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RESUMEN 

En Ecuador existe dependencia extranjera de herramientas biotecnológicas y recursos 

para realizar diagnósticos moleculares. Esto provoca la inflación de los precios, así 

como períodos de escasez antes brotes epidémicos, epidemias o pandemias. El 

objetivo de este proyecto es desarrollar una prueba ELISA para la detección de 

anticuerpos contra SARS-CoV-2 con tecnología local. Se busca demostrar que la 

elaboración de pruebas para diagnóstico molecular de manera soberana e 

independiente es posible en nuestro país.  

El antígeno RBD utilizado en la prueba se obtuvo a partir de una proteína recombinante 

denominada RBD-RS-Fc producida localmente. La digestión y purificación del 

antígeno se confirmó por medio de SDS-PAGE y su tinción en Coomassie Blue.  

En la prueba ELISA, se detectaron valores de absorbancia proporcionales a la cantidad 

de antígeno utilizado en la sensibilización de los pocillos y mayores a los obtenidos 

con el control negativo.  

El diseño propuesto de la prueba ELISA funciona como se esperaba. Los resultados 

indican que si existe interacción entre el antígeno RBD producido con tecnología local 

y los anticuerpos del paciente. Se debe optimizar la producción de cantidades mayores 

de RBD para proceder con la estandarización de la prueba ELISA.  

   

Palabras Clave: Soberanía, prueba ELISA, COVID-19, biotecnología.  
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ABSTRACT 

In Ecuador, there is foreign dependence on biotechnological tools and resources for 

molecular diagnostics. This causes price inflation, as well as periods of shortage before 

epidemiological outbreaks, epidemics, or pandemics. The objective of this project is to 

develop an ELISA test for the detection of antibodies against SARS-CoV-2 using local 

technology. The aim is to demonstrate that the development of tests for molecular 

diagnosis in a sovereign and independent manner is possible in our country.  

The RBD antigen used in the test was obtained from a recombinant protein called RBD-

RS-Fc produced locally. The digestion and purification of the antigen was confirmed by 

SDS-PAGE and Coomassie Blue staining.  

In the ELISA test, absorbance values proportional to the amount of antigen used in the 

coating of the wells and higher than those obtained with the negative control were 

detected.  

The proposed ELISA design works as expected. The results indicate that there is 

interaction between the RBD antigen produced with local technology and the patient's 

antibodies. The production of larger amounts of RBD should be optimized to proceed 

with the standardization of the ELISA.  

 

Keywords: Sovereignty, ELISA test, COVID-19, biotechnology. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Descripción del problema  

El sector de salud pública del país depende de la importación de pruebas de 

diagnóstico comerciales y su disponibilidad en países extranjeros. La importación 

implica trámites económicos y legales que dificultan la logística de la compra. El 

acceso restringido a los kits comerciales provoca que exista escasez local; 

especialmente cuando incrementa su demanda tras sucesos epidemiológicos como 

brotes, epidemias o pandemias. En Ecuador, la falta de soberanía local en la 

producción de kits para diagnóstico molecular afecta al sector de la salud y de la 

investigación.  En el sector de la salud se refleja en un sinnúmero de problemas 

relacionados al control epidemiológico de la enfermedad y al acceso limitado que 

existe para la población en general. En el área de la investigación existen 

limitaciones para evaluar la respuesta inmune con respecto a los patógenos o 

vacunas que se desean estudiar. Los kits comerciales requieren temperaturas y 

condiciones determinadas previamente por el fabricante para mantener su 

integridad. El comprador no siempre tiene acceso a controlar y conocer si dichas 

condiciones se cumplen en las diferentes etapas del proceso de importación. En 

las pruebas ELISA, los posibles daños se verían reflejados en la desnaturalización 

de la proteína con la que están cubiertos los pocillos o en la degradación de los 

reactivos disponibles en el kit. En ambos casos la sensibilidad de la prueba podría 

disminuir significativamente, dando paso a la obtención de resultados poco 

confiables.  

 

1.2 Justificación del problema  

Implementar la soberanía biotecnológica dentro del país, produciendo kits de 

diagnóstico molecular, es una vía para impulsar el desarrollo tecnológico e 

intelectual, así como la innovación y el crecimiento económico. La producción de 

tests ELISA locales es un paso para erradicar la dependencia de recursos 

extranjeros que existe en el país. Evitar los inconvenientes de logística ligados a la 

importación disminuiría los costos de adquisición y aumentaría la fiabilidad de los 
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resultados obtenidos con la prueba. El desarrollo y comercialización de una prueba 

ELISA de bajo costo de producción dentro del país permitiría que los laboratorios y 

las personas tengan mayor acceso a un diagnóstico barato, de manera que se 

podría llevar un control epidemiológico más confiable y certero. La Academia 

también obtendría beneficios y la oportunidad de ir a la par con la comunidad 

internacional. Las investigaciones que se podrían llevar a cabo están relacionadas 

a la evaluación de la respuesta inmune de la población a diferentes variantes de un 

virus. Adicionalmente, sería posible estandarizar las dosis requeridas de cierta 

vacuna para lograr la inmunización y conocer su duración. 

