirlo siem-
pre de la misma manera.

En las mediciones por qPCR, los materiales de 
referencia certificados pueden ser empleados 
tanto para el establecimiento de la trazabilidad 
metrológica, como para el aseguramiento de la 
validez de los resultados; sin embargo, es nece-
sario que cada material de referencia tenga un 
único propósito en la medición. Así, por ejemplo, 
si se tiene un material para la construcción de 
la curva de calibración, este solo debe ser em-
pleado para este fin en la medición. Del mismo 
modo, un material de referencia definido para 
evaluar la validez de los resultados solo puede 
ser usado para este propósito en la medición. 

De acuerdo con lo establecido en la norma 
20395: 2020, la trazabilidad metrológica para 
los resultados de medición por RT-qPCR y 
qPCR se puede establecer de acuerdo con lo 
establecido en la norma ISO 17511 (48).  

10.1. 
CONSIDERACIONES AL EMPLEAR 
MRC EN EL ESTABLECIMIENTO 
DE LA TRAZABILIDAD 
METROLÓGICA PARA LAS 
MEDICIONES CON CURVA DE 
CALIBRACIÓN POR qPCR  

Antes de realizar la compra del MRC será 
necesario revisar el uso previsto del mate-
rial, de modo que se garantice que este es 
adecuado para el propósito requerido en la 
medición. 

POR EJEMPLO, AL SELECCIONAR 
EL MATERIAL DE REFERENCIA 
PARA CONSTRUIR LA CURVA DE 
CALIBRACIÓN, ES NECESARIO 
VERIFICAR QUE EL USO 
PREVISTO DEL MATERIAL SEA, 
JUSTAMENTE, LA REALIZACIÓN 
DE CURVAS DE CALIBRACIÓN 
EN CONCORDACIÓN CON EL 
MÉTODO DE MEDICIÓN.
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En ocasiones, a pesar de seguir de manera ade-
cuada las recomendaciones para realizar un 
ensayo exitoso, se pueden obtener resultados 
inesperados o el fallo del experimento. Usual-
mente, estos errores se deben al operador. Sin 
embargo, se debe realizar un análisis exhaustivo 
de los datos y del procedimiento para identificar 
el error antes de repetir el experimento. Cada 
una de las posibles causas de falla se debe inves-
tigar de manera lógica. Entre las razones poten-
ciales que pueden producir datos incorrectos, 
se pueden enumerar, pero no se limitan a (20): 

Error del operador

Error instrumental

Fallo en el lote de reactivos o reactivos 
incorrectos usados en el ensayo

Inadecuada calidad del ADN molde (pre-
sencia de inhibidores o degradación del 
ácido nucleico)

El fluoróforo de la sonda puede estar 
fotoblanqueado debido a inadecuado 
almacenamiento o fabricación deficiente

Temperatura de anillamiento inadecuada

Inadecuada concentración de primers

Contaminación

Perfil de amplificación de PCR inadecua-
do (por ejemplo, las enzimas inactivadas 
con anticuerpos o modificadas química-
mente requieren de un paso de activa-
ción adecuado para un buen desempe-
ño durante el ensayo)

Para un ensayo que no haya sido previamente 
validado, puede haber consideraciones adi-
cionales (20): 

Ensayo mal diseñado: esto proporcio-
nará datos, sin embargo, estos podrán 
ser cuestionables y presentar poten-
cialmente bajas eficiencia, sensibilidad 
y especificidad

El marcado o apagado de la sonda es 
inadecuado, lo que da como resultado 
un rendimiento bajo de fluorescencia a 
través de la reacción

Los oligonucleótidos son incorrectos 
debido a errores de diseño, orden o 
síntesis incorrectos

A continuación, se describen algunos de los 
problemas más habituales y los pasos para 
solucionarlos. 



TABLA 9.  
Errores y problemas comunes en la PCR y sus posibles soluciones

PROBLEMA DESCRIPCIÓN POSIBLE CAUSA SOLUCIÓN

No 
amplificación

Un experimento 
en el que todas 
las reacciones 
han fallado por 
completo para 
todas las muestras.

Cualquiera de los 
problemas potenciales 
enumerados 
anteriormente puede 
provocar una reacción 
completamente fallida.

Preparación incompleta 
de la mezcla de reacción

Inadecuada 
configuración del ciclo 
de amplificación en el 
termociclador.

Alta concentración 
de dNTPs.

