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RESUMEN 

El SARS-CoV-2 es un nuevo virus, identificado a finales de 2019, que pertenece a 

la familia de los Coronavirus y causa la enfermedad COVID-19, cuyos síntomas 

pueden variar de muy leves a graves. Debido a la rápida propagación del SARS-

CoV-2 el 11 de marzo de 2020 la Organización Mundial de la Salud (OMS) decidió 

considerarlo como una pandemia. 

Durante la emergencia sanitaria, las estrategias de salud pública para la detección 

del virus se basaron en pruebas de diagnóstico que permitieron detectar y aislar a 

los pacientes infectados con el objetivo de contener la transmisión viral. Los dos 

tipos de pruebas de diagnóstico más usadas son: 1) Pruebas moleculares como la 

reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) y 2) 

Pruebas de antígeno o pruebas rápidas. Aunque estas pruebas de diagnóstico 

permitieron controlar la pandemia en su momento, tenían algunas desventajas 

como el costo y el tiempo de procesamiento (de 4 a 6 horas) en el caso de la RT-

PCR, por otra parte, las pruebas rápidas son menos sensibles y específicas 

especialmente en muestras de pacientes asintomáticos, estas características 

hicieron evidente la necesidad de desarrollar nuevas metodologías. 

En este trabajo se desarrolló una metodología, comparable a una RT-PCR y 

mejorada en términos de rapidez. Utilizando secuencias sintéticas de DNA de 

SARS-CoV-2 (SC2_p2_KEG_Ext y SC2_p3_KEG_Med; gen proteína S, 

SC2_p4_KEG_Med; gen ORF1ab) y Betacoronavirus (BC_p4_KEG_Med; gen 

ORF1ab), en las que el nucleótido timidina fue reemplazado por un análogo: la 

molécula 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU), durante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Con este reemplazo se realizó el marcaje empleando dos 

fluoróforos: 5-TAMRA-PEG3-azida (TAMRA) y 3-azido-7-hidroxicumarina 

(cumarina), mediante una reacción “click”. Posteriormente, el producto se adhirió a 

nanopartículas magnéticas (MNP) para facilitar su detección mediante microscopía 

de epifluorescencia. Con esta metodología se logró determinar la presencia del DNA 

sintético del virus en ensayos de PCR de 1 ciclo al usar ambos fluoróforos en 

aproximadamente 2 horas en el caso de TAMRA y 1 hora 40 minutos usando el 

fluoróforo cumarina. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Coronavirus 

El primer reporte de los coronavirus (CoV) se realizó en la década de 1930, cuando 

Baudette y Hudson describieron una infección respiratoria grave presente en pollos 

causada por el virus de la bronquitis infecciosa (IBV). Años más tarde, en 1965, 

Tyrrell y Bynoe descubrieron el primer coronavirus patógeno para los humanos al 

que denominaron B814, el cual fue aislado de un adulto con síntomas de resfriado 

común. A partir de estos descubrimientos, se han identificado otros tipos circulantes 

de coronavirus como el virus de la hepatitis del ratón y el coronavirus humano 229E 

(HCoV-229E).  Este grupo de virus presenta una morfología similar cuando se 

observan bajo el microscopio electrónico, en los que destacan las proyecciones en 

forma de picos que corresponden a la proteína espiga (S) y que dan a las partículas 

del virus la apariencia de una corona, debido a esto, en 1968 fueron designados con 

el nombre de Coronavirus. Posteriormente en 1975, el Comité Internacional de 

Taxonomía de Virus (ICTV) nombró la nueva familia de coronavirus como 

Coronaviridae1. 

La familia Coronaviridae, se caracteriza por infectar a humanos y otros mamíferos, 

incluido ganado y animales de compañía; además de algunas especies de aves, 

causando enfermedades respiratorias y/o entéricas de carácter agudo o persistente 

y de diversa gravedad. Por lo tal razón, no solo representan un desafío para la salud 

pública, sino también una preocupación veterinaria y económica2.  

 

1.1.1. Morfología 

Los coronavirus (Fig. 1) son virus envueltos de 80 a 220 nm de tamaño, de forma 

esférica, que poseen un genoma de RNA de cadena sencilla y sentido positivo de 

aproximadamente 26 a 32 kilobases3,4.  
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Figura 1. Estructura de un virión de coronavirus y sus proteínas estructurales. Tomado y 
modificado de Masters, P. (2006)3. 

 
El genoma viral (Fig. 2) codifica a 16 proteínas no estructurales (NSP 1-16) y 4 

proteínas estructurales que son la proteína S, la proteína de la nucleocápside (N), 

la proteína de membrana (M) y la proteína de envoltura (E); en conjunto, todas estas 

proteínas son necesarias para la producción de un virión4,5. 

 
Figura 2. Genoma del coronavirus SARS-CoV-2. Tomado y modificado de Gordon, D. et al., 
(2020)5. 

 
La proteína S es una proteína homotrimérica que sobresale de la superficie del virus, 

su función es mediar la unión del virus con el receptor y la fusión de la membrana 

viral con la membrana de la célula blanco. La proteína M se asocia con otras 

proteínas estructurales, incluida la nucleocápside, para facilitar el ensamblaje 

molecular de las partículas virales, además de estar involucrada en la patogénesis 

viral. La proteína E, la más pequeña entre todas las proteínas estructurales, 

desempeña un papel importante en el ensamblaje, la liberación y patogénesis del 

virus. Por último, la proteína N participa en la organización y empaquetamiento del 
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genoma viral, también facilita el ensamblaje del virión y mejora la eficiencia de la 

transcripción del virus, entre otras cosas4.  

Por otra parte, las proteínas no estructurales (NSPs) componen el complejo de 

replicación y transcripción (RTC) que desempeña un papel importante en la síntesis 

y el procesamiento del RNA, además de mantener su integridad, lo que ayuda a la 

supervivencia del virus4,5.  

 

1.1.2. Clasificación  

Mediante estudios filogenéticos, los coronavirus (CoV) se han clasificado dentro del 

orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae; esta última 

se divide en cuatro géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus 

y Deltacoronavirus (Fig. 3)4.  

 

 
Figura 3. Clasificación taxonómica de los coronavirus de acuerdo con el Comité Internacional 
de Taxonomía de Virus (ICTV). Tomado de https://thenativeantigencompany.com/the-endemic-
coronaviruses-and-what-they-might-tell-us-about-covid-19/ 

 

https://thenativeantigencompany.com/the-endemic-coronaviruses-and-what-they-might-tell-us-about-covid-19/
https://thenativeantigencompany.com/the-endemic-coronaviruses-and-what-they-might-tell-us-about-covid-19/


16 
 

Los géneros alfa y betacoronavirus infectan principalmente a los mamíferos, 

mientras que los gammacoronavirus infectan a las aves y los deltacoronavirus 

infectan tanto a mamíferos como a aves4. 

 

1.2. Coronavirus humanos (HCoV)  

Hasta la fecha, se han identificado siete diferentes tipos de coronavirus que son 

patógenos para los humanos, conocidos como coronavirus humanos (Human 

Coronaviruses, HCoV) pertenecientes a los géneros Alphacoronavirus y 

Betacoronavirus. En el género Alphacoronavirus se encuentran los HCoVs 229E y 

NL63; mientras que el género Betacoronavirus incluye los HCoVs OC43, HKU1, el 

coronavirus del síndrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV), el coronavirus del 

síndrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y el nuevo coronavirus del 

síndrome respiratorio agudo grave tipo 2 (SARS-CoV-2), surgido a finales de 

20191,6,7. 

Generalmente estos virus causan enfermedades leves a moderadas del tracto 

respiratorio superior, con síntomas similares al resfriado común. Sin embargo, en 

los últimos años se ha vuelto cada vez más evidente que los HCoV especialmente 

del género Betacoronavirus pueden desarrollar patologías respiratorias graves 

como bronquitis, neumonía e incluso el síndrome de dificultad respiratoria aguda 

(SDRA), los cuales pueden ser potencialmente mortales y, hasta el momento, no 

existe un tratamiento específico para combatir la enfermedad. El desarrollo de una 

enfermedad grave es más común en personas que tienen comorbilidades como 

hipertensión o diabetes mellitus o personas con sistemas inmunitarios debilitados y 

adultos mayores8,9. 

 

1.2.1. SARS-CoV-2 

A finales del año 2019, en la ciudad de Wuhan, China, se reportó la presencia de 

un nuevo coronavirus en un grupo de personas que presentaban casos de 

neumonía y que ahora se conoce formalmente como el coronavirus del síndrome 

respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV-2). Más tarde, el 22 de enero de 2020, 
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se informó por primera vez la transmisión de persona a persona de este nuevo virus 

y el 11 de marzo de este mismo año la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

declaró que la infección por SARS-CoV-2 se había convertido en una pandemia. 

El virus se transmite a través de microgotas respiratorias o aerosoles generados al 

toser o estornudar; por estrechar la mano de una persona enferma o al tocar un 

objeto o superficie contaminada y llevarse las manos a la boca, la nariz o los ojos. 

También se puede transmitir durante procedimientos médicos y manipulación de 

muestras10. La enfermedad que desencadena el SARS-CoV-2 se denomina 

enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) y se caracteriza por la presencia de 

signos y síntomas similares a los que ocasionan los virus gripales de tipo A y B 

como fiebre, tos, dificultad para respirar y cambio o pérdida del gusto o del olfato. 

Por lo tanto, no es posible diferenciar entre la gripe y el COVID-19 solo por los 

síntomas, se requieren pruebas específicas para confirmar un diagnóstico10,11. 

 

1.2.2. Patogénesis  

Las primeras células que infecta el virus son las células multiciliadas en la 

nasofaringe o la tráquea, en las cuales inicia su replicación. Si el virus no se elimina 

mediante la respuesta inmunitaria innata o adaptativa en esta etapa, puede 

propagarse a las vías respiratorias inferiores por la aspiración de las partículas 

virales que se generan en las vías respiratorias superiores12,13. En los casos más 

graves, se ha demostrado que el SARS-CoV-2 infecta principalmente las células 

alveolares de tipo 2 (AEC2) de los pulmones a través de la unión de la proteína S 

(Espiga o Spike) al receptor de la enzima conversiva de angiotensina 2 (ECA2) 

donde la replicación activa y la liberación del virus induce la apoptosis en la célula 

huésped (Fig. 4), liberando patrones moleculares asociados a daño (DAMP), estos 

son reconocidos por las células epiteliales vecinas, las células endoteliales y los 

macrófagos alveolares, lo que desencadena la generación de citocinas y 

quimiocinas proinflamatorias (incluidas IL-6, IP-10, proteína inflamatoria de 

macrófagos 1α (MIP1α), MIP1β y MCP1). Estas proteínas atraen monocitos, 

macrófagos y células T al sitio de la infección, promoviendo una mayor inflamación 

(con la adición de IFNγ producido por las células T) y estableciendo una 
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retroalimentación pro inflamatoria, lo que eventualmente daña la estructura 

pulmonar provocando disnea (dificultad para respirar) y en consecuencia hipoxemia, 

poco después del inicio de la disnea y la hipoxemia, se desarrolla insuficiencia 

respiratoria progresiva que tiene como consecuencia el síndrome de dificultad 

respiratoria aguda (SDRA)14,15. 

 
Figura 4. Inmunopatogénesis iniciada por la replicación del SARS-CoV-2 en las vías 
respiratorias inferiores. Tomado y modificado de Asrani, P. & Hassan, M. (2021)15. 

 
1.3. Métodos de diagnóstico para la detección del virus SARS-CoV-2 

Durante la pandemia por SARS-CoV-2, se han utilizado diferentes métodos de 

diagnóstico para la detección del virus, que se pueden clasificar principalmente en 

dos categorías: (1) pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT) y (2) 

pruebas serológicas para la detección de antígenos/anticuerpos16. 

 

1.3.1. Pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT) empleadas 

para detectar el virus SARS-Cov-2 

Debido a su alta sensibilidad y especificidad, las NAAT son las pruebas principales 

para la detección del SARS-CoV-2. Este tipo de pruebas se basan en la 

identificación del material genético (RNA) del SARS-CoV-2. La mayoría de estas 

deben realizarse en un laboratorio y el tiempo para obtener los resultados varía de 

1 a 3 días aproximadamente16.  
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Dentro de esta categoría se encuentran las siguientes pruebas: 

A) Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) 

La RT-PCR consiste en primer lugar de la transcripción inversa para producir un 

DNA complementario (cDNA) a partir del RNA viral y luego la amplificación del cDNA 

a través de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Durante la amplificación, 

se incluye en la reacción de PCR una sonda fluorescente como un colorante 

fluorogénico, que responderá al DNA amplificado para producir señales 

fluorescentes (Fig. 5). Como resultado, la amplificación puede detectarse en tiempo 

real utilizando una máquina de PCR cuantitativa. Con este tipo de prueba, el virus 

puede detectarse al menos 48 horas antes del inicio de los síntomas y hasta 12-14 

días después17,18.  

 
Figura 5. Ilustración del principio de la reacción RT-PCR. Tomado y modificado de Afzal A. 
(2020)19. 
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B) Amplificación isotérmica mediada por bucle con transcripción inversa (RT-

LAMP) 

Al igual que en la técnica de RT-PCR el primer paso es obtener cDNA a partir del 

RNA viral mediante transcripción inversa, posteriormente la amplificación del DNA 

se realiza a una temperatura constante de 65°C durante 30 minutos empleando 4 a 

6 oligonucleótidos diseñados específicamente para reconocer de 6 a 8 regiones en 

la secuencia de DNA. Durante el inicio de la amplificación se genera una estructura 

de DNA en forma de mancuerna (Fig. 6) en la que los bucles terminales son el punto 

de partida para la amplificación exponencial, con cada dNTP que se incorpora a las 

cadenas en crecimiento se libera un protón, esto conduce a una disminución del pH 

que se puede detectar visualmente mediante indicadores de pH como el rojo de 

fenol. Este último en condiciones alcalinas presenta una coloración rosa mientras 

que en condiciones ácidas cambia de color a amarillo por lo tanto una detección 

positiva del virus SARS-CoV-2 estaría indicada por un color amarillo, en tanto que 

un resultado negativo estaría indicado por un color rosa, los resultados se pueden 

obtener en un tiempo estimado entre 30 minutos a 1 hora aproximadamente20,21. 

 
Figura 6. Ilustración del mecanismo de la amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP). 
Tomado y modificado de https://www.milenia-biotec.com/uploads/2021/06/LAMP_Mechanism-
927x1024.jpg.webp  

https://www.milenia-biotec.com/uploads/2021/06/LAMP_Mechanism-927x1024.jpg.webp
https://www.milenia-biotec.com/uploads/2021/06/LAMP_Mechanism-927x1024.jpg.webp
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1.3.2. Pruebas serológicas para la detección de antígenos y 

anticuerpos anti-SARS-CoV-2 

Las pruebas de antígenos son inmunoensayos que detectan la presencia de un 

antígeno viral específico, generalmente tienen una especificidad similar, aunque 

menos sensibles que la mayoría de las NAAT. Pueden proporcionar resultados en 

minutos lo que las hace útiles para identificar rápidamente a las personas que 

probablemente tengan COVID-19 y en su mayoría son menos costosas. Hay 

pruebas disponibles para realizarse en el punto de atención o en un laboratorio, sin 

embargo, en ocasiones puede ser necesario confirmar los resultados con una NAAT 

de laboratorio en los casos de una prueba negativa en personas con síntomas o 

una prueba positiva en personas sin síntomas. 

También es posible la detección de anticuerpos (IgM e IgG) anti-SARS-CoV-2 en 

muestras de sangre. Aunque este procedimiento no identifica el virus de manera 

directa, determina si un individuo ha estado infectado mediante la identificación de 

estas inmunoglobulinas producto de una respuesta inmunitaria contra la infección. 

Dado que no es posible la detección en una fase temprana debido a que los 

anticuerpos IgM e IgG son detectables alrededor de 5 y 14 días, respectivamente, 

después del inicio de los síntomas, los Centros para el Control y Prevención de 

Enfermedades (CDC) recomiendan este tipo de pruebas sólo para fines 

epidemiológicos16,22. Estas pruebas incluyen el ensayo por inmunoadsorción ligado 

a enzimas (ELISA) y el ensayo inmunocromatográfico o pruebas de flujo lateral. 

 
Figura 7. Ilustración de los inmunoensayos de flujo lateral. Tomado y modificado de Castrejón, 
N., et al. (2022)23. 

 

 



 
 

Tabla 1. Tipos de metodologías empleadas en la detección de SARS-CoV-2. Comparación de las diferentes metodologías empleadas para la 
detección del virus SARS-CoV-2 y la enfermedad de COVID-19. 

Metodología Prueba Analito detectado Muestra Tiempo 
Resultados 

Ventajas Desventajas 

 

Amplificación 
de ácidos 
nucleicos 

(NAAT) 

RT-PCR 17,19,24,28 DNA amplificado a partir 
del cDNA obtenido 

mediante transcripción 
inversa del RNA de 

coronavirus.   

Hisopado 
nasofaríngeo 
u orofaríngeo 

1 a 3 días Alta especificidad y 
sensibilidad 

Requiere equipos especializados costosos 
y analistas capacitados. 

 
Requiere de entre 4 a 6 horas para 

procesar las muestras. 
 

Alto costo 

RT-LAMP 19,24,25,28 RNA Hisopado 
nasofaríngeo 

30 a 60 minutos  

 

Más rápido que el 
ensayo de RT-PCR. 

Alta especificidad y 
sensibilidad.  

No requiere un  
termociclador. 

Dificultad en el diseño de los oligos. 

 

 

Detección de 
antígenos 

Ensayo por 
inmunoabsorción 
ligado a enzimas 

(ELISA) 29,30 

Antígenos virales 
(Proteínas S y N) 

Hisopado 
nasofaríngeo 

3 a 5 horas Alta especificidad. Menor sensibilidad en comparación con 
PCR. 

Ensayos de flujo 
lateral 17,26,28 

Antígenos virales 
(Proteínas S y N)  

Hisopado 
nasofaríngeo 

15 a 30 minutos Rápidos y baratos 

Alta especificidad 

Baja sensibilidad 

Los resultados negativos deben 
confirmarse con una prueba como la RT-

PCR. 

 

 

 

Detección de 
anticuerpos 

Ensayo por 
inmunoabsorción 
ligado a enzimas 
(ELISA) 24,25,27,29 

Anticuerpos IgG e IgM Suero o 
plasma 

sanguíneo 

1.5 a 2.5 horas Alta sensibilidad, 
más rápida y 

económica que la 
RT-PCR 

El ensayo tarda un par de horas. 

Requiere de equipos específicos. 

Riesgo de reactividad cruzada 

Ensayo de flujo 
lateral 24,25,27,28,29  

Anticuerpos IgG e IgM Sangre o 
plasma 

sanguíneo 

10 a 15 minutos Más rápida y 
económica que la 

RT-PCR 

Riesgo de reactividad cruzada. 

Resultados falsos negativos si la 
concentración de anticuerpos está por 

debajo del límite de detección. 



 
 

1.4. Métodos de purificación de ácidos nucleicos para su posterior uso 

en las pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT).  

Como se mencionó anteriormente, durante la pandemia las pruebas de 

amplificación de ácidos nucleicos (NAAT) se establecieron como las más utilizadas 

para el diagnóstico del virus SARS-CoV-2. Por lo tanto, la purificación de ácidos 

nucleicos es un paso previo importante en la realización de este tipo de pruebas 

debido a que la presencia de materiales celulares u otros contaminantes como 

proteínas o carbohidratos en las muestras biológicas impiden que se lleven a cabo 

correctamente31,32.  

El DNA o RNA de interés se puede aislar utilizando una variedad de métodos 

diferentes. Entre los más utilizados se encuentran:  

• Extracción Fenol-Cloroformo  

Esta técnica emplea dodecilsulfato de sodio (SDS) y proteinasa K para la digestión 

enzimática de proteínas y componentes celulares distintos de los ácido nucleicos. 

Luego se agrega una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico y se centrifuga 

para promover la partición de lípidos y desechos celulares en la fase orgánica, 

dejando el DNA aislado en la fase acuosa, esta última se transfiere a un tubo limpio 

para posteriores aplicaciones33. 

• Centrifugación en gradiente de cloruro de cesio (CsCl) con bromuro de 

etidio (EtBr) 

En este método las muestras lisadas se mezclan con CsCl y EtBr para, 

posteriormente, centrifugarlas a alta velocidad. Como el cloruro de cesio es una sal 

extremadamente densa se establecerá un gradiente de densidad que va 

disminuyendo desde el fondo del tubo hasta la parte superior, en tanto que el 

bromuro de etidio se intercalará en los ácidos nucleicos permitiendo localizar y 

extraer las bandas formadas al aplicar luz ultravioleta. Generalmente la separación 

de ácidos nucleicos depende principalmente de su peso molecular34. 
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• Extracción en fase sólida 

En la técnica de extracción en fase sólida los ácidos nucleicos se unen 

selectivamente a una superficie sólida, como una columna o nanopartículas 

recubiertas de sílice, en presencia de una alta concentración de sales lo que permite 

que los restos celulares y otros contaminantes sean separados mediante 

centrifugación. Una vez aislados los ácidos nucleicos estos se separan de la 

superficie empleando agua libre de nucleasas o un buffer alcalino Tris-EDTA33. 

 

1.4.1. Purificación de ácidos nucleicos mediante nanopartículas 

magnéticas 

Recientemente la purificación de ácidos nucleicos mediante nanopartículas 

magnéticas ha tomado mayor relevancia ya que involucra un procedimiento más 

simple y un menor tiempo de procesamiento, además de otras ventajas, por 

ejemplo, los ácidos nucleicos se pueden aislar directamente a partir de las muestras 

biológicas, como sangre, homogeneizados de tejidos, etc. Se evitan los pasos de 

centrifugación que pueden conducir a la degradación de los ácidos nucleicos y, por 

lo tanto, la pérdida total de utilidad en las aplicaciones posteriores, incluida la 

amplificación de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)32,35,36.  

Las nanopartículas magnéticas (MNP) son nanomateriales con rangos de tamaño 

entre las escalas nano a micro y que generalmente se conforman por dos partes 

principales: un núcleo y el recubrimiento (Fig. 8). 

 

Figura 8. Componentes de una nanopartícula magnética (MNP). Tomado y modificado de 
Dasari, A. et al. (2022)37. 
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El núcleo contiene elementos magnéticos como hierro, níquel o cobalto, así como 

los óxidos correspondientes, lo que les otorga una propiedad conocida como 

superparamagnetismo en la que, al aplicarse un campo magnético externo sobre 

las MNP, muestran sensibilidad magnética y pueden interactuar con estos campos 

magnéticos. Sin embargo, en ausencia de campo magnético externo no presentan 

interacciones magnéticas38. 

Por otra parte, el recubrimiento es responsable de estabilizar y proteger el núcleo 

de los efectos químicos del medio, además de desempeñar un papel fundamental 

aportando funciones específicas, por ejemplo, los materiales inorgánicos utilizados 

como recubrimiento permiten que a la superficie de las nanopartículas se unan 

ligandos biológicos38,39. 

Para la purificación de DNA, los núcleos metálicos generalmente compuestos de 

magnetita (Fe3O4) son recubiertos con diferentes tipos de materiales como: 

polímeros (sílice) u oligonucleótidos. Los principales tipos de interacción que 

ocurren entre las nanopartículas y el DNA son de 2 tipos (Fig. 9)36,40,41. 

I)  Atracción electrostática entre la superficie cargada positivamente de la 

nanopartícula y los grupos fosfato del DNA. 

II) Formación de enlaces de hidrógeno complementarios entre los oligonucleótidos 

inmovilizados covalentemente en las MNP y el DNA. 

   
Figura 9. Tipos principales de interacciones entre el DNA y las nanopartículas magnéticas. A) 
Interacción electrostática utilizando nanopartículas no modificadas y/o funcionalizadas. B) 
Formación de enlaces de hidrógeno complementarios entre oligonucleótidos inmovilizados 
covalentemente en las MNP y el DNA. Tomado y modificado de Acosta, J. et al. (2020)40.  
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1.5. Detección de los productos amplificados por PCR en las pruebas 

NAAT. 

Las principales técnicas utilizadas para realizar la detección del DNA que se ha 

amplificado en las pruebas de amplificación de ácidos nucleicos son: 

Electroforesis en gel de agarosa: Este método separa el DNA amplificado según 

su tamaño y carga, para su observación el DNA amplificado se tiñe con un colorante 

químico como el bromuro de etidio el cual se intercala entre las dos hebras42. 

Marcaje de oligonucleótidos o nucleótidos utilizados en PCR con fluoróforos: 

Este método permite incorporar oligonucleótidos o nucleótidos que se encuentran 

marcados con un fluoróforo durante la reacción de PCR, posteriormente la señal de 

fluorescencia es detectada por un equipo como los que se emplean en la PCR en 

tiempo real. 

Este último método representa una ventaja respecto a la detección mediante gel de 

agarosa ya que permite la detección del DNA amplificado en tiempo real mientras 

se sintetiza42,43. 

 

1.5.1. Fluorescencia 

La fluorescencia es la luz emitida por las moléculas a través del decaimiento 

espontáneo de un estado electrónico excitado generado por absorción de luz44. 

Consiste en un proceso de tres etapas que ocurre en ciertas moléculas 

(generalmente hidrocarburos poliaromáticos o heterociclos) llamadas fluoróforos o 

colorantes fluorescentes y esto se ilustra mediante un diagrama de estado 

electrónico simple también conocido como diagrama de Jablonski (Fig. 10)44,45. 
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Figura 10. Diagrama de Jablonski que ilustra los procesos involucrados en el fenómeno de 
fluorescencia. Tomado y modificado de 
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/references/molecular-probes-the-
handbook/introduction-to-fluorescence-techniques.html  

En la etapa 1 (Excitación) un fotón generado por una fuente externa como una 

lámpara incandescente o un láser es absorbido por el fluoróforo, creando un estado 

electrónico excitado (S1')45. 

El estado excitado existe por un tiempo finito (típicamente de 1 a 10 nanosegundos), 

durante este tiempo el fluoróforo sufre cambios conformacionales y también una 

multitud de posibles interacciones con su entorno molecular, lo cual provoca que la 

energía de S1' se disipe parcialmente, esto se observa en la Etapa 2: Tiempo de 

vida del estado excitado, produciéndose un estado excitado relajado (S1) a partir 

del cual se origina la emisión de fluorescencia45.  

En la tercera etapa (Emisión de fluorescencia) se emite un fotón, devolviendo el 

fluoróforo a su estado fundamental S0. Debido a la disipación parcial de energía 

durante el tiempo de vida del estado excitado, la energía de este fotón emitido es 

menor y, en consecuencia, de mayor longitud de onda que el fotón de excitación45. 

1.5.2. Microscopía de Epifluorescencia 

La microscopía de epifluorescencia es una modalidad de microscopía de campo 

amplio que utiliza el fenómeno de la fluorescencia para generar imágenes. En este 

tipo de microscopía tanto la luz de excitación como la de emisión viajan a través del 

mismo objetivo46. 

https://www.thermofisher.com/mx/es/home/references/molecular-probes-the-handbook/introduction-to-fluorescence-techniques.html
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/references/molecular-probes-the-handbook/introduction-to-fluorescence-techniques.html
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La mayoría de las imágenes de fluorescencia se realizan utilizando microscopios 

que tienen estos componentes esenciales: 

a) Una fuente de luz (lámpara) 

b) Un filtro de cubo que contiene un juego de filtros de fluorescencia: incluye un 

filtro de excitación, un espejo dicroico/divisor de haz y un filtro de emisión. 

c) Una cámara CCD 

La luz generada por una lámpara viaja hacia el filtro de excitación en donde se 

reducen las longitudes de onda de la luz entrante a solo aquellas utilizadas para 

excitar la muestra. Las longitudes de onda seleccionadas se reflejan luego desde 

un espejo dicroico o un divisor de haz a través del objetivo del microscopio hasta la 

muestra. Si la muestra emite fluorescencia, la luz de emisión captada por el objetivo 

vuelve a pasar a través del espejo dicroico y posteriormente es filtrada por el filtro 

de emisión, que bloquea las longitudes de onda de excitación no deseadas. La luz 

emitida luego es recolectada por un detector como una cámara CCD la cual está 

conectada a una pantalla de computadora, que muestra la imagen (Fig. 11)47,48. 

 
Figura 11. Trayectoria del rayo de luz en un microscopio de epifluorescencia. La línea azul 
ilustra la trayectoria del haz de luz de excitación y la línea verde, muestra la trayectoria del haz 
de luz de emisión resultante. Tomado y modificado de 
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-
center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-
microscopy/epifluorescence-microscope-basics.html  

 
 
 
 
 

https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-microscopy/epifluorescence-microscope-basics.html
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-microscopy/epifluorescence-microscope-basics.html
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-microscopy/epifluorescence-microscope-basics.html
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1.6. Fluoróforos utilizados en el marcaje de oligonucleótidos o 

nucleótidos (bioconjugación) 

La bioconjugación implica la unión de moléculas mediante enlaces químicos, en los 

cuales al menos uno de los reactivos es una biomolécula (anticuerpos, proteínas u 

oligonucleótidos). Los bioconjugados se utilizan en la detección, análisis o 

identificación y seguimiento de biomoléculas en los campos de la biotecnología, la 

medicina y la nanotecnología. Entre sus aplicaciones se cuentan la unión de 

fluoróforos a anticuerpos para citometría de flujo, unión de fluoróforos a 

oligonucleótidos y la obtención de imágenes por microscopia49. 

Los avances en la química de la fluorescencia han impulsado el desarrollo de 

muchos tipos diferentes de fluoróforos proporcionando una mayor utilidad y 

diversidad de estos para aplicaciones en investigación bioquímica, en el desarrollo 

de biosensores o como detectores de moléculas específicas50.  

Los colorantes orgánicos sintéticos, como la fluoresceína, fueron los primeros 

compuestos fluorescentes utilizados en la investigación biológica. A partir de estos 

compuestos se han producido derivados para mejorar su fotoestabilidad. Entre los 

ejemplos más destacados se encuentran las variantes de la rodamina y cumarinas 

(Fig. 12) que por su pequeño tamaño son útiles para las estrategias de 

bioconjugación por que pueden entrecruzarse con macromoléculas sin interferir con 

la función biológica50.  

 
Figura 12. Fluoróforos orgánicos Rodamina y Cumarina. (A) compuesto 5-TAMRA-PEG3-
Azida, el cual es un derivado de la rodamina. B) compuesto 3-azido-7-hidroxicumarina el cual 
deriva de la cumarina51. 
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1.6.1. Estrategias para el marcaje de oligonucleótidos/nucleótidos. 

Para la unión de los fluoróforos a los oligonucleótidos se utilizan dos estrategias 

principales. El primer método y el más común es el método de las fosforamiditas 

(nucleósidos modificados con grupos químicos de protección en los grupos 

reactivos de la molécula, cuya función es evitar reacciones no deseadas durante la 

síntesis de oligonucleótidos). Este método hace posible incorporar uno o más 

fluoróforos en uno o en ambos extremos 5' y/o 3' del oligonucleótido. La segunda 

estrategia, se basa en la reacción de un grupo éster presente en la molécula del 

fluoróforo con un grupo amino en el oligonucleótido. La principal desventaja de estas 

estrategias es que tienen un bajo rendimiento cuando se requieren múltiples 

adiciones de fluoróforos52. 

Sin embargo, recientemente se ha empleado la “química de click” como una opción 

más efectiva para marcar oligonucleótidos o también nucleótidos con moléculas 

fluorescentes. La amplia gama de aplicaciones de bioconjugación de la química click 

se ha atribuido a su cinética de reacción rápida, rendimientos cuantitativos, 

formación mínima de subproductos y una alta quimioespecificidad y 

regioselectividad52,53. 

 

1.7. Química “click”  

El término “Química click” fue acuñado por el Dr. Karl Barry Sharpless53,54 en el año 

2001 para definir un conjunto de reacciones químicas que son versátiles para unir 

diversas moléculas en condiciones ambientales; entre sus características se 

encuentran:  

a) Requieren condiciones de reacción simples  

b) El no uso de solventes o el uso de un solvente benigno (como el agua) que 

se elimina fácilmente 

c) El producto debe ser estable en condiciones fisiológicas además de que su 

aislamiento debe ser sencillo. 

Por lo anterior, tienen aplicaciones importantes en el campo del descubrimiento de 

fármacos, la química médica y la investigación con DNA. 
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Hasta la fecha se pueden clasificar en cuatro tipos diferentes (Fig. 13), siendo las 

más conocidas las reacciones de cicloadición, en especial la reacción de 

cicloadición 1,3-dipolar azida/alquino catalizada con cobre (I) (CuAAC)53. 

 
Figura 13. Reacciones  de tipo “click”. Es una reacción que se compone de un solo paso. 
Tomado y modificado de Kaur J. et al. (2021)53. 

 

1.7.1. Reacción de cicloadición 1,3-dipolar azida/alquino catalizada con 

cobre(I) (CuAAC) 

Las reacciones de cicloadición se conocen desde 1888, sin embargo, fue Rolf 

Huisgen quien, a partir de 1957, estableció las cicloadiciones 1,3-dipolares como un 

nuevo campo de la síntesis orgánica53.  

La reacción entre azidas y alquinos para dar derivados de triazol se conoce como 

cicloadición de Huisgen. A pesar de su gran relevancia, tiene algunas limitaciones 

como requerir de temperaturas elevadas y carecer de regioselectividad produciendo 

mezclas de triazoles 1,4- y 1,5-disustituidos; lo que hace que en la mayoría de los 

casos sea poco práctica (Fig. 14)54. 

 
Figura 14. Reacción de Huisgen. Consiste en la cicloadición 1,3-dipolar entre alquinos y azidas. 
Kaur J. et al. (2021)53. 
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En 2002, los grupos de investigación de Meldal y Sharpless reportaron 

simultáneamente que en presencia de Cu (I), la reacción de Huisgen se acelera en 

hasta 7 órdenes de magnitud, adicionalmente se convierte en regioselectiva a favor 

del isómero 1,4-disustituido (Fig. 15) y puede llevarse a cabo en condiciones 

acuosas, incluso a temperatura ambiente. 

 
Figura 15. Reacción de cicloadición alquino-azida catalizada por cobre (I) (CuAAC). Kaur J. et 
al. (2021)53. 

 
La catálisis por cobre facilitó el empleo generalizado de la reacción de Huisgen en 

todos los campos de la síntesis orgánica, cuando se necesita unir dos fragmentos 

estructurales en una sola molécula54. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los últimos 20 años han surgido tres nuevos coronavirus (CoV) implicados en 

enfermedades graves para los humanos: el coronavirus del Síndrome Respiratorio 

Agudo Severo (SARS-CoV), el coronavirus del Síndrome Respiratorio de Medio 

Oriente (MERS-CoV) y el coronavirus del Síndrome Respiratorio Agudo Severo 2 

(SARS-CoV-2). Este último, el más reciente de los coronavirus, causa la 

enfermedad respiratoria llamada COVID-19, responsable de la actual pandemia que 

inició a principios del año 2020 y perdura hasta la fecha en que se redacta esta tesis 

y que ha dejado hasta el momento más de 700 millones de contagios y alrededor 

de 6 millones de muertes en el mundo55,56. 

Para realizar la detección del virus SARS-CoV-2, hay dos tipos principales de 

pruebas de diagnóstico: A) las que informan la presencia de una infección actual y 

B) las que confirman una infección previa. En la primera categoría encontramos las 

pruebas aprobadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS) que son pruebas 

moleculares que amplifican fragmentos de RNA viral, también conocidas como 

pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT) y pruebas serológicas para la 

detección de antígenos; en tanto que, en la segunda categoría, tenemos las pruebas 

de detección de anticuerpos (Fig. 16)25,57. 

 
Figura 16. Tipos de pruebas para el diagnóstico de la enfermedad de COVID-19.  Las pruebas 
de diagnóstico permiten detectar el virus SARS-CoV-2 o los anticuerpos generados por la 
infección derivada del virus. Tomado y modificado de https://www.roche.com/stories/3-factors-
decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/ 57. 

 

https://www.roche.com/stories/3-factors-decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/
https://www.roche.com/stories/3-factors-decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/
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Dentro de las pruebas NAAT, la reacción en cadena de la polimerasa con 

transcripción inversa en tiempo real (RT-PCR), es el estándar de oro en el 

diagnóstico de COVID-19 por su alta especificidad y sensibilidad. Sin embargo, 

presenta algunas desventajas como son: equipo de laboratorio costoso, requiere de 

personal capacitado y toma varias horas obtener un resultado (aproximadamente 4 

a 6 horas)25,56. 

Por otro lado, las pruebas serológicas son económicas, portátiles, rápidas y pueden 

usarse para diagnosticar pacientes en la etapa temprana de la infección viral, no 

obstante, la sensibilidad de dichas pruebas difiere de un 34% a 80%, con un mayor 

número de falsos positivos25,56.  

Adicionalmente, en investigaciones realizadas recientemente, se ha observado que 

una gran parte de las personas infectadas no desarrollan respuestas de anticuerpos 

hasta el decimocuarto día después del inicio de los síntomas. En consecuencia, las 

pruebas que se basan en la detección de anticuerpos no se utilizan para 

diagnosticar una infección actual de SARS-CoV-2 (Fig. 17), sin embargo, son útiles 

para la vigilancia de salud pública56. 

 
Figura 17. Selección del tipo de prueba de diagnóstico apropiada de acuerdo con la progresión 
de la infección por SARS-CoV-2. Tomado y modificado de https://www.roche.com/stories/3-
factors-decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/ 57. 

 

Hasta el 11 de marzo de 2022 la cantidad total de pruebas realizadas fue de 

aproximadamente 6 mil millones. En países de ingresos altos como Estados Unidos, 

https://www.roche.com/stories/3-factors-decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/
https://www.roche.com/stories/3-factors-decide-on-appropriate-sars-cov-2-test/
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Inglaterra, Austria y Dinamarca se realizaban entre 2000 y 15000 pruebas por cada 

1000 personas; mientras que en muchos países de ingresos bajos como Haití, 

Afganistán y Nigeria se realizaron menos de 20 pruebas por cada 1000 personas 

(Fig. 18)25.  

 
Figura 18. Pruebas de diagnóstico realizadas en relación con el tamaño de la población. Este 
mapa muestra cómo se compara el número total de pruebas por cada mil personas en diferentes 
países del mundo. Tomada de https://ourworldindata.org/coronavirus  

 

El aumento continuo de los casos de COVID-19 causó graves problemas en los 

sistemas de salud quienes se vieron incapaces de brindar la atención suficiente que 

requería la población; resultando insuficientes la cantidad de pruebas realizadas 

para ayudar en la contención del virus24. Las estadísticas que aparecen en la figura 

18 demostraron claramente la necesidad de desarrollar nuevos métodos de 

detección económicos y rápidos25,56. 

En este proyecto se propone el desarrollo de una nueva metodología, usando la 

sensibilidad y especificidad de una RT-PCR, pero optimizada en términos de 

rapidez. Utilizando secuencias sintéticas de DNA obtenidas a partir regiones 

específicas del genoma del virus SARS-CoV-2 y de regiones conservadas del 

genoma de los virus pertenecientes a la familia de los Betacoronavirus.  

https://ourworldindata.org/coronavirus
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Empleando las secuencias sintéticas de DNA y mediante la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR), se reemplazará el nucleótido timina por un análogo, que 

corresponde a la molécula 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU); posteriormente el 

producto amplificado se unirá a nanopartículas magnéticas (MNP) en donde se 

realizará el marcaje del nucleótido EdU con una molécula fluorescente, 5-TAMRA-

PEG3-azida por medio de una reacción “click” conocida como reacción de 

cicloadición azida-alquino catalizada con cobre(I) (CuAAC) y se detectará por medio 

de microscopía de epifluorescencia. 

 

3. HIPÓTESIS 

La incorporación del nucleótido 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) a la secuencia de 

DNA de SARS-CoV-2 durante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 

permitirá determinar la presencia del virus mediante epifluorescencia.  

 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo General 

Determinar la presencia del nucleótido 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU) en las 

secuencias de SARS-COV-2 mediante fluorescencia, usando la química “click”.  

4.2. Objetivos Particulares   

• Determinar las condiciones de amplificación del DNA de Betacoronavirus 

(BC) y SARS-CoV-2 (SC2).  

• Establecer la cantidad de nanopartículas magnéticas necesarias para la 

visualización del DNA.  

• Probar diferentes concentraciones del fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-Azida 

(TAMRA). 

• Establecer los tiempos de reacción óptimos para la amplificación y marcaje. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Diagrama de flujo  

 
Figura 19. Diagrama de flujo de la metodología empleada en este trabajo. 

 

5.2. Secuencias sintéticas de DNA de Betacoronavirus (BC) y SARS-

CoV-2 (SC2) para la reacción de PCR. 

Las secuencias de DNA BC_p4_KEG_Med, SC2_p2_KEG_Ext, 

SC2_p3_KEG_Med y SC2_p4_KEG_Med, fueron diseñadas por el Dr. Marco Tulio 

Solano De la Cruz (Instituto de Ecología, UNAM) y el M.C. Karel Johan Estrada 

Guerra (Instituto de Biotecnología, UNAM), y sintetizadas a través de la compañía 

Merck®.  

Las secuencias se encontraban liofilizadas y libres de sales. Para su uso se 

resuspendieron en 100 μL de agua libre de nucleasas (W4502, Sigma-Aldrich); a 

partir de estas soluciones stock se llevó a cabo una dilución para obtener una 
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concentración final aproximada de 4.78 ng/μL (BC_p4), 6.89 ng/μL (SC2_p2), 5.40 

ng/μL (SC2_p3) y 5.04 ng/μL (SC2_p4), como se describe en la tabla 2: 

Tabla 2. Concentración de DNA  control de las secuencias de Betacoronavirus y SARS-CoV-
2. Los datos representan las concentraciones de DNA de las secuencias empleadas para los 
ensayos realizados en este trabajo. 

Secuencia Concentración 
inicial (µM) 

Alícuota 
(µL) 

Vol. H2O 
(µL) 

Vol. Final 
(µL) 

Concentración 
final (ng/µL) 

BC_p4_KEG_Med 86 1 999 1000 4.78 

SC2_p2_KEG_Ext 125 1 999 1000 6.89 

SC2_p3_KEG_Med 97 1 999 1000 5.40 

SC2_p4_KEG_Med 90 1 999 1000 5.04 

 

Las muestras de cada secuencia se colocaron en microtubos de 1 mL y se 

guardaron a -20°C hasta su uso. 

 

5.3. Oligonucleótidos BC_p4_KEG, SC2_p2_KEG, SC2_p3_KEG y 

SC2_p4_KEG para la reacción de PCR. 

Para realizar los ensayos de PCR, se emplearon las siguientes secuencias de 

oligonucleótidos forward (FW) y reverse (RV): 

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleótidos y su respectiva temperatura de fusión (Tm). 

Oligonucleótido Secuencia Tm (°C) 

BC_p4_KEG_RV 5’-CAACTACAGCCATAACCTTTCCACA-3’ 66.7 

BC_p4_KEG_FW 5’-AAGCTGGTAATGCAACAGAAGTG-3’ 64.2 

SC2_p2_KEG_RV 5’-GTGAAAGAATTAGTGTATGCAGGG-3’ 65.3 

SC2_p2_KEG_FW 5’-CAGAACATTCTTGGAATGCTGA-3’ 62.9 

SC2_p3_KEG_RV 5’-GTGCCCGCCGAGGAGAATTAGTCTG-3’ 74.7 

SC2_p3_KEG_FW 5’-GACATTGCTGACACTACTGATGC-3’ 63.6 

SC2_p4_KEG_RV 5’-GATTGTCCTCACTGCCGTCTTGTTG-3’ 71.6 

SC2_p4_KEG_FW 5’-GGCATTGATTTAGATGAGTGGAG-3’ 63.5 

 

Al encontrarse en forma liofilizada se resuspendieron en 100 μL de agua libre de 

nucleasas obteniendo las siguientes concentraciones: 

Tabla 4. Oligonucleótidos usados para la reacción de PCR. Datos de las concentraciones de 
los diferentes oligos usadas para realizar los ensayos de PCR. 

Oligonucleótido nMol Concentración final (µM) 

BC_p4_KEG_RV 64.3 643 

BC_p4_KEG_FW 67.5 675 

SC2_p2_KEG_RV 59.1 591 

SC2_p2_KEG_FW 72.4 724 

SC2_p3_KEG_RV 56.9 569 

SC2_p3_KEG_FW 66.2 662 

SC2_p4_KEG_RV 59.4 594 

SC2_p4_KEG_FW 72.7 727 
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Partiendo de las soluciones stock de los oligonucleótidos se realizaron diluciones 

para obtener una concentración final de 10 μM en un volumen final de 100 μL como 

se describe en la tabla 5: 

Tabla 5. Preparación de los oligos para la reacción de PCR. 

Oligonucleótido Concentración 
inicial (µM) 

Alícuota 
(µL) 

Vol. H2O 
(µL) 

Vol. Final 
(µL) 

Concentración 
final (µM) 

BC_p4_KEG_RV 675 1.48 98.52 100 10 

BC_p4_KEG_FW 643 1.55 98.45 100 10 

SC2_p2_KEG_RV 724 1.38 98.62 100 10 

SC2_p2_KEG_FW 591 1.69 98.31 100 10 

SC2_p3_KEG_RV 662 1.51 98.49 100 10 

SC2_p3_KEG_FW 569 1.76 98.24 100 10 

SC2_p4_KEG_RV 727 1.37 98.63 100 10 

SC2_p4_KEG_FW 594 1.68 98.32 100 10 

 

Las muestras de cada oligonucleótido se colocaron en microtubos de 1 mL y se 

guardaron a -20°C hasta su uso. 

 

5.4. Mezcla de desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP) para la reacción 

de PCR. 

En un microtubo de 0.2 mL se colocó una alícuota de 5 μL de cada uno de los dNTP, 

dATP, dCTP, dTTP y dGTP (R0181, Thermo Fiser), los cuales se encontraban en 

una concentración inicial de 100 mM, después, se agregaron 30 μL de agua libre de 

nucleasas (W4502, Sigma-Aldrich) para obtener un volumen final de 50 μL con una 

concentración final de 10 mM y se guardó a -20°C hasta su uso. 

 

5.5. Mezcla de desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP) con el 

nucleótido EdU para la reacción de PCR. 

En un microtubo de 0.2 mL se colocaron 5 μL de cada uno de los siguientes dNTP: 

dATP, dCTP y dGTP (R0181, Thermo Fiser) y 5 μL del nucleótido EdU (900584, 

Sigma-Aldrich), posteriormente, se agregaron 30 μL de agua libre de nucleasas 

(W4502, Sigma-Aldrich) para obtener un volumen final de 50 μL con una 

concentración final de 10 mM y se guardó a -20°C hasta su uso. 
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5.6. Obtención de las secuencias de DNA sintético de BC y SC2 con el 

nucleótido EdU, secuencias control de BC y SC2 sin EdU, y muestra 

sin DNA. 

La incorporación del nucleótido EdU a las secuencias de DNA se llevó a cabo 

mediante la amplificación de las secuencias de DNA sintético de BC y SC2 en la 

reacción de PCR, utilizando el kit Taq DNA Polymerase Recombinant (#10342-053, 

Invitrogen), preparando 3 conjuntos de 5 microtubos, de acuerdo con la tabla 

siguiente: 

Tabla 6. Componentes para la reacción de PCR. En la tabla se indican los componentes y 
los volúmenes empleados para la realización de la reacción de PCR para todas las secuencias 
con ciclos de 25, 20, 15, 10 y 1. 

 BC BC SC2 SC2 Sin DNA 

Reactivo Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 

Agua (libre de 
nulceasas) 

17.55 µL 17.55 µL 17.55 µL 17.55 µL 18.55 µL 

10X PCR Buffer-Mg 2.5 µL 2.5 µL 2.5 µL 2.5 µL 2.5 µL 

50 mM MgCl2 0.75 µL 0.75 µL 0.75 µL 0.75 µL 0.75 µL 

10 mM dNTP mix 
(EdU) 

0.5 µL - 0.5 µL - 0.5 µL 

10 mM dNTP mix 
(Sin EdU) 

- 0.5 µL - 0.5 µL - 

10 µM FW Primer 1.25 µL 1.25 µL 1.25 µL 1.25 µL 1.25 µL (SC2) 

10 µM RV Primer 1.25 µL 1.25 µL 1.25 µL 1.25 µL 1.25 µL (SC2) 

Template DNA 1 µL 1 µL 1 µL 1 µL - 

Taq DNA 
polymerase 

0.2 µL 0.2 µL 0.2 µL 0.2 µL 0.2 µL 

Vol. Total 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL 25 µL 

La reacción se llevó a cabo en un termociclador (AKC961300610, ThermoFisher) 

bajo las condiciones que se muestran en la tabla 7, de acuerdo con el protocolo del 

kit, ajustando la temperatura de alineamiento (Tm) a 68°C. 

Tabla 7. Condiciones del termociclador para la reacción de PCR. 

Paso Temperatura (°C) Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 3 minutos 

Ciclos 
25, 20, 10 

y 1 

Desnaturalización 94 45 segundos 

Alineamiento 68 30 segundos 

Extensión 72 90 segundos 

Extensión Final 72 10 minutos 
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5.7. Análisis del producto de DNA amplificado, mediante electroforesis 

en gel de agarosa al 2%. 

Después de la reacción de PCR, los productos amplificados se analizaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% para confirmar que se llevó a cabo 

correctamente la amplificación. 

 

5.7.1. Preparación del buffer de carga. 

Se pesaron en una balanza analítica (PX84, Pioneer Ohaus) 0.025 gramos de azul 

de bromofenol (114391, Sigma-Aldrich) y 0.025 gramos de xileno cianol (335940, 

Sigma-Aldrich), estos se colocaron en un tubo de centrífuga de 15 mL, se añadieron 

3 mL de glicerol (G5516, Sigma-Aldrich) y 7 mL de agua libre de nucleasas (W4502, 

Sigma-Aldrich). Se agitó con ayuda de un vórtex (88882012, Thermo Scientific™) 

para mezclar; se tomaron dos alícuotas de 500 μL que se colocaron en microtubos 

de 1 mL y se guardaron a -20°C hasta su uso. 

 

5.7.2. Preparación del marcador de peso molecular (MPM). 

En un microtubo de 0.2 μL se colocaron 5 μL del DNA ladder 1 kb plus (10787018, 

Invitrogen), 5 μL del buffer de carga preparado en la sección anterior (5.7.1.) y 40 

μL de agua libre de nucleasas, para un volumen final de 50 μL, se mezclaron 

suavemente y se guardó a -20°C. 

Para la preparación del gel de agarosa al 2% se pesaron 0.800 gramos de agarosa 

(PC0701-500G, Vivantis), los cuales se colocaron en un matraz de 250 mL, a 

continuación, se agregaron 40 mL de TBE 0.5X y se calentó en una parrilla (MS7-

H550.S, DLAB) a una temperatura de 120°C agitando constantemente para disolver 

la agarosa, una vez disuelta se dejó enfriar hasta una temperatura tolerable y se 

agregó 4 uL del tinte fluorescente GelRed (41002, Biotium) para ácidos nucleicos, 

agitándose para homogenizar. Posteriormente se vació la agarosa en una charola 

de electroforesis y se colocó el peine para formar 8 pocillos, se dejó solidificar 

durante 5 minutos y se colocó en la cámara de electroforesis, llenando con buffer 



42 
 

TBE 0.5X hasta cubrir el gel. Se colocaron 25 μL de las muestras del producto de 

amplificación (amplicón) de cinco microtubos de la reacción de PCR (SC2 con EdU 

y sin EdU, BC con EdU y sin EdU y control sin DNA) y 5 μL del marcador de peso 

molecular (1 Kb Plus DNA Ladder; Invitrogen). como se muestra en la siguiente 

imagen. 

 
Figura 20. Imagen que ejemplifica la distribución de las muestras en un gel para realizar el 
análisis de los productos amplificados por PCR en el gel de agarosa al 2%. 
 

Las condiciones de electroforesis usando el equipo de electroforesis (LI-EE-300V, 

ENDURO E0303 300V Power Supply) fueron las siguientes: 60 minutos, 90 V y 22 

mA. Posteriormente, el gel se observó en un fotodocumentador Gel Doc XR+ 

(1708195EDU, Bio-Rad) y se capturaron las imágenes mediante el software 

software Image LabTM. 

 

5.8. Inmovilización del DNA amplificado en nanopartículas magnéticas.  

Los 25 μL de cada uno de los 5 microtubos de la reacción de PCR con los productos 

amplificados se transfirieron a nuevos microtubos de 1.5 mL, a los cuales 

previamente se les había agregado diferentes cantidades de nanopartículas 

magnéticas (≈700 nm de tamaño) del kit Pure DNA Plant (98050496, Kingfisher), 

dependiendo del número de ciclos de PCR. Posteriormente se agregaron 100 μL de 

etanol al 100% (E7023, Sigma-Aldrich) a cada microtubo y se dejaron incubando a 

temperatura ambiente durante 5 minutos, después se mezclaron en el vortex por 5 

minutos a 1100 revoluciones por minuto (rpm), se centrifugaron durante 30 

segundos y se colocaron los microtubos en un rack magnético MagRack™6 (GE28-

9489-64, Cytiva) durante 2 minutos o hasta que las muestras se clarificaron y se 
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eliminó el sobrenadante. Una vez retirada la mayor cantidad de etanol se realizaron 

dos lavados utilizando los buffers de lavado del kit Pure DNA Plant, el primero 

agregando 100 μL del buffer de lavado 1 a cada uno de los microtubos, después se 

mezclaron en vortex (88882012, Thermo Scientific™) durante 1 minuto a 1100 rpm 

y se centrifugaron durante 30 segundos; nuevamente se colocaron en el 

MagRack™6 durante 2 minutos o hasta que las muestras se clarificaron y se eliminó 

el sobrenadante. El segundo lavado se realizó agregando a cada uno 100 μL del 

buffer de lavado 2, repitiendo el mismo procedimiento que en el primer lavado. 

Finalmente, se suspendieron las nanopartículas en 10 μL de agua libre de 

nucleasas. 

 

5.9. Detección del nucleótido EdU incorporado al DNA amplificado de 

BC y SC2 empleando el fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-Azida mediante 

química “click” 

El procedimiento para la detección de EdU incorporado en las secuencias de DNA 

fue optimizado considerando el protocolo del kit BaseClick EdU Flow Cytometry ® 

(#BCK-FC555-50, Baseclick); todos los pasos de la reacción click se realizaron a 

temperatura ambiente. 

Se ajustaron las cantidades de cada componente de la solución de marcaje para la 

preparación de 50 μL y se agregaron en el orden que se indica en la siguiente tabla:  

Tabla 8. Componentes de la solución de marcaje con el fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-azida. 

Material Cantidad (μL) 

PBS 43.8 

Solución Catálisis 1 

Fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-Azida (10 mM) 0.25 

Buffer aditivo (10x) 5 

Volumen total  50 

IMPORTANTE: Si los componentes no se agregan en el orden indicado, la reacción no se 
desarrollará de manera óptima: una vez preparado se debe utilizar inmediatamente o al menos 
en los próximos 15 minutos.  

 

Se agregaron 10 μL de la solución preparada con anterioridad a cada tubo y se 

incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente protegiendo de la luz, 

transcurrido este tiempo y con la menor exposición a la luz posible, se realizó un 
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lavado, agregando 500 μL de PBS 10 mM (806552, Sigma-Aldrich), posteriormente 

se mezclaron en vortex durante 1 minuto a 1100 rpm, se centrifugaron por 30 

segundos y se colocaron en el MagRack™6 por 2 minutos para eliminar el 

sobrenadante. Los lavados se repiten tres veces. Al finalizar, las nanopartículas se 

suspendieron en 10 μL de agua libre de nucleasas. 

 

5.9.1. Preparación del fluoróforo 3-azido-7-hidroxicumarina (cumarina) 

Trabajando con la menor exposición a la luz, se pesó 1 mg del fluoróforo 3-azido-7-

hidroxicumarina (#A3306, TCI) y se depositó en un microtubo de 1.5 mL, a 

continuación, se agregaron 500 μL de DMSO (#D8418, Sigma-Aldrich) y se agitó 

hasta disolver el reactivo, obteniéndose una concentración de 10 mM. El microtubo 

se cubrió con papel aluminio y se guardó a -20°C hasta su uso.  

 

5.10. Visualización mediante microscopía óptica y microscopía 

epifluorescente 

En un cubreobjeto, se colocó 1 μL de solución con nanopartículas tomado de cada 

ensayo, se eliminó el líquido (agua) en el cual estaban suspendidas las 

nanopartículas y se observaron en el microscopio tanto en campo claro como con 

epifluorescencia. Las imágenes en campo claro y fluorescencia se obtuvieron 

utilizando una lente 100x Nikon CFI60 (con aceite de inmersión) en un microscopio 

invertido Nikon Eclipse ® Ti-E equipado con un sistema de Microdisección por 

captura láser ArcturusXTTM. 
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6. RESULTADOS 

En este trabajo de tesis se desarrolló una nueva metodología que permitirá detectar 

al virus SARS-CoV-2 de una manera más rápida y eficiente, empleando técnicas 

novedosas para la detección de DNA marcado. 

Para realizar los ensayos, se utilizaron diferentes secuencias sintéticas de ssDNA 

(DNA de cadena sencilla) tanto de secuencias específicas del virus SARS-CoV-2, 

como de secuencias comunes conservadas en la familia de los Betacoronavirus. 

Utilizando estas secuencias como molde, se realizó la reacción de PCR y se 

incorporó un nucleótido análogo de la timina (EdU). Posteriormente, el producto 

amplificado se inmovilizó en nanopartículas magnéticas y se realizó el marcaje del 

nucleótido EdU, presente en las secuencias de DNA, con el kit EdU Flow Cytometry 

555. Por último, utilizando un microscopio de epifluorescencia se realizaron las 

observaciones para identificar las moléculas de DNA marcadas. 

Durante el desarrollo de la metodología se probaron y establecieron diferentes 

variables como: 1) las condiciones óptimas de amplificación de las secuencias de 

DNA, 2) la cantidad de nanopartículas magnéticas necesarias para una óptima 

inmovilización del DNA que permitan su correcta visualización en el microscopio, 3) 

el ajuste de los tiempos de amplificación y de marcaje de las secuencias de DNA y 

4) la concentración óptima de los fluoróforos. 

 

6.1. Condiciones de amplificación de las secuencias de DNA  

Previamente, en el laboratorio de Microscopía y Microdisección Láser del Instituto 

de Ecología, UNAM, se realizaron pruebas con cada una de las secuencias de 

ssDNA de 180 bases y sus respectivos oligos, para determinar la temperatura 

óptima de alineamiento (Ta) mediante una PCR de gradiente. Las temperaturas de 

alineamiento probadas fueron entre 60 a 66°C, con variaciones de temperatura de 

aproximadamente 2°C (datos sin publicar). Con estas temperaturas había una 

correcta amplificación de los fragmentos correspondientes al tamaño esperado 

(Tabla 9). Sin embargo, nosotros observamos que en estos ensayos también había 

fragmentos correspondientes a ampliaciones inespecíficas.  
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Tabla 9. Tamaño de los fragmentos amplificados por PCR. Los datos de la tabla muestran 
los tamaños esperados para los productos de amplificación usando las secuencias de DNA 
control y su respectivos oligonucleótidos. 

Secuencia Fragmento amplificado (pb) 

BC_p4_KEG_Med 110 

SC2_p2_KEG_Ext 160 

SC2_p3_KEG_Med 103 

SC2_p4_KEG_Med 104 

 

En anteriores trabajos sobre la optimización de un conjunto de oligos utilizados en 

los protocolos para la detección del virus SARS-CoV-2 mediante PCR y PCR en 

tiempo real, se reportó la aparición de amplificaciones inespecíficas cuando la 

temperatura de alineamiento es menor a la ideal58. De igual manera, en una 

publicación reciente donde reportan una metodología para la detección del virus 

mediante PCR en tiempo real usando SYBR green, también se reportó que una baja 

Ta podría estar relacionada con la obtención de amplificaciones inespecíficas, por 

lo que se recomienda incrementar la temperatura de alineamiento58,59. Por lo 

anterior, basándonos en las condiciones probadas previamente y con la intención 

de eliminar la amplificación de los fragmentos correspondientes a los tamaños no 

esperados, se decidió realizar ensayos con una temperatura de alineamiento de 

68ºC en todas las secuencias utilizando las condiciones de amplificación 

mencionadas previamente en materiales y métodos (sección 5.6). Para el análisis 

de los productos de amplificación se utilizó un gel de agarosa al 2% elaborado de 

acuerdo con la sección 5.7. Los resultados mostraron que con esta temperatura ya 

no se observaban los fragmentos correspondientes a las amplificaciones 

inespecíficas en las secuencias de BC_p4, SC2_p2 y SC2_p4, y había una 

disminución en la secuencia correspondiente a SC2_p3 (Fig. 21). 

 



47 
 

 
Figura 21. Amplificación mediante PCR con 25 ciclos de las secuencias de DNA de BC y SC2 
a una Ta de 68°C. Se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de 
PCR. Los carriles corresponden, de izquierda a derecha, a: MPM: Marcador de Peso Molecular, 
1: Control negativo de SC2_p4, 2: BC_p2, 3: BC_p4, 4: SC2_p1, 5: SC2_p2, 6: SC2_p3 y 7: 
SC2_p4. 

  

Una vez que se estableció la Ta adecuada para la reacción de PCR, con las 

secuencias utilizadas para la realización de esta tesis, correspondientes a 

BC_p4_KEG_Med, SC2_p2_KEG_Ext, SC2_p3_KEG_Med y SC2_p4_KEG_Med, 

se realizaron ensayos modificando la cantidad de ciclos en la reacción de PCR con 

la finalidad de determinar el menor número posible en que se logra detectar la 

amplificación. Para ello, se probaron 25, 20, 10 y 1 ciclos con las secuencias 

SC2_p3 y SC2_p4 (Fig. 22 y 23) y de 25 y 1 ciclo para la secuencia SC2_p2 (Fig. 

24). Los resultados mostraron que en todos los ciclos probados se obtienen 

productos de amplificación observables, incluso con un ciclo de amplificación. Esto 

permitirá que el desarrollo de la metodología sea más rápido, ya que esperamos 

que la cantidad de DNA amplificada en 1 ciclo pueda ser detectable cuando se 

realicen las observaciones en el microscopio. 

Además, se encontró que al reducir la cantidad de ciclos también se disminuye la 

aparición de las bandas correspondientes a los fragmentos inespecíficos en las 

secuencias usadas en esta tesis, descartando la posibilidad de observar falsos 

positivos en las observaciones en el microscopio de epifluorescencia59. 
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Figura 22. PCR de 25, 20, 10 y 1 ciclos de las secuencias de DNA de BC_p4 y SC2_p3. Se 
muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados con 25 ciclos 
(A), 20 ciclos (B), 10 ciclos (C) y 1 ciclos (D). Los carriles de izquierda a derecha corresponden 
a: MPM: Marcador de peso molecular, 1: BC_p4 con EdU, 2: BC_p4 sin EdU, 3: SC2_p3 con 
EdU, 4: SC2_p3 sin EdU y 5: Control sin DNA (oligos SC2_p3).  

 
Figura 23. PCR de 25, 20, 10 y 1 ciclos de las secuencias de DNA de BC_p4 y SC2_p4. Se 
muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados con 25 ciclos 
(E), 20 ciclos (F), 10 ciclos (G) y 1 ciclos (H). Los carriles de izquierda a derecha corresponden 
a: MPM: Marcador de Peso Molecular, 1: BC_p4 con EdU, 2: BC_p4 sin EdU, 3: SC2_p4 con 
EdU, 4: SC2_p4 sin EdU y 5: Control sin DNA (oligos SC2_p4).  
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Figura 24. PCR de 1 ciclo de las secuencias de DNA de BC_p4 y SC2_p2. Se muestra la 
electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados con 1 ciclo. Los carriles de 
izquierda a derecha corresponden a: MPM: Marcador de Peso Molecular, 1: BC_p4 con EdU, 2: 
BC_p4 sin EdU, 3: SC2_p2 con EdU, 4: SC2_p2 sin EdU y 5: Control sin DNA (oligos SC2_p2).  

 
Por otra parte, con el objetivo de optimizar el tiempo de la reacción de PCR y 

comprobar si el paso de extensión final en la reacción tenía un efecto significativo 

en la amplificación de los fragmentos cuando se realiza con 1 ciclo, se eliminó este 

paso del protocolo de PCR correspondiente a 10 minutos. Se observó que el cambio 

en este parámetro muestra una disminución considerable de las bandas 

correspondientes a los productos amplificados, hasta el punto de que prácticamente 

no son visibles en el gel de agarosa (Fig. 25). Esto coincide con el reporte de que 

las reacciones de PCR con un tiempo de extensión final menor a 3 minutos tienden 

a fallar porque no se completa la replicación del DNA60. Por lo tanto, este paso es 

importante para la amplificación y no debe ser omitido y proponemos que en futuros 

trabajos se hagan ensayos reduciendo el tiempo de extensión final. 
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Figura 25. PCR de 1 ciclo de las secuencias de DNA de BC_p4 y SC2_p3 modificando la 
extensión final. Se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos 
amplificados con 1 ciclo. La imagen A corresponde a la reacción de PCR con los pasos de 
acuerdo con el protocolo del kit y la imagen B corresponde a la reacción donde se eliminó el 
paso de extensión final. Los carriles de izquierda a derecha corresponden a: MPM: Marcador de 
Peso Molecular, 1: BC con EdU, 2: BC sin EdU, 3: SC2 con EdU, 4: SC2 sin EdU y 5: Control 
sin DNA.  

 

Con base en los resultados, se estableció que la Ta ideal para realizar las 

reacciones de PCR es de 68°C, además, se logró la amplificación de los fragmentos 

esperados con 1 ciclo bajo las condiciones descritas en la sección 5.6. La 

preparación de los microtubos para la reacción de PCR y el tiempo que tarda está 

programando 1 ciclo en el termociclador es de aproximadamente 45 minutos. 

 

6.2. Inmovilización de los productos amplificados por PCR en 

nanopartículas magnéticas 

Una vez establecidas las condiciones de amplificación para las secuencias de DNA, 

los productos de amplificación se inmovilizaron mediante su adsorción en 

nanopartículas magnéticas siguiendo el procedimiento descrito en la sección 5.8., 

posteriormente se realizó el marcaje del DNA y se observó al microscopio acorde a 

la metodología detallada en los apartados 5.9. y 5.10.  

Con el objetivo de determinar la cantidad apropiada de nanopartículas que permitan 

detectar adecuadamente el DNA en el microscopio, se probaron las diferentes 

cantidades que se indican en las siguientes tablas: 
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Tabla 10. Cantidad de nanopartículas empleadas para las secuencias de BC_p4 y SC2_p3. 

Ciclos de PCR Cantidad de nanopartículas (μL) 

25 10 

20 1 

10 1 

1 1 (dilución 1:10) 

 

Tabla 11. Cantidad de nanopartículas empleadas para las secuencias BC_p4 y SC2_p4. 

Ciclos de PCR Cantidad de nanopartículas (μL) 

25 1 

20 1 

10 1 

1 1 (dilución 1:10) 

 

Tabla 12. Cantidad de nanopartículas empleadas para las secuencias BC_p4 y SC2_p2. 

Ciclos de PCR Cantidad de nanopartículas (μL) 

25 1 

1 1 (dilución 1:10) 

 

Cuando se agregan 10 y 1 μL de las nanopartículas tomadas directamente de la 

solución original al DNA obtenido de 25, 20 y 10 ciclos, se logra la observación de 

las secuencias de DNA marcadas en el microscopio (Fig. 34, 35 y 36), sin embargo, 

cuando se utiliza 1 μL de nanopartículas con el DNA obtenido de 1 ciclo, se dificulta 

la observación, esto probablemente se debe a que la cantidad de nanopartículas es 

mayor a la cantidad de DNA; por lo que para 1 ciclo se utilizó 1 μL de una dilución 

1/10 a partir de la solución original de nanopartículas, con la cuál fue posible realizar 

las observaciones en el microscopio (Fig. 37). 

Aunque con una dilución 1/10 se lograba detectar el DNA en las nanopartículas al 

observarse en el microscopio, se probaron otras dos diluciones, 1/100 y 1/50, con 

el objetivo de concentrar una mayor cantidad de DNA, ya que, al tener menor 

cantidad de nanopartículas, se esperaba que el DNA se acumulara en estas y se  

favoreciera aún más su detección (Fig. 27 y 28). Sin embargo, debido a la cantidad 

tan reducida de nanopartículas que se encontraban en 1 μL de las diluciones 1/100 

y 1/50, cuando se realizaban los lavados después de realizar el marcaje de las 

secuencias de DNA había una pérdida de nanopartículas en cada lavado (Fig. 26), 

al punto de que en el último lavado prácticamente no se observaban a simple vista, 

teniendo una pérdida casi total de las nanopartículas.  
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Figura 26. Ejemplo de la visualización de las nanopartículas magnéticas con el DNA 
amplificado inmovilizado. En la imagen A se observan las nanopartículas magnéticas en una 
dilución 1/50 en 500 μL de PBS, mientras que en la imagen B se observa la pérdida de las 
nanopartículas después de realizar el primer lavado. 

 

En el primer ensayo con la dilución 1/100, para evitar perder por completo las 

nanopartículas en los lavados, se dejó una cantidad aproximada de 5 µL de 

sobrenadante, en cada lavado. Sin embargo, como se observa en la figura 27, al no 

eliminar por completo el sobrenadante de los lavados, quedan muchos residuos de 

fluoróforo por esta razón se observa con mayor intensidad la fluorescencia de fondo 

en todas las muestras, de modo que esta concentración de nanopartículas no es 

recomendable. Cabe señalar que la pérdida de partículas sólo se observó durante 

los lavados para eliminar los residuos del fluoróforo, en cambio, cuando se 

realizaron los lavados para eliminar los residuos del nucleótido EdU no se presentó 

pérdida alguna. 

En un estudio sobre el marcaje de proteínas neuronales, se encontró que los 

diversos marcadores utilizados emiten diferentes niveles de fondo que pueden 

reducirse realizando varios pasos de lavado exhaustivos61. En consecuencia, para 

tratar de eliminar los residuos dejados por el fluoróforo, en el siguiente ensayo 

utilizando una dilución 1/50 de nanopartículas, se agregó un lavado extra con agua 

libre de nucleasas (cuarto lavado).  
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Figura 27. Detección mediante epifluorescencia del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 
adsorbido a nanopartículas magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 
y SC2_p3 amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se 
utilizó 1 µL de nanopartículas en una dilución 1/100 y una concentración final del fluoróforo de 
0.25  µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje 
con EdU y E, el control sin DNA. 
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Empleando 1 µL de una dilución 1/50 de nanopartículas se esperaba que la cantidad 

de nanopartículas fuera suficiente para obtener una mejor visualización de las 

secuencias de DNA marcadas sin que se perdieran durante los lavados y que, 

además, se pudieran eliminar los residuos del fluoróforo. No obstante, como se 

aprecia en la figura 28, no se detecta fluorescencia ni se observan nanopartículas 

en las imágenes correspondientes a SC2_p3 (Fig. 28 A y B), en tanto que en las de 

BC_p4 se puede ver que solo hay pocas nanopartículas en la imagen respectiva a 

las secuencias con EdU (Fig. 28 C) pero no hay fluorescencia; en cuanto a la 

secuencia sin EdU (Fig. 28 D) se detectó la fluorescencia ocasionada por los 

residuos del fluoróforo (flechas blancas), aunque a simple vista pareciera que son 

nanopartículas, no corresponden al tamaño (≈700 nm), además que en esta 

muestra no se recuperaron nanopartículas después de los lavados, por lo que la 

fluorescencia se puede deber a la formación de cristales por el uso del PBS 10 mM, 

por otra parte, en el control sin DNA (Fig. 28 E) tampoco se logran visualizar 

nanopartículas, evidenciando que al añadir un lavado extra (cuarto lavado) 

prácticamente se eliminan las nanopartículas.  
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Figura 28. Detección del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanopartículas 
magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por 
PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de 
nanopartículas en una dilución 1/50 y una concentración final del fluoróforo de 0.25 µM. A y C, 
corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, 
el control sin DNA. 
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Por lo tanto, para realizar las observaciones de los experimentos con 1 ciclo de PCR 

se recomienda utilizar 1 μL de una dilución 1/10 de nanopartículas y hacer solo 3 

lavados luego del marcaje (dos con PBS 10 mM y uno con agua libre de nucleasas). 

Debido a que cuando se usan cantidades menores de nanopartículas, es muy 

probable que estas se pierdan durante la metodología, impidiendo su observación 

en el microscopio.  

Por otra parte, para comprobar si la adhesión del DNA a las nanopartículas depende 

del uso de etanol, se realizaron experimentos utilizando los productos de la 

amplificación por PCR de 1 y 25 ciclos de las secuencias de SC2_p3 y BC_p4 en 

presencia y ausencia de etanol. Los 25 μL de la reacción de PCR de 1 ciclo se 

colocaron en microtubos de 1.5 mL que contenían 1 μL de una dilución 1/10 de 

nanopartículas magnéticas, posteriormente se agregaron 100 μL de agua libre de 

nucleasas y se realizaron los lavados para eliminar los residuos del nucleótido EdU, 

luego se llevó a cabo el marcaje de las secuencias para observarse en el 

microscopio (Fig. 29). 
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Figura 29. Detección del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanopartículas 
magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por 
PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de 
nanopartículas en una dilución 1/10, 100 µL  de agua libre de nucleasas y una concentración 
final del fluoróforo de 0.25 µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B 
y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 
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Como se observa en la figura 29 no se percibe fluorescencia en la secuencia 

marcada de SC3_p3 (Fig. 29 A) y tampoco en la de BC_p4 (Fig. 29 C). Con la 

finalidad de comprobar que la ausencia de fluorescencia se debe a la sustitución del 

etanol con el agua libre de nucleasas, y que, esto impide que se lleve a cabo la 

unión de las secuencias de DNA en las nanopartículas, se realizó un experimento 

utilizando el DNA amplificado por PCR de 25 ciclos. 

En microtubos de 1.5 mL que contenían 1 μL de nanopartículas magnéticas se 

depositaron los 25 μL de la reacción de PCR, a algunas muestras se les añadieron 

100 μL de agua libre de nucleasas, mientras que a otras se les añadieron 100 μL 

de etanol 100% de acuerdo con el protocolo. Se agitaron en el vortex durante 5 

minutos y se eliminó el sobrenadante utilizando el magnetismo de las nanopartículas 

empleando un MagRack para realizar la separación. Se recuperaron los 

sobrenadantes correspondientes a 100 μL de agua y 100 μL de etanol, 

respectivamente y se colocaron en microtubos de 1.5 mL, con la finalidad de 

analizar si había DNA en las muestras recuperadas del etanol 100%. En el caso de 

las muestras de sobrenadante con etanol, éstas se concentraron usando un equipo 

Savant SPEED VAC DNA 120 (Thermo Scientific) durante dos horas para eliminar 

la mayor cantidad de etanol posible. Después de este tiempo, quedaron en los 

microtubos alrededor de 10 μL de etanol a los cuales se les agregó 100 μL de agua 

libre de nucleasas y se agitó brevemente en el vortex. Posteriormente se realizó un 

gel de agarosa con todas las muestras (Fig. 30), tanto las recuperadas del etanol 

como de las de agua libre de nucleasas para comprobar si había presencia de DNA 

en los sobrenadantes recuperados cuando se utiliza etanol para la adhesión y 

cuando se utilizó agua libre de nucleasas.  
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Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las muestras recuperadas de los lavados. 
En la imagen A que corresponde a las muestras obtenidas después de sustituir el etanol con 
agua libre de nucleasas se observan las bandas correspondientes a los fragmentos esperados 
En la imagen B que corresponde a las muestras obtenidas cuando se utiliza etanol, no se 
perciben las bandas correspondientes a los tamaños esperados. 

 

Con el protocolo empleado para la inmovilización del DNA en las nanopartículas 

magnéticas, en el cual se emplea etanol 100%, se esperaba que el DNA quedara 

unido a las nanopartículas y no lo encontremos en los lavados, sin embargo, cuando 

agregamos agua libre de nucleasas y no etanol 100% como se indica en la sección 

5.8., se observa que el DNA no se adhiere a las nanopartículas, por lo tanto se 

recupera en el sobrenadante de los lavados (Fig. 30 A), mientras que en el caso del 

etanol, éste si permite la adhesión del DNA en las nanopartículas y por esta razón 

no se recupera DNA en el sobrenadante (Fig. 30 B), lo cual es lo que se espera. 

Aunque en la información del kit Pure DNA Plant no se especifica el material con el 

que están recubiertas las nanopartículas y que permite la adhesión del DNA, como 

se mencionó en los antecedentes, la superficie es recubierta con diferentes tipos de 

polímeros como silica o con grupos funcionales apropiados que pueden adsorber 

ácidos nucleicos, entre los más utilizados se encuentran los grupos carboxilo y 

grupos hidroxilo32,62. Los kit comerciales generalmente contienen nanopartículas 

recubiertas de silica en las que en presencia de una sal y alcohol se unen 

selectivamente las moléculas de DNA/RNA, mientras que otras impurezas no se 

adsorben, esto explicaría por qué el etanol no debe ser sustituido en el protocolo de 

la metodología63.  

Luego de comprobar que el etanol es irreemplazable en el proceso de adhesión del 

DNA a las nanopartículas, se realizaron dos experimentos utilizando 50 μL de etanol 
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100% con tiempos de agitación en vortex de 5 y 3 minutos, con la finalidad de 

comprobar que con tiempos menores se logra inmovilizