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I 

RESUMEN 

Con la aparición del COVID-19 se evidenció una escasez de reactivos y pruebas por la 

demanda de diagnósticos contra esta enfermedad. Por otro lado, con la vacunación 

surgió la necesidad de un seguimiento de la inmunidad de la población. Por esta razón 

se busca implementar un diagnóstico tipo ELISA localmente que detecte los anticuerpos 

contra la espícula de este virus. Propuesta que cumple con el objetivo de Salud y 

Bienestar de la ONU, y permitirá estar preparado ante la necesidad de dosis de refuerzo 

y de diagnósticos de futuras variantes.  

Se escogió una región de la espícula, y se clonó en un vector adecuado para células de 

mamíferos. Se transfectó en células HEK293. Se realizaron dos Western Blots, probando 

un Anti-Flag y un suero positivo contra el virus.  

La construcción del plásmido fue obtenida de manera exitosa, y comprobada por 

secuenciación. La proteína fue detectada solo por el suero positivo contra el virus, sin 

embargo, su tamaño fue menor al que se esperaba. Para el diseño del ensayo tipo ELISA 

se establecieron las variables a tomar en cuenta, y se propuso un ensayo base. 

La obtención de construcción genética y el diseño del ELISA representan un gran avance 

para la implementación de este inmunodiagnóstico de manera local, el cual encaminará 

al Ecuador a la soberanía sanitaria que necesita. 

 

Palabras Clave: COVID-19, ELISA, SARS-CoV-2, proteína recombinante, diagnóstico  



 
 

 
 

II 

ABSTRACT 

The emergence of COVID-19 led to a shortage of reagents and tests due to the demand 

for diagnostics against this disease. On the other hand, along with vaccination, there is a 

need to follow up the immunity of the population. For this reason, an ELISA type diagnosis 

is sought to be implemented locally to detect antibodies against the Spike of this virus. 

This proposal fulfills the objective of Good Health and Well Being of the UN and will allow 

to be prepared for the need of booster doses and diagnosis of future variants.  

A region of the spike was selected and cloned into a vector suitable for mammalian cells. 

It was transfected into HEK293 cells. Two Western Blots were performed, testing an Anti-

Flag and a positive serum against the virus.  

The plasmid construct was successfully obtained and verified by sequencing. The protein 

was detected only by the virus-positive serum; however, its size was smaller than 

expected. For the design of the ELISA assay, the variables to be considered were 

established, and a base assay was proposed. 

The obtaining of the genetic construct and the design of the ELISA represent a great 

achievement for the implementation of this immunodiagnostic locally, which will lead 

Ecuador to the sanitary sovereignty the country needs. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Descripción del problema 

SARS-CoV-2 es un coronavirus que causa COVID-19, una enfermedad 

respiratoria que se reportó por primera vez en Wuhan en diciembre 2019, se 

expandió globalmente y fue declarada pandemia en marzo del 2020. Este 

mismo mes, después de que Ecuador se declaró en emergencia sanitaria por 

la pandemia de COVID-19, la demanda de diagnósticos de esta enfermedad 

tuvo un gran incremento. A finales del 2021 e inicios del 2022, con la aparición 

de la variante ómicron, nos encontramos con la misma situación. En ambos 

casos se evidenció escasez de pruebas y reactivos debido a que dependemos 

de terceros para la obtención de estos diagnósticos. Por otro parte, 

actualmente se han desarrollado varias vacunas contra esta enfermedad, y 

junto a esto surge la necesidad de monitorear la inmunidad de las personas 

que las han recibido. La producción de una proteína específica para la 

elaboración de ensayos ELISA que permitan la detección de anticuerpos 

contra la espícula de SARS-CoV-2 es fundamental para poder responder a 

necesidades de la población ecuatoriana que podrían presentarse por motivo 

de este virus.  