 

1.3 Objetivos 

1.3.1 Objetivo General 

Diseñar una prueba ELISA con tecnología local para la detección de anticuerpos 

contra la proteína de la espícula del SARS-CoV-2 aplicando herramientas de 

biología molecular. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos  

1. Implementar protocolo de producción y purificación de proteínas recombinantes 

para la sensibilización en placas de microtitulación. 

2. Evaluar el diseño propuesto para la prueba ELISA utilizando sueros positivos para 

anticuerpos contra SARS-CoV-2.  

 

1.4 Marco teórico 

1.4.1 Pandemia por COVID-19:   

El COVID-19 es una enfermedad provocada por el betacoronavirus SARS-CoV-2 

que afecta fundamentalmente al sistema respiratorio y se transmite por medio de 

gotas y aerosoles (Figura 1.1 Paciente con COVID-19 expulsando gotículas 

respiratorias con potencial infeccioso. ) (Banerjee et al., 2021; Lamers & 

Haagmans, 2022); además, se desconoce con certeza su origen, pero se 

especula que es zoonótico (Lin et al., 2022). La tasa de mortalidad del COVID-19 

en casos confirmados es de 6,6%, es decir, menor a la de enfermedades 
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causadas por otros coronavirus como el MERS-CoV y el SARS-CoV cuyas tasas 

son del 34,3% y 9,6%, respectivamente (Toyoshima et al., 2020). No obstante, ha 

sido responsable del colapso de los sistemas sanitarios alrededor del mundo 

debido a la alta transmisibilidad y virulencia de las distintas variantes del SARS-

CoV-2 (Chen et al., 2022; WHO, 2022). 

 

 

Figura 1.1 Paciente con COVID-19 expulsando gotículas respiratorias con potencial 

infeccioso. Adaptado de "Tos (adulto, con spray)", por BioRender.com (2022). Obtenido 

de https://app.biorender.com/biorender-templates 

 

1.4.2 Diagnóstico de COVID-19  

El diagnóstico del COVID-19 se realiza principalmente por medio de la detección 

del material genético del SARS-CoV-2 en muestras de hisopado nasofaríngeo u 

orofaríngeo por medio de RT-PCR (Achá Alarcón et al., 2022; Frumence et al., 

2021; Villafañe et al., 2022). Las pruebas por RT-PCR pueden detectar la 

presencia del virus incluso en la etapa de incubación debido a su sensibilidad 

(Villafañe et al., 2022). Las pruebas rápidas para detección de antígenos suelen 

ser utilizadas para obtener resultados de manera fácil, rápida y económica (Achá 

Alarcón et al., 2022), pero al ser una prueba dependiente de la carga viral es 

probable obtener resultados falsos-negativos en las primeras instancias de la 

infección (Achá Alarcón et al., 2022; Amer et al., 2021). Una alternativa de menor 

costo, pero menos sensible dado que depende de la respuesta inmune del 

paciente, es la detección de anticuerpos a partir de muestras de sangre o suero 

(Villafañe et al., 2022). La presencia de anticuerpos usualmente se evalúa por 
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medio de una prueba de enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA, por sus 

siglas en inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Achá Alarcón et al., 

2022; Frumence et al., 2021; Ibrahim et al., 2021; Villafañe et al., 2022).  

 

1.4.3 Serología relacionada al SARS-CoV-2  

La detección de anticuerpos permite llevar un registro epidemiológico de quiénes 

han contraído el virus o han sido vacunados (Christensen et al., 2022; Sekirov et 

al., 2021). Las pruebas serológicas permiten inferir si el sistema inmunológico de 

la persona está preparado para reconocer las partículas virales ante una nueva 

exposición (Shi & Ren, 2021). Cuantificar anticuerpos neutralizantes (nAb) es 

indispensable en el desarrollo de vacunas y la estimación del riesgo de re-

infección (Hønge et al., 2022; Shi & Ren, 2021). Los nAb son los responsables de 

la inmunidad protectora debido a que se unen al patógeno de manera que inhiben 

su replicación y bloquean su infección (Figura 1.2) (Payne, 2017). La efectividad 

con la cual se detiene la replicación viral se relaciona directamente con la tasa de 

unión de los anticuerpos a epítopos neutralizantes y, en ocasiones, puede 

incrementar por la presencia de anticuerpos no-neutralizantes (Neurath, 2008). 

 

La FDA ha aprobado alrededor de 100 pruebas ELISA comerciales para la 

detección de Ab contra SARS-CoV-2 para uso clínico, las cuales están diseñadas 

en su mayoría para detectar anticuerpos contra la nucleocápside (Anti-N) o contra 

la proteína de la espícula (Anti-S) (Christensen et al., 2022; Shi & Ren, 2021). 

Ambas son proteínas estructurales del SARS-CoV-2 junto a la proteína de 

membrana (M) y la proteína de la envoltura (E) (Christensen et al., 2022; 

Frumence et al., 2021; Ma et al., 2022; Shi & Ren, 2021). La nucleocápside es 

considerada la proteína con mayor inmunogenicidad debido a que es altamente 

expresada durante la infección (Bylicki et al., 2021; Hoste et al., 2020). La proteína 

de la espícula contiene la región de unión al receptor (RBD, por sus siglas en 

inglés) y ha sido la base de la mayoría de las vacunas contra el COVID-19 (Chen 

et al., 2022; Datta et al., 2021). El RBD se une a la enzima convertidora de 

angiotensina 2 (ACE-II) del huésped permitiendo la entrada del virus a la célula 

(Figura 1.3), por ello se considera que posee varios epítopos neutralizantes (Datta 
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et al., 2021; Zanella et al., 2022). Los ensayos serológicos Anti-N se suelen 

realizar para conocer si el paciente ha sido infectado por el SARS-CoV-2 

(Christensen et al., 2022), pero aquellos Anti-S también están direccionados a 

estudios como la evaluación de la efectividad de las vacunas ante nuevas 

variantes y la estimación de cuánto dura la inmunidad adquirida tras la infección o 

vacunación (Chen et al., 2022; Christensen et al., 2022; Datta et al., 2021). 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 Representación gráfica de la neutralización del SARS-CoV-2. nAb: 

Anticuerpos Neutralizantes. Adaptado de "SARS-CoV-2 (virus del COVID-19) 3D", por 

BioRender.com (2022). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-templates 
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Figura 1.3 Unión del RBD del SARS-CoV-2 al ACE-II de la célula huésped. Adaptado de 

"Unión del SARS-CoV-2 al receptor ACE2 2” por BioRender.com (2022). Obtenido de 

https://app.biorender.com/biorender-templates 

 

 

1.4.4 Desarrollo de pruebas ELISA 

Los ensayos ELISA son una herramienta útil y popular para la detección de 

anticuerpos, antígenos u otras moléculas gracias a su bajo costo y su alta 

sensibilidad (Büyükköroğlu & Şenel, 2018; Pettipher et al., 2004; Shrivastava et 

al., 2022; Sykes & Rankin, 2014; Vieira et al., 2015). Estas pruebas se basan en 

reconocer determinada molécula utilizando un anticuerpo ligado a una enzima 

capaz de producir una señal colorimétrica o fluorescente (Büyükköroğlu & Şenel, 

2018). La técnica se puede realizar de manera directa, indirecta, tipo “sandwich” 

o competitiva, dependiendo del modo en que se una el anticuerpo de detección a 

la molécula que reconoce (Figura 1.4) (Büyükköroğlu & Şenel, 2018).  
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Las pruebas ELISA se desarrollan en una placa de microtitulación, cuyo material 

suele ser poliestireno, polivinilo, dextrano o poliacrilamida y se caracteriza por 

permitir la adsorción física (adherencia) del anticuerpo o antígeno que se desea 

que cubra el pocillo (Büyükköroğlu & Şenel, 2018; Lai et al., 2017). La proteína de 

recubrimiento requiere un medio adecuado en pH y sales para lograr que su 

adherencia sea estable (Craig et al., 1989), lo cual es importante si se desea 

elaborar una prueba serológica altamente sensible. La especificidad y sensibilidad 

de un ensayo ELISA depende básicamente de la cantidad de proteínas dispuestas 

a capturar la molécula de interés disponibles en la superficie sólida, la afinidad de 

los anticuerpos utilizados en las incubaciones, el sustrato de la inmunoperoxidasa 

y la capacidad de lectura del espectrofotómetro (Büyükköroğlu & Şenel, 2018; 

Pettipher et al., 2004; Sykes & Rankin, 2014).  

 

 

Figura 1.4 Tipos de pruebas ELISA. Adaptado de "Resumen ELISA” por BioRender.com 

(2022). Obtenido de https://app.biorender.com/biorender-templates 

 

https://app.biorender.com/biorender-templates
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1.4.5 Análisis de datos de las pruebas ELISA   

Los datos obtenidos de luego de realizar la lectura de una prueba ELISA se 

pueden analizar de manera cualitativa, para determinar presencia o ausencia, o 

cuantitativa si el estudio es más específico y se desea conocer la cantidad de 

antígenos o anticuerpos presentes en la muestra (Pettipher et al., 2004). En un 

análisis cuantitativo, se requiere establecer una curva estándar y un umbral (cut-

off) con muestras cuyas concentraciones pueden ser conocidas o no (Kadam et 

al., 2019; Krähling et al., 2021). Si las concentraciones son desconocidas, se 

procede a asignar valores arbitrarios que servirán como referencia al momento de 

emitir los resultados (Krähling et al., 2021). 

 

La curva estándar se obtiene al procesar los datos de varias diluciones seriadas 

de una muestra concentrada positiva para la proteína cuya presencia se está 

evaluando (Aydin, 2015). Es recomendable probar con varios modelos y escoger 

el que mejor se ajuste al comportamiento de los datos basándose en el mayor 

coeficiente de determinación (R2) (Nummer et al., 2018). En el caso de las pruebas 

ELISA, los modelos que mejor se ajustan suelen ser los logarítmicos de 4 o 5 

parámetros (4PL o 5PL, respectivamente) (Bursa et al., 2020; Cumberland et al., 

2015; Krähling et al., 2021). Los modelos 4PL y 5PL son funciones sigmoideas 

(Cumberland et al., 2015), por lo cual es fundamental tener en cuenta que se debe 

trabajar con la región lineal de la curva que se genere, es decir, si una muestra 

posee un valor fuera del rango lineal se debe diluir para estimar su resultado real, 

caso contrario el valor obtenido no es fiable (Aydin, 2015).  

 

El cut-off es un valor que se establece al analizar un determinado número de 

muestras cuyo diagnóstico es negativo para la proteína que se desea detectar 

(Lardeux et al., 2016; Olsen et al., 2022). El valor es el resultado obtenido de la 

suma del promedio de dichas muestras más tres desviaciones estándar (Gupta et 

al., 2016; Lardeux et al., 2016; Sahu et al., 2022). Determinar un cut-off es 

relevante para descartar el ruido de fondo o background provocado por la 

reactividad cruzada (Sahu et al., 2022); así se consigue aumentar la sensibilidad 

y especificidad de la prueba evitando resultados falsos-positivos o falsos-
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negativos (Olsen et al., 2022). Este valor se puede interpretar en términos de la 

densidad óptica, la concentración si se conoce o, caso contrario, de las unidades 

arbitrarias establecidas (Olsen et al., 2022; Sahu et al., 2022; Salgadu et al., 2022). 
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CAPÍTULO 2 

2. METODOLOGÍA 

El desarrollo de las pruebas ELISA para la detección de anticuerpos contra SARS-

CoV-2 se puede resumir en cuatro etapas (Figura 2.1):  

 

 

Figura 2.1 Esquema de la metodología utilizada y sus etapas. Elaborado en 

biorender.com y PowerPoint.  

 

Es importante enfatizar que en este proyecto se trabajó directamente con la proteína 

recombinante, la cual fue previamente producida en cultivo celular y purificada por 

personal del Laboratorio para Investigaciones Biomédicas. Por ello la metodología 

aplicada fue a partir de la segunda etapa.  

 

2.1 Digestión de la proteína recombinante y purificación del antígeno 

2.1.1 Digestión con la proteasa  

Se realizó la digestión en solución de la proteína RBD-RS-Fc con una proteasa 

unida a un GST-Tag. En la reacción de digestión se utilizó un buffer de escisión 

(1X Cleavage buffer; 50 mM Tris, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA), 1 mM DTT y se 

completa el volumen final con agua ultrapura para mantener las concentraciones 
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finales óptimas para los reactivos.  Las digestiones se realizaron toda la noche a 

4°C y se detuvieron al comenzar sus respectivas purificaciones.  

 

2.1.2 Purificación con perlas magnéticas de proteína A  

La reacción de digestión de las proteínas se purificó con perlas magnéticas de 

proteína A (Pierce™ Protein A Magnetic Beads; ThermoScientific, USA). Se 

lavaron 50 uL de perlas magnéticas dos veces, la primera con 150 uL y la segunda 

con 1 mL de buffer de unión y lavado (BWB: Binding Wash Buffer; 20X TBS-T: 

400 mM Tris, 3 M NaCl, 0.05% Tween 20). La muestra, es decir, la reacción de 

digestión se preparó el BWB de acuerdo con las indicaciones del protocolo (Figura 

2.2). Se colectó y guardó el sobrenadante para realizar su purificación con 

columnas de GST. Luego se realizaron dos lavados con 500 µL de BWB, se eluyó 

y neutralizó con 100 µL de 0.1 M Glicina (pH 2) y 15 µL de 1 M Tris (pH 8.5), 

respectivamente.  

 

 

Figura 2.2 Esquema gráfico de la purificación de la reacción de digestión con las perlas 

magnéticas de proteína A. Elaborado en biorender.com 

 

2.1.3 Purificación con columnas de GST  

Se preparó la columna incubándola a TA por 10 min, luego se removió el buffer 

de almacenamiento (storage buffer) y posteriormente se añadieron 400 uL de E/W 
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para lavarla. Se purificó el sobrenadante del paso de unión de la purificación con 

perlas magnéticas de proteína A utilizando columnas para purificación de 

proteínas etiquetadas con GST (Pierce® GST Spin Purification Kit; 

ThermoScientific, USA) como se muestra en el esquema de la Figura 2.3. El 

sobrenadante se preparó con el buffer de lavado proporcionado en el kit 

(Equilibration Wash Buffer – E/W; PBS) antes del paso de unión a la columna. Se 

realizaron tres lavados con 400 uL de E/W y finalmente se realizó la elución en 

tres periodos de centrifugación, en cada uno se agregaron 200 uL de buffer de 

elución. El buffer de elución es 1X glutatión, la cual se prepara con E/W a partir 

de un stock de 10X glutatión. En todos los pasos se centrifugó a 700xg por 2 a 

TA.  

 

 

Figura 2.3 Esquema gráfico de la purificación en columnas de GST del sobrenadante del 

paso de unión de la purificación con las perlas magnéticas de proteína A. Elaborado en 

biorender.com 
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2.1.4 Purificación por cromatografía de afinidad en columnas con proteína A 

inmovilizada 

La muestra digerida se purificó por cromatografía de afinidad en columnas de 

proteína A (Pierce® Protein A Columns; ThermoScientific, USA). Se realizó la 

dilución del sobrenadante con el buffer de unión (BB: Binding Buffer; PBS: 0.1 M 

Fosfato de Sodio, 0.15 M cloruro de sodio) en una relación 1:2. Luego de la unión 

de las proteínas a la resina, se realizaron lavados con 15 mL de BB. La elución se 

hizo pasando 5 mL de buffer de elución (0.1 M Glicina, pH 2) por la columna y 

neutralizando su efecto con 500 µL de 1 M Tris (pH 8.5). Se colectaron y guardaron 

a -80°C los flujos (flow-throughs) de cada paso.  

 

2.1.5 Concentración de proteínas y cambio de medio 

Se utilizaron los concentradores Thermo Scientific™ PES Pierce™, MWCO de 10 

K para reducir el volumen del medio en que se encontraban las proteínas o, en su 

defecto, cambiar el medio. Se realizaron centrifugaciones a 2000xg y a 4°C hasta 

que obtener el volumen deseado.  

 

2.2 Inmunoensayos de comprobación 

2.2.1 SDS-PAGE 

Se realizó la electroforesis en gel de poliacrilamida de las muestras obtenidas 

luego de las purificaciones. Los geles de poliacrilamida se prepararon con un gel 

separador (running gel) de 12% y un gel concentrador (stacking gel) de 4%. Las 

muestras se trataron con dodecilsulfato sódico (SDS) para que su carga sea 

negativa. El tratamiento con SDS se realizó colocando 23 uL de muestra con 7 uL 

de 4X buffer de carga (200mM Tris-HCl (pH 6.8), 8% SDS, 0.4% Bromophenol 

Blue, 40% Glycerol) y calentando la solución a 90°C por 10 min. La electroforesis 

se realizó a 150 V durante aproximadamente 1h30min o hasta que se observaba 

que la línea guía desaparecía. 
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2.2.2 Tinción en Coomassie Blue  

La tinción en Coomassie blue se realizó para determinar la pureza de las 

muestras. Los geles de acrilamida destinados a este proceso se incubaron en la 

solución de tinción (0.25% Coomassie Blue R250; 40% Metanol; 7% Ácido Acético 

Glacial) a temperatura ambiente (TA) durante aproximadamente 16-18 horas. El 

desteñido del gel se realizó utilizando una solución de 40% metanol y 10% de 

ácido acético.  

  

2.2.3 Western Blots 

Los ensayos de Western Blot se realizaron con el objeto de confirmar que las 

proteínas obtenidas son las de interés y determinar sus tamaños experimentales 

antes y después de la purificación y digestión. La transferencia de las proteínas 

se realizó a 30 V durante 1h. Se utilizaron membranas de PVDF, las cuales se 

prepararon en metanol y se equilibraron en buffer de transferencia. El paso de 

bloqueo se realizó durante 16-18 horas a 4°C con un buffer de bloqueo (TBS-T + 

Leche: Buffer Salino de Tris, 0.1% Tween 20, 5% Leche TRU descremada). En 

los ensayos para la detección de la región Fc se realizó sólo una incubación con 

el anticuerpo Anti-Human IgG (específico para la cadena Gamma) conjugado con 

la enzima HRP (Horse-radish peroxidase). Para la detección del RBD se 

realizaron dos incubaciones, la primera con Anti-HA y la segunda con el Anti-

Mouse IgG conjugado a la HRP. Luego de cada incubación se lavó la membrana 

3 veces durante 5 minutos con TBS-T (Buffer Salino de Tris, 0.1% Tween 20). 

Para la lectura, se utilizó el kit de Quimioluminiscencia Novex (ThermoScientific, 

USA).  

 

2.3 Prueba ELISA 

La sensibilización de las placas ELISA se realizó incubando el antígeno RBD en 

una placa de microtitulación durante 18 horas a 4°C. El bloqueo se realizó por 2 

horas a temperatura ambiente (TA) en una solución de PBS + 0.05% Tween 20 + 

5% de leche TRU descremada. La primera incubación de anticuerpos se realizó 

por 2 horas a TA con una dilución 1/1000 de un suero humano en una solución de 



 

 

15 

 

PBS-T-L (PBS, 0.05% Tween 20, 0.5% de leche TRU descremada). En la segunda 

incubación se utilizó el anticuerpo Anti-Human IgG (específico para la región Fab) 

conjugado con HRP en una dilución 1/10000 en la solución PBS-T-L. Se utilizó 

TMB como sustrato. Se agregaron 50 µL de TMB y se incubó por 10 min en la 

oscuridad a TA. Se detuvo la reacción agregando 50 µL de 0.18 M H2SO4 y se 

leyó la placa a 450 nm de manera inmediata.  

 

 

 

CAPÍTULO 3  

3. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

3.1 Obtención de la proteína recombinante  

La proteína recombinante purificada por el personal del laboratorio a partir del 

sobrenadante de transfección tuvo una concentración de 98.86 ng/uL. Este valor se 

utilizó para realizar los cálculos pertinentes para la digestión con la proteasa. Se 

estimó que el tamaño de la proteína recombinante es de 159 kDa. Se descartó la 

presencia de proteínas inespecíficas luego de realizar el SDS-PAGE y la tinción en 

Coomassie Blue de la proteína purificada, pues sólo se observó una banda del 

tamaño esperado (Figura 3.1). En los ensayos de Western Blot se utilizó la muestra 

de la proteína recombinante como control positivo y se confirmó su estructura, pues 

se pudo visualizar tanto en el inmunoensayo indirecto con el Anti-HA y el Anti-

Mouse como en el directo, en el que sólo se utilizó el Anti-Human (Figura 3.2).  
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Figura 3.1 Tinción en Coomassie Blue de la proteína recombinante. M: Marcador 

molecular. 1: Proteína recombinante RBD-RS-Fc purificada luego de la transfección.  

 

 

 

Figura 3.2 Western Blot de la proteína recombinante. a) Incubación con Anti-HA y Anti-

Mouse. b) Incubación con el Anti-Human IgG (específico para la cadena Gamma). M: Marcador 

molecular. 1: Proteína recombinante RBD-RS-Fc purificada luego de la transfección (159 kDa). 

2: Proteína no digerida (53 kDa) / Región Fc (26 kDa) (Elución de la purificación con perlas 
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magnéticas de proteína A). 3: RBD (27 kDa) (Flow-through del paso de unión de la purificación 

con GST), 

 

3.2 Obtención del antígeno RBD  

3.2.1 Obtención del RBD para las pruebas ELISA 

En el ensayo para obtener el antígeno viral para la prueba ELISA se realizó la 

digestión de 30 ug de la proteína recombinante RBD-RS-Fc y su purificación por 

perlas magnéticas de proteína A y luego en columnas de GST. Al realizar la tinción 

en Coomassie Blue se pudo observar la proteasa obtenida en la elución de la 

purificación por GST, pero no se visualizó la presencia del RBD ni de la región Fc 

o proteína no digerida (Figura 3.3). La presencia de la proteasa indica que las 

purificaciones si funcionaron, por ello se procedió a concentrar la región RBD y a 

cambiar el medio a 1X DPBS. El volumen inicial del flow-through obtenido de la 

purificación por GST en que se encuentra el RBD purificado fue de 3 mL. Se 

realizó su concentración y se agregaron 9 mL de 1X DPBS, se concentró hasta 

que el volumen se redujo a ~200 uL y luego se realizó su SDS-PAGE y tinción en 

Coomassie Blue. Fue posible visualizar las bandas del tamaño esperado del RBD 

(27 kDa), las cuales indican que la proteína está presente (Figura 3.4).  

 

 

Figura 3.3 Tinción en Coomassie Blue de las proteínas obtenidas luego de purificar la 

digestión de la proteína recombinante RBD-RS-Fc. 1: Proteína no digerida (53 kDa) / Región 
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Fc (26 kDa) (Elución de la purificación con perlas magnéticas de proteína A), 2-3: RBD (27 

kDa) (Flow-through del paso de unión de la purificación con GST), 4: Proteasa (46 kDa) 

(Elución de la purificación con GST), M: Marcador, B: Blank 

 

 

Figura 3.4 Tinción en Coomassie Blue del antígeno concentrado en medio DPBS 1X. 1: 

Proteasa (46 kDa) (Elución de la purificación con GST) 2-3: RBD (27 kDa) (Flow-through del 

paso de unión de la purificación con GST), M: Marcador, B: Blank 

 

 

3.3 Diseño y evaluación de la prueba ELISA  

El diseño propuesto para la prueba ELISA consiste en recubrir un pocillo de una 

placa de microtitulación con la proteína RBD, posteriormente realizar la primera 

incubación con el suero del paciente positivo para anticuerpos contra la proteína 

Espícula del SARS-CoV-2 y luego añadir el anticuerpo secundario (Anti-Human IgG 

específico para la región Fab) (Figura 3.5). Se realizó la evaluación de esta 

propuesta utilizando el RBD obtenido. Se cambió el medio del RBD a 1X DPBS y 

luego a buffer carbonato/bicarbonato utilizando los concentradores PES de MWCO 

10K. Tras el cambio de medio a buffer carbonato/bicarbonato, la concentración de 

la proteína disminuyó a 50 ng/uL en un volumen de ~200 uL. Se realizó la 

sensibilización por duplicado con diferentes cantidades de RBD: 100, 500 y 1000 

ng y se mantuvieron las mismas condiciones descritas en la metodología. El control 
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negativo se realizó en pocillos con 1000 ng de RBD utilizando buffer PBS-T-L en la 

primera incubación. La lectura de la prueba ELISA aumenta de manera proporcional 

a la cantidad de RBD que se imprimió en el pocillo y, en los tres casos, se obtuvo 

un OD mayor que en el control negativo (Tabla 1, Figura 3.6). Esto indica que los 

valores de OD obtenidos se deben a que los anticuerpos presentes en el suero 

interaccionaron con el RBD del pocillo. 

 

 

Figura 3.5 Pocillo de una placa de microtitulación con el diseño propuesto de la prueba 

ELISA. Adaptado de "ELISA indirecta", por BioRender.com (2022). Obtenido de 

https://app.biorender.com/biorender-templates 

 

Tabla 1 Resultados obtenidos en la prueba ELISA.  

 

 

 

 

 

 

 

Cantidad de RBD (ng) utilizada en 

la sensibilización  

Lectura a 450 nm 

OD1 OD2 

100 0,293 0,301 

500 0,511 0,547 

1000 0,691 0,622 

1000 0,053 0,051 
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Figura 3.6 Gráfico de barras de los resultados obtenidos en la prueba ELISA. 

 

3.4 Ensayos para la producción de grandes cantidades de RBD 

Se realizó la digestión de 177.94 ug de RBD-RS-Fc para obtener una mayor 

cantidad RBD y realizar las pruebas para estandarizar y validar la prueba ELISA. 

Se propuso una modificación en la metodología aplicada previamente. En lugar de 

purificar la digestión por perlas magnéticas de proteína A se decidió purificar en las 

columnas cromatografía proteína A y, en seguida, purificar el flow-through que 

contiene el RBD y la proteasa por columnas de GST. En los ensayos de Western 

Blot realizados, tanto en el directo con el Anti-Human como en el indirecto con el 

Anti-HA y el Anti-Mouse, sólo se pudo detectar a la proteína recombinante utilizada 

como control positivo, pero las regiones RBD y Fc digeridas y purificadas no se 

lograron observar (Figura 3.2).  

 

Debido a que en el ensayo anterior se había realizado la purificación de GST 

inmediatamente, no se pudo identificar qué ocurrió con la proteína. Se decidió 

realizar el proceso paso a paso, es decir, purificar por columnas de proteína A, 

verificar la presencia de las proteínas mediante SDS-PAGE y su tinción en 

Coomassie Blue y, dependiendo de los resultados, purificar por columnas de GST. 

Se realizó la digestión de 30 ug de proteína recombinante. Se recolectaron los flow-

throughs de todos los pasos, pero en el paso del lavado la colección fue de 3 mL 

en 3 mL. Las fracciones se enumeraron del 1 al 5 con respecto al orden en que se 
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recolectaron. Guardar el flow-through del paso de lavado por fracciones permitiría 

determinar si las proteínas estaban siendo retenidas y por ello no se lograron 

detectar. Se tiñeron las muestras en coomassie blue, pero tampoco se lograron 

visualizar las bandas esperadas (Figura 3.7). Finalmente, se optó por concentrar 

todos los flow-throughs recolectados y teñirlos en coomassie blue para descartar 

que no se hayan visualizado las proteínas a causa de que estén tan diluidas que 

se encuentren fuera del límite de detección. Se concentraron todas las fracciones 

colectadas del lavado juntas. Se realizó la tinción de las muestras concentradas y 

el contenido filtrado, pero tampoco se observaron las bandas de interés (Figura 

3.8). 

 

Figura 3.7 SDS-PAGE de los flow-throughs obtenidos tras la purificación en columnas de 

Proteína A. 1: RBD-RS-Fc (53 kDa), 2: Fracción 5, 3: Fracción 4; 4: Fracción 3, 5: Fracción 2, 

6: Fracción 1. 7: RBD (27kDa) / Protesa (46 kDa) (Flow-through del binding step), 8: Región Fc 

(26 kDa), Proteína no digerida (53 kDa) (Elución). 
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Figura 3.8 SDS-PAGE de los flow-throughs obtenidos de la purificación en columnas de 

proteína A concentrados y su contenido filtrado. 1 y 8: 10 ug BSA (Control), 2: Blank, 3: 

Elución (concentrada); 4: Elución (filtrado); 5: Binding (concentrado), 6: Binding-Washings 

(filtrado), 7: Lavados (concentrado), M: Marcador.  
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CAPÍTULO 4  

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES  

4.1 Conclusiones  

Con base a los resultados obtenidos y el análisis realizado al respecto, es posible concluir 

lo siguiente:  

• Se implementó un protocolo de producción y purificación para la proteína 

recombinante RBD-RS-Fc y la obtención del antígeno RBD a partir de ella. 

Los inmunoensayos realizados luego de la digestión y purificación del RBD-

RS-Fc muestran que la estructura y el tamaño de las proteínas y la proteasa 

eran los esperados.  

• Se realizó la evaluación del diseño propuesto para la prueba ELISA 

utilizando un suero positivo para anticuerpos contra SARS-CoV-2. Los 

valores obtenidos al realizar la lectura de la placa indican que los anticuerpos 

del paciente y el RBD adherido al pocillo sí interaccionaron. 

• Se debe optimizar la digestión y purificación de cantidades mayores de 

proteína recombinante para estudiar la interacción del RBD con muestras 

positivas y negativas para anticuerpos contra SARS-CoV-2.  

 

4.2 Recomendaciones 

• Se sugiere realizar pruebas en placas de microtitulación pre-tratadas cuya 

capacidad de adsorción sea mayor para facilitar la fijación de proteínas 

pequeñas como alternativa para incrementar la sensibilidad de la prueba.  

• Se recomienda cuantificar las proteínas antes y después de utilizar los 

concentradores para calcular el porcentaje de pérdida.  

• Se aconseja recolectar la elución de la proteína recombinante purificada a 

partir del sobrenadante de transfección en fracciones de 1 mL. Así se podría 

determinar hasta qué punto se obtiene proteína y evitar que se diluya.  

• Se sugiere emplear muestras cuya concentración sea igual o mayor a 100 

ng/uL. Esto podría ayudar a disminuir el porcentaje de pérdida al utilizar los 



 

 

24 

 

concentradores y evitar que la concentración final del RBD, luego de la 

digestión de la proteína recombinante y sus respectivas purificaciones, esté 

por debajo de los límites de detección.  

• Se recomienda evaluar el diseño ELISA propuesto con proteínas que posean 

modificaciones estructurales que promuevan la formación de dímeros o 

trímeros del RBD, de manera que se podría obtener un antígeno más estable 

cuya interacción con los anticuerpos Anti-RBD sea mayor.  

• Se sugiere estandarizar un protocolo que permita obtener mayores 

cantidades de RBD, así se podrían realizar ensayos para determinar la 

cantidad óptima de proteína que se debe imprimir en las placas. 

• Se deben ejecutar ensayos con sueros positivos y negativos para 

anticuerpos contra SARS-CoV-2 para realizar los cálculos estadísticos 

requeridos para validar la prueba, como la curva estándar y la determinación 

del cut-off.  

• Se debe determinar la especificidad y sensibilidad de la prueba ELISA 

desarrollada para compararla con pruebas ELISAs comerciales.  
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