Si la reacción ha funcionado co-
rrectamente previamente, realizar 
un examen detallado del protocolo 
de reacción, las muestras utiliza-
das en esta ocasión y los reactivos 
restantes. 

Identificar si hubo una falla en el mé-
todo de PCR o falla de detección de 
la fluorescencia. Verificar el progra-
ma de amplificación configurado en 
el termociclador.

Si los reactivos son la causa del pro-
blema, reemplazar todo el kit (es 
económicamente más viable que 
identificar el reactivo degradado).

Evaluar calidad de ADN; si este es 
el problema, investigar qué pro-
tocolo es el mejor para el tipo de 
organismo y muestra que se está 
trabajando.

En el caso de mezclas de reacción 
que requieran la adición de dNTPs, 
revisar la concentración óptima, dado 
que una alta concentración puede 
inhibir la PCR al interactuar con el 
magnesio. Además, los dNTPs son 
muy inestables, por lo que se sugiere 
preparar pequeñas alícuotas que 
sirvan entre 3 a 5 experimentos.

Utilizar un ensayo para la detección 
de inhibidores (SPUD). Ver anexo 1.

PROBLEMA DESCRIPCIÓN POSIBLE CAUSA SOLUCIÓN

Fallo de 
detección de 
fluorescencia

La fluorescencia de 
fondo o basal es 
mucho más baja de 
lo esperado.

Hay poca o ninguna 
diferencia en la señal 
para la longitud de 
onda de la sonda 
entre el primer y el 
último ciclo.

Valores de 
fluorescencia 
significativamente 
más bajos.

Inadecuada selección de 
longitud de onda.

Problemas en el detector 
de fluorescencia del 
equipo.

Reactivos fluorescentes 
fotoblanqueados o 
ausencia de plantilla en 
la reacción.

Sonda que no se apaga 
y tiene un nivel de 
fluorescencia basal alto.

Verificar que el instrumento esté 
programado correctamente y 
que la recopilación de datos 
se haya producido en la 
etapa correcta de la reacción 
utilizando la longitud de onda 
correcta. 

Revisar los datos sin procesar y 
comparar los valores de fondo 
o basales con los esperados 
(observados anteriormente).

Verificar que se haya adicionado 
el reportero (sonda o reactivo 
fluorescente) y/o la plantilla de 
ácido nucleico.

Verificar la información de 
diseño de la sonda junto con el 
análisis de datos sin procesar.

Repetir el ensayo utilizando un 
nuevo lote de reactivos. Incluir 
un control positivo con un par 
de primers que se sepa que 
funcionan bien.

Verificar la presencia de 
productos de amplificación 
mediante electroforesis.
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PROBLEMA DESCRIPCIÓN POSIBLE CAUSA SOLUCIÓN

Amplifica-
ción fallida 
de algunas 
muestras

Cuando se ha 
utilizado una 
sola mezcla para 
amplificar varias 
muestras y, aunque 
algunas dan 
amplificación, una 
o más muestras no 
generan una señal.

Datos de mala 
calidad debido a baja 
amplitud en la señal.

Bajo rendimiento de 
fluorescencia.

Plantilla puede estar 
presente en niveles 
indetectables en esas 
muestras.

Presencia de un inhibidor 
en el paso de RT y/o PCR 
que se haya trasladado a 
la muestra.

Inadecuado sello de los 
pozos en donde estaban 
las muestras. (evaporación 
de la muestra).

Ensayo con baja eficiencia, 
precisión o sensibilidad.

Diseño de prueba o sonda 
deficiente. 

Examinar la placa y/o los tu-
bos y asegurarse de que el 
volumen en los pocillos de-
fectuosos sea el correcto (sin 
evaporación), sin burbujas y 
que los tubos no hayan sido 
etiquetados de manera que 
oscurezca la trayectoria de la 
luz de excitación/ detección.

Para ensayos con ADN de origen 
animal o humano, diagnosticar la 
presencia de inhibidores realizan-
do el ensayo SPUD (ver anexo 1) 
o diluyendo la muestra 10 y 100 
veces y repitiendo el ensayo. 

Evaluar las concentraciones óp-
timas de oligonucleótidos. Bajas 
concentraciones pueden inducir 
bajo rendimiento de reacción.

Resultados 
inesperados 
en los 
controles

Amplificación en un 
NTC.

Amplificación de 
control negativo de 
RT.

Amplificación en 
control negativo.

Presencia de 
contaminación en algún 
nivel del ensayo.

Formación de dímeros 
entre los primers 
empleados.

Contaminación de 
muestras de ARN con 
gADN.

Hibridación inespecífica 
de los primers en el 
ADN molde. 

Realizar un análisis acerca de 
qué tipo de control negativo 
amplificó. El NTC indica 
contaminación en el sistema de 
reacción. 

Realizar un análisis de perfil 
de fusión, con fluoróforos 
intercalantes, empleando un 
control positivo y el control 
negativo que dio positivo para 
obtener información de la señal 
de contaminación.

Realizar una electroforesis 
para analizar los productos 
amplificados. 

PROBLEMA DESCRIPCIÓN POSIBLE CAUSA SOLUCIÓN

Resultados 
inesperados 
en los 
controles

Evaluar las concentraciones óp-
timas de oligonucleótidos. Altas 
concentraciones pueden indicar 
formación de dímeros.

Preparar alícuotas de reactivos 
para evitar contaminación del 
stock de reactivos. En caso de con-
taminación descartar las alícuotas 
sospechosas.

Obtención 
de múltiples 
productos de 
amplificación

Se observan múltiples 
productos de 
amplificación en el gel.

En el análisis de curva 
de fusión se observan 
varios productos de 
amplificación con Tm 
característicos.

Calidad del ácido nucleico.

Competencia por los 
recursos de la reacción.

Evaluar las concentraciones 
óptimas de oligonucleótidos. 
Altas concentraciones pueden 
inducir la formación de 
productos inespecíficos.

Optimizar concentraciones de 
reactivos en mezcla de reacción.

Alta o baja 
eficiencia

Eficiencia arriba de 
110 % o debajo de 
90 %.

Inhibición por inadecuada 
calidad de ADN.

Contaminación con 
residuos de extracción.

Concentraciones de 
reactivos inapropiadas. 

Valores de Tm del cebador 
que son más de 5 °C 
diferentes entre sí.

Condiciones de 
amplificación inapropiadas. 

Optimizar concentraciones de 
reactivos en mezcla de reacción.

Optimizar condiciones de 
amplificación.

Rediseñar los primers o sondas 
para obtener Tm más cercanos.

Purificar el ácido nucleico extraído.
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Secuencia SPUD (ADN molde) 5’-3’: AACTTGGCTTTAATGGACCTCCAATTTTGAGTGTGCACAAGC-
TATGGAACACCACGTAAGACATAAAACGGCCACATATGGTGCCATGTAAGGATGAATGT 

Primer SPUD-FW 5’-3’: AACTTGGCTTTAATGGACCTCCA 

Primer SPUD-RV 5’-3’: ACATTCATCCTTACATGGCACCA 

Procedimiento:

Preparar la mezcla de reacción usando una mezcla de reacción (Hot Start) 
adecuada para detección basada en SYBR® Green y con los primers SPUD a una 
concentración de 100 nM.

Utilizar el ADN molde SPUD a una concentración de 20 000 copias /µL en agua 
(control) y en la matriz de la muestra.

Utilizar el siguiente programa de amplificación: 1) desnaturalización inicial 95 °C 
x 30 s; 2) desnaturalización 95 °C x 5 s; 3) anillamiento 60 °C x 20 s. Repetir los 
pasos 2 y 3 x 40 ciclos.

El ensayo SPUD está dirigido a identificar posi-
bles interferentes que afectan la eficiencia de 
amplificación en los ensayos de qPCR y, parti-
cularmente, controlar resultados asociados a 
falsos negativos. Se fundamenta en la utiliza-
ción de un ADN sintético usado como control 
de amplificación y que está basado en una se-
cuencia nucleotídica (solanum tuberosum) que 
carece de homología con cualquier secuencia 
de origen humano o animal. Este ADN sintéti-
co es amplificado usando SYBR® Green como 

Anexo 1. 
Ensayo SPUD para la detección de 
inhibidores o potenciadores de amplificación 
en muestras de origen humano o animal

fluoróforo intercalante, a una concentración 
fija en dos matrices, agua y la propia muestra 
de ensayo. En ausencia de inhibidores o poten-
ciadores de amplificación, se debería esperar 
el mismo comportamiento de amplificación 
(similar Cq ≈ 25) tanto en el control (matriz 
acuosa) como en la muestra. En presencia de 
inhibidores el Cq en la matriz de la muestra 
es significativamente mayor, el caso contrario 
indicaría la presencia de un potenciador de 
amplificación en la muestra de ensayo (20).
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