1.2 Justificación del problema  

Este proyecto se encuentra alineado al Tercer Objetivo de Desarrollo 

Sostenible de la ONU (Salud y Bienestar) donde se establece la importancia 

de estar preparados ante emergencias sanitarias que suponen un riesgo 

mundial, como la COVID-19 (Naciones Unidas, 2020). Por esta razón se 

considera primordial que se haga un seguimiento de las personas vacunadas, 

ya que no hay información definida sobre el tiempo que durará la inmunidad 

otorgada por las diferentes vacunas. La detección de anticuerpos contra la 

espícula de SARS-CoV-2 permitirá estar preparados ante la necesidad de 

futuras dosis de vacunación, de acuerdo con la vacuna administrada. Así 
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mismo, permitirá realizar el diagnóstico de la enfermedad. Un diagnóstico tipo 

ELISA autóctono con una proteína específica actualizable, en un futuro, podría 

resultar en una alternativa más económica y óptima para la detección de 

anticuerpos contra SARS-CoV-2. Es un paso en la búsqueda de la soberanía 

sanitaria que necesita el país. 

1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo General 

Implementar un diagnóstico tipo ELISA para el seguimiento de la inmunidad de 

la población a SARS-CoV-2 mediante la detección de anticuerpos contra la 

espícula de este virus. 

1.3.2 Objetivos Específicos  

1. Generar una proteína recombinante que contenga la espícula de SARS-CoV-2 

para ensayos tipo ELISA que detecten anticuerpos contra esta proteína.  

2. Diseñar el proceso del ensayo tipo ELISA para la detección de anticuerpos contra 

la espícula de SARS-CoV-2.  

 

1.4 Marco teórico 

1.4.1 Generalidades de SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 (Figura 1.1) es un betacoronavirus descrito en 2019, capaz de 

infectar humanos produciendo la enfermedad del COVID-19 (Lu et al., 2020). 

Esta enfermedad puede provocar síntomas como dolor de cabeza, fiebre, tos 

seca, problemas respiratorios e incluso la muerte; los primeros casos se 

asocian al contacto con mariscos del mercado de Wuhan, pero actualmente 

su transmisión es de humano a humano (Zhou et al., 2020). COVID-19 

impactó a Latino América porque tuvo problemas controlando su transmisión, 

y Ecuador fue uno de los países latinoamericanos más afectados durante el 

2020. La población ecuatoriana tuvo una tasa de 64% más de muertes 

esperadas, que es una de las más altas a nivel mundial  (Cuéllar et al., 2021). 

En Ecuador, según las estadísticas otorgadas por la Organización Mundial de 
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la Salud (WHO) se han reportado 521.792 casos confirmado de COVID-19 

con 33.088 muertes desde el 3 de Enero del 2020 hasta 12 de Noviembre del 

2021 (WHO, 2021). Otros estudios sugieren que el impacto de la pandemia 

fue mucho peor que lo indicado por los reportes de las instituciones nacionales 

(Cevallos-Valdiviezo et al., 2021). 

 

SARS-CoV-2 ingresa al huésped por medio de diferentes receptores que 

permiten su entrada, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) 

funciona como un receptor primario de internalización que interactúa con la 

proteína Spike (S) del virus (Yan et al., 2020).  Existen otros receptores 

alternativos como CD147 y NRP que están asociados a la entrada del virus 

por la proteína S (Masre et al., 2021). Por esta razón, la glicoproteína Spike 

se considera clave para la producción de vacunas y diagnósticos  (Wrapp et 

al., 2020).  

 

Figura 1.1 Estructura de SARS-CoV-2 (Kim et al., 2020). Elaborado en BioRender.com 
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1.4.2 Características de la proteína Spike (espícula) 

 
Spike (Figura 1.2) es una glicoproteína viral de superficie del SARS-CoV-2 

que comprende dos subunidades funcionales (S1 y S2), el dominio 

transmembranal y la cola citosólica. S1 está compuesta del dominio N-terminal 

(NTD), el dominio de unión al receptor (RBD), y dos subdominios (SD1 y SD2). 

S2 se conforma de un péptido de fusión y dos regiones heptadas (HR1 Y 

HR2). (Pillay, 2020; Walls et al., 2020). 

 

Figura 1.2  Subgenoma de la espícula de SARS-CoV-2 (Jaimes et al., 2020; Sternberg & 

Naujokat, 2020). Elaborado en BioRender.com 

 

1.4.3 Vacunas para SARS-CoV-2 administradas en Ecuador 

 
Actualmente, se han desarrollado varias vacunas contra SARS-CoV-2 y cerca 

del 60% de la población ecuatoriana ha sido completamente vacunada con las 

dosis sugeridas (Ritchie et al., 2021). Las vacunas de Pfizer/BioNTech, 

Oxford/AstraZeneca, Sinovac y CanSino son las que han sido administradas 

dentro del territorio ecuatoriano hasta el momento de este escrito 

(Observatorio Social del Ecuador, 2021). 

 

Pfizer/BioNTech (BNT162b2) es una plataforma de ARNm, fue diseñada para 

ser administrada en dos dosis separadas por 21 días; se encarga de dar 

instrucciones a las células para hacer copias de la proteína Spike del SARS-

CoV-2. Los datos proporcionados por Pfizer-BioNTech demuestran un 95% 

de efectividad contra COVID-19 una semana después de administrarse la 

segunda dosis (Kyriakidis et al., 2021). Sin embargo, se ha evidenciado una 
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reducción en su efectividad con algunas variantes del virus (Kustin et al., 

2021). 

 

La vacuna desarrollada por Oxford y AstraZeneca (AZD1222) comprende un 

vector viral. El vector ha sido modificado de tal manera que la proteína Spike 

de SARS-CoV-2 pueda ser codificada. Utiliza como plataforma un adenovirus 

debilitado de chimpancé (Kyriakidis et al., 2021). La eficiencia depende del 

intervalo de tiempo que existe entre las dos dosis. Se recomienda que la 

segunda dosis se administre después de las 12 semanas porque se reportó 

que la eficiencia aumentaba a un 81.3% cuando el intervalo entre las dosis 

era mayor (Voysey et al., 2021). 

 

La vacuna de Sinovac se trata de un virus inactivado, producida de la cepa 

aislada de SARS-CoV-2 CN2. Las vacunas de virus inactivados son un 

desafío ya que pueden dar regiones de los antígenos necesarios para crear la 

inmunogenicidad y requerir muchas dosis para que se de una respuesta 

inmune fuerte. Así que, para inducir una mayor respuesta por parte del 

huésped, a esta vacuna se le agregan adyuvantes (Kyriakidis et al., 2021). Un 

ensayo clínico de fase 3 en Turquía demostró que tenía una alta eficacia 

contra COVID-19, con un buen perfil de protección; sin embargo, como el 

estudio se realizó en corto tiempo, requiere más pruebas con las variantes del 

virus para determinar que tan efectiva es y cuánto es su tiempo de protección 

(Tanriover et al., 2021). 

 

Ad5-nCoV de CanSino es una vacuna que utiliza el adenovirus humano 

serotipo 5 como vector, que entrega la información para que se codifique la 

Spike completa en las células huésped. Como es un serotipo común, lo más 

probable es que ya exista inmunidad contra el mismo y esto sirve de ayuda 

para que se genere la inmunidad contra el antígeno presentado (Kyriakidis et 

al., 2021). Se ha detectado la generación de anticuerpos neutralizantes y una 

respuesta inmune óptima (Hernández-Bello et al., 2021).  Su protección, 
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efectividad e inmunogenicidad no es totalmente conocida, pero se ha 

observado que un estudio de México que un 88.89% de vacunados con Ad5-

nCoV han generado anticuerpos contra la subunidad 1 de la SPIKE (Guzmán-

Martínez et al., 2021). 

 

1.4.4 Componentes de proteínas recombinantes para ensayos tipo ELISA 

En el diseño de proteínas recombinantes se suele implementar una secuencia 

Kozak. Esta secuencia apunta al proceso de traducción de proteínas en la 

célula, aumenta la eficiencia con la regulación del reconocimiento del codón 

de inicio (Ambrosini et al., 2021). ACCAUGG fue la secuencia original definida 

(Kozak, 1986). Cuando se ubica el codón de inicio es importante que se 

mantenga el marco de lectura, un cambio de este podría provocar la 

producción de una proteína distinta o que la proteína no se exprese (Peng et 

al., 2019). 

 

Para la purificación, detección y plegamiento de proteínas recombinantes, la 

presencia de un “tag” ayuda a facilitar el trabajo. Cuando se busca purificar la 

proteína, normalmente, se encuentran fusionados al N o C -terminal de la 

proteína objetiva y permiten su captura generalmente por afinidad. Entre los 

tipos de tags encontramos a las histidinas, péptidos cortos como el FLAG o c-

Myc, dominios de plegamientos de proteínas como el MBP o GST, entre otros. 

Todos presentan ventajas y limitaciones, su funcionamiento dependerá de la 

proteína objetivo y lo que se desee hacer con ella, requiere de prueba y error 

(Wood, 2014). 

 

Cuando hablamos de proteínas recombinantes diseñadas para ser usadas en 

ensayos ELISA, existen tags específicos que tienen afinidad hacia las 

superficies de poliestireno (PS) denominados PS-tags, que mejoran la 

inmovilización de la proteína en la placa. PS23 y PS19 son péptidos que han 

demostrado tener una alta afinidad y resultan efectivos para en el proceso de 
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inmovilización de proteínas en las superficies de PS (Kumada et al., 2006, 

2010). 

 

1.4.5 Ensayos tipo ELISA para diagnostico de anticuerpos contra SARS-CoV-2  

 

El ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas, denominado ELISA por sus 

siglas en inglés, es un ensayo sensible y eficaz para la detección de antígenos 

o anticuerpos por medio de un anticuerpo marcado con una enzima (Lin, 

2015). Actualmente, los cuatro tipos de ELISA que existen son directo, 

indirecto, sánduche y competitivo. Un ELISA indirecto, que es el tipo de 

técnica que se usará, es un proceso que comprende dos pasos. El primero es 

la detección del antígeno, que se encuentra inmovilizado en la placa, a partir 

de su unión con un anticuerpo primario que no está etiquetado; el segundo 

consiste en la detección del anticuerpo primario por un anticuerpo conjugado 

en contra de la especie huésped. Entonces, el antígeno es detectado de 

manera indirecta por el anticuerpo conjugado o “anticuerpo secundario” (Clark 

et al., 1986). 

  

A diferencia de un ensayo genómico que solo mide la exposición cuando el 

virus se encuentra en el tracto respiratorio, el ELISA detecta anticuerpos 

específicos que se desarrollan durante y después de la infección (Zhao et al., 

2020). Es un biomarcador de la inmunidad generada por el individuo. El 

desarrollo de un ensayo ELISA validado, resulta en una herramienta para el 

monitoreo de pacientes que se hayan infectado con SARS-CoV-2, y para 

evaluación de la inmunogenicidad generada por las vacunas (Okba et al., 

2020). Con un ensayo tipo ELISA automatizado se podría llegar a detectar 

medidas cuantitativas de exposición e inmunidad de miles de muestras a 

diario (Roy et al., 2020). 
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CAPÍTULO 2 

2. METODOLOGÍA 

Los procesos y técnicas se realizaron de acuerdo a protocolos establecidos por el 

Laboratorio para Investigaciones Biomédicas. 

 

Figura 2.1 Resumen de la metodología empleada en el proyecto. Elaborado en 

Biorender.com 

 

2.1 Construcción de la proteína recombinate de la espícula de SARS-CoV-2 

2.1.1 Amplificación de región de interés 

Se diseñaron primers específicos de la región deseada de la proteína Spike 

(espícula) que añadieron en ambos extremos regiones de restricción, las cuales 

permiten realizar cortes con enzimas. Se usó como base una muestra positiva para 

SARS-CoV-2 secuenciada. De esta muestra se extrajo el ARN por el método de trizol 

y se sintetizó su ADN complementario (cDNA). Luego se realizó la amplificación 

(PCR) de esta región con los primers diseñados (Figura 2.2) y una polimerasa de 

alta fidelidad (ThermoFisher Scientific), se corrieron las reacciónes por gel  de 



 
 

 
 

9 

agarosa 1% y se cortó el fragmento del tamaño deseado para purificarlo con el Kit 

de Extracción de Gel E.Z.N.A (Omega Bio-tek, Inc).  

  

Figura 2.2 Representación de la amplificación de región seleccionada de la espícula de 

SARS-CoV-2. Elaborado en BioRender.com 

 

2.1.2 Digestión/ligación del inserto purificado y el vector escogido 

Para la clonación se eligió un vector que pueda ser expresado eficientemente en 

células de mamíferos. El vector posee en su estructura una región KozaK, y regiones 

de plegamiento, adhesión a la placa ELISA, una cola de histidinas para su 

purificación y otra para detección (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 Estructura del vector escogido para la clonación de la proteína. Elaborado en 

 BioRender.com 

 

Se digirió la región amplificada y el vector escogido con las enzimas de restricción. 

Para ambas reacciones se corrió por gel de agarosa 1% y se cortaron los fragmentos 

esperados que luego se purificaron con el Kit de Extracción de Gel E.Z.N.A (Omega 

Bio-tek, Inc). Al vector se le desfosforilaron sus extremos con Fosfatasa Alcalina 

Intestinal Bovina “CIAP” (ThermoFisher Scientific) y se volvió a purificar con el Kit de 

Extracción de Gel E.Z.N.A (Omega Bio-tek, Inc). Se procedió a ligar (Figura 2.4) el 

inserto en el vector con la ligasa de ADN T4 (ThermoFisher Scientific). 
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Figura 2.4 Representación de la ligación del la región de la espícula de SARS-CoV-2 en el 

vector escogido. Elaborado en BioRender.com 

 

2.1.3 Transformación y extracción del plásmido de interés 

La reacción de ligación se transformó en bacterias ultracompetentes DH5α y se 

realizó PCR a las colonias obtenidas para determinar cuáles poseían el plásmido 

construido. Luego las colonias de las bacterias positivas se cultivaron en medio 

líquido toda la noche, para extraer el plásmido con el Kit de Miniprep “PureYield 

Plasmid Miniprep System-Promega” (Figura 2.5). Para comprobar y verificar la 

presencia del inserto de interés se realizó nuevamente digestión con las enzimas de 

restricción. 

 

 

Figura 2.5 Representación de tansformación en bacterias ultracompetentes y extracción 

de plásmido conseguido. Elaborado en BioRender.com 
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2.2 Transfección y expresión de la proteína recombinante en células de mamífero 

Para probar la expresión de nuestra proteína, el plásmido obtenido se transfectó 

siguiendo el método de lipofectamina (ThermoFisher Scientific) por suspensión en 

las células de mamíferos crecidas en media DMEM (ThermoFisher Scientific) 

suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS). 3 ug de ADN plasmídico se 

transfectó en 1 millón de células. Los sobrenadantes se cosecharon 168 horas post-

transfección. 

Con el fin de detectar la presencia de la proteína de interés, se realizó SDS-PAGE. 

Previamente, los sobrenadantes fueron tratados con buffer de carga, el cual contiene 

dodecilsulfato sódico (SDS). Los sobrenadantes se corrieron a 150 volteos por 1 hora 

en gel de poliacrilamida al 10%. Luego se transfirieron las proteínas del gel a una 

membrana de PVDF. La membrana se bloqueó toda la noche a 4° C con Tris Buffer 

Salino + 0.1% Tween-20 + 3% BSA (TBS-T BSA). El anticuerpo primario fue 

incubado con TBS-T BSA por 1 hora a 4° C y se procedió a realizar 3 lavados con 

TBS-T. Luego se incubó con el anticuerpo secundario por 1 hora a 4° C y se procedió 

a realizar 3 lavados con TBS-T. Finalmente, a la membrana de PVDF se le quitó el 

exceso de TBS-T y se usó el Kit de Quimioluminiscencia Novex (ThermoFisher 

Scientific) para revelar si la proteína de interés fue expresada por las células (Figura 

2.6). 

  

Figura 2.6 Representación de la transfección del plásmido conseguido en células de 

mamífero y detección de la proteína expresada. Elaborado en BioRender.com 
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2.3 Purificación de proteínas 

Una vez detectada la proteína se procedió a purificar el sobrenadante cosechado 

con las columnas de purificación de histidinas “His SpinTrap - GE Healthcare” (Figura 

2.7). Se realizó SDS PAGE al producto de purificación, se verificó su pureza 

mediante la técnica de tinción por Coomassie Blue. 

  

Figura 2.7 Representación de la purificación de las proteínas por columnas de afinifad a 

histidinas. Elaborado en BioRender.com 

 

2.4 Diseño experimental de ensayos ELISA para la detección de anticuerpos 

contra la espícula de SARS-CoV2: 

 
Un ELISA es un ensayo flexible, gracias a esto su procedimiento se puede adaptar 

a los reactivos y condiciones disponibles en el laboratorio. Para realizar este diseño 

de experimento se hizo una revisión literaria. Se decidió que el mejor ensayo a 

desarrollar es el ELISA indirecto (Figura 2.8). Distintas variables que pueden ser 

modificadas para optimizar el experimento se pusieron a prueba, así se 

estandarizará un protocolo con el fin de que sea reproducible y certero. Se decidió 

hacer pruebas con las concentraciones con las concentraciones del sustrato TMB 

que ayuda a la detección de la proteína y con el ácido sulfúrico para la parar la 

reacción.  
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Figura 2.8 Representación de ensayo ELISA indirecto. Elaborado en BioRender.com  
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CAPÍTULO 3  

3. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

3.1 Clonación del gen que expresa la región de la espícula 

Se logró amplificar la región escogida de la espícula con primers específicos de la 

muestra base. Esta región fue purificada, digerida con enzimas de restricción, y 

ligada en el vector que se escogió. Después de transformar la ligación, se 

escogieron 3 colonias que crecieron en medio selectivo con ampicilina. Se realizó 

una PCR de colonias (Figura 3.1), la cual confirmó la presencia del inserto dentro 

del vector.  El tamaño esperado del inserto era aproximadamente 2400 pares de 

bases. 

 

Figura 3.1 Electroforesis de la PCR de colonias. C1: Colonia 1, C2: Colonia 2, C3: Colonia 3, 

M: Marcador. Las colonias se escogieron de manera aleratorio de la placa donde se sembró la 

transformación. 

 
Se crecieron las 3 colonias en medio líquido selectivo y se extrajo el plásmido a 

partir de la miniprep. Luego, se realizó una digestión con enzimas EcoRI/NheI y se 

hizo electroforesis en gel de agarosa. Se observaron 3 bandas (Figura 3.2), lo que 

coincidió con los sitios de restricción y resultaron ser del tamaño esperado, 

indicando que se logró realizar la construcción del plásmido propuesta.  
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Figura 3.2 Electroforesis de la digestión de comprobación de los plásmido extraídos de 

las colonias seleccionadas. C1: Plásmido de colonia 1, C2: Plásmido de colonia 2, C3: 

Plásmido de colonia 3, M: Marcador. 

 

3.2 Secuenciación del plásmido purificado. 

Una vez purificada la construcción del plásmido, se mandó a sintetizar primers que 

se unieran a diferentes regiones del plásmido y permitieran realizar su 

secuenciación. Se ordenó una secuenciación por el método de Sanger para el 

fragmento de apróximadamente 2400 pares de bases. La secuencia de nucleótidos 

obtenida fue consistente en un 100% con el fragmento que expresa la región de la 

espícula escogida, se realizó un blast en NCBI separando las regiones que se 

agregaron a la proteína (Tabla 3.1 y Figura 3.3). También se logró observar la 

presencia de el péptido de señal, los regiones de restricción, y los tags que permiten 

purificar y detectar. Además, mantuvo el marco abierto de lectura. 
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Tabla 3.1 Secuencias que se alinearon significativamente con el resultado de la 

secuenciación. Resultado de un Blast de nucleótidos en NCBI. Se escogieron las 10 primeras 

secuencias. 
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Figura 3.3 Gráfico que muestra la compatibilidad con las secuencias subidas a la base 

de datos de NCBI. El tono rojo y la franja lisa muestran un 100% de compatibilidad entre los 

nucleótidos. 

 

3.3 Detección de la proteína expresada 

Se transfectó el plásmido purificado y secuenciado en células HEK293. Se recogió 

el sobrenadante y se realizó una lisis celular para extraer las proteínas 

citoplasmáticas de las células que fueron transfectadas. Abriéndonos a la 

posibilidad que la proteína pueda producirse al interior de la célula. Con estas 

muestras se hicieron dos ensayos. En el primer ensayo se utilizó como anticuerpo 

primario un Anti-Flag y un Anti-Mouse como anticuerpo secundario. Esto con el fin 

de detectar la proteína producida, ya que le agregamos un Flag-Tag al final de la 

proteína.  

 

No se logró observar ninguna interacción con el Flag (Figura 3.4). De este resultado 

se podría inferir que la proteína no se está produciendo, o al menos, no de manera 

completa. Debido a que esta región se encuentra al final de la proteína. Por esta 

razón, no fue posible purificarla, ya que la cola de histidinas fue ubicada después 

del Flag-Tag. 
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Figura 3.4 Western Blot para la detección del Flag-Tag al final de la proteína. E1: 

Extracción citoplasmática de la transfección 1, E2: Extracción citoplasmática de la transfección 

2, E3: Extracción citoplasmática de la transfección 3, E4: Extracción citoplasmática de la 

transfección 4, C+: Control positivo, T1: Sobrenadante de la transfección 1, T2: Sobrenadante 

de la transfección 2, T3: Sobrenadante de la transfección 3. 

 
En el segundo ensayo se quería probar si los anticuerpos de un suero positivo 

contra SARS-CoV-2 interaccionaban con las proteínas producidas. Este suero se 

usó como anticuerpo primario, y un Anti-human IgG Fab Specific como anticuerpo 

secundario.   

 

Los resultados indicaron que definitivamente no hubo interacción con el 

sobrenadante de los plásmidos transfectados. Por otro lado, se detecta ligeramente 

la interacción del suero con las cuatro muestras de extracción citoplasmática que 

se probó (Figura 3.5). El tamaño de la proteína detectada está entre los 30 y 40 

kDa. Sin embargo, se esperaba un tamaño aproximado de 70 kDa. Se dedujo que 

el péptido de secreción utilizado no es el adecuado para producir la proteína 

escogida, ya que no se está produciendo de manera externa. Además, aunque se 

la haya logrado producir en la parte citoplasmática, puede que alguna proteasa 

cortara la proteína e impidió que se traduzca como se esperaba, y por esta razón 

no alcanzó el tamaño supuesto. 
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Figura 3.5 Western Blot para observación de la interacción del Suero positivo contra 

SARS-CoV-2 con la proteína producida. E1: Extracción citoplasmática de la transfección 1, 

E2: Extracción citoplasmática de la transfección 2, E3: Extracción citoplasmática de la 

transfección 3, E4: Extracción citoplasmática de la transfección 4, C+: Control positivo, T1: 

Sobrenadante de la transfección 1, T2: Sobrenadante de la transfección 2, T3: Sobrenadante 

de la transfección 3. 

 
 

3.4 Diseño del ensayo ELISA. 

Las guías principales para el diseño de este ensayo fueron: “ELISA Development 

Guide” ( R&D Systems, n.d.), “ELISA technical guide and protocols” (Thermo Fisher 

Scientific, 2010) y “Helpful ELISA Hints” (Bio-Rad, n.d.). 

 

El diseño de este ensayo propone las cantidades y pasos bases a realizar para 

sensibilizar y optimizar el diagnóstico tipo ELISA acorde a la disponibilidad de los 

materiales y reactivos presentes en el laboratorio. De acuerdo a los resultados 

obtenidos, las variables pueden ser modificadas con el fin de mejorar el diagnóstico. 

Se propuso que para el tapizado del antígeno se use PBS, incubándolo toda la 

noche, varios estudios han reportado que funciona con resultados exitosos. Se 
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descartó el uso de Carbonato/Bicarbonato porque implica la obtención de permisos, 

ya que son reactivos regulados.   

Para el bloqueo se propone usar PBS+ 0.05% Tween®-20 + 5% Leche. De 200 a 

300 ul, lo suficiente para que el pocillo quede totalmente cubierto. Esto ayudará a 

disminuir el ruido. 

Se planteó usar un dilución 1:200 del suero en el PBS+ 0.05% Tween®-20 + 5% 

Leche para la primera incubación como punto de partida, debido a que en otros 

ensayos ralizados en el laboratorio ha resultado eficiente para que se detecte una 

interacción con la proteína. 

Para la segunda incubación se sugiere usar una dilución 1:10000 del anticuerpo 

secundario conjugado tomando en cuenta previos ensayos realizados en el 

laboratorio. 

Los lavados deberán realizarse con PBS+ 0.05% Tween®-20. Después de la 

primera incubación como 3 lavados de 5 minutos, y luego de la segunda incubación 

6 lavados de 3 minutos. 

Finalmente, como sustrato se usará TMB, y como sustancia de parada ácido 

sulfúrico 0.18 N. En un ensayo realizado se observó que 50ul de cada uno podría 

resultar suficiente para la detección de los anticuerpos. 

 

3.5 Viabilidad del proyecto. 

Se evidenciaron varios beneficios que ofrece este proyecto: 

• La disminución de los trámites y los condicionamientos que implica la 

importación. 

• La obtención de una independencia para generar la cantidad de diagnósticos 

que se requieran. 

• Se considera económicamente rentable. Un kit ELISA comercial de SARS-

CoV-2 puede llegar a costar apróximadamente $600 y está limitado a 96 

pruebas. 

• Al ser realizado localmente, existe la posibilidad de actualización de la 

proteína de acuerdo diferentes variantes del SARS-CoV-2. 
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• Es tecnológicamente factible porque el Laboratorio para Investigaciones 

Biomédicas cuenta con los equipos e insumos necesarios para realizarlo. 
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CAPÍTULO 4  

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1 Conclusiones 

Con lo resultados obtenidos, y el análisis realizado se concluye lo siguiente: 

  

• La construcción genética que contiene el gen del SARS-CoV-2 que expresa 

la proteína escogida para el inmunodiagnóstico se realizó de manera 

exitosa. La presencia del inserto en el vector por técnicas moleculares en 

el laboratorio fue comprobada. Además, por medio de secuenciación fue 

validada en un 100%. La proteína recombinante producida con esta 

construcción fue detectada por anticuerpos positivos al coronavirus. Sin 

embargo, no tuvo el tamaño esperado, ni se detectó por medio del tag que 

fue añadido. 

 

• El proceso del ensayo tipo ELISA a realizar para la detección de los 

anticuerpos contra la espícula de SARS-CoV-2 fue propuesto. Con esta 

información se puede llevar a cabo un ensayo base, el cual es el punto de 

inicio de las diferentes pruebas que se deben tomar en consideración para 

lograr su optimización. 

 

• La implementación de este diagnóstico tipo ELISA localmente, es un paso 

hacia la soberanía sanitaria que necesita el país. Además, una vez 

efectuado, implica un inicio para futuras investigaciones como la del 

seguimiento de la inmunidad de la población a partir de la vacunación 

contra COVID-19. 

 

• Debido a los problemas de expresión de la región S1, se decidió realizar la 

construcción con la región RBD para verificar su factibilidad de expresión. 

Se logró la expresión de la proteína, y se detectó con suero de personas 

infectadas con SARS-CoV-2. Actualmente, esta proteína es la base del 
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ELISA que se está desarrollando para la detección de anticuerpos 

neutralizantes contra el virus. 

 

4.2 Recomendaciones 

• Se recomienda probar con diferentes péptidos de señal para la expresión de la 

proteína. Esta puede ser la causa por la que no se está expresando la proteína 

correctamente. 

• Se sugiere darle seguimiento a este proyecto porque es de suma importancia para 

el país, y nos va a permitir estar preparados para diagnosticar futuras variantes. 

Incluso diagnosticar otras enfermedades. 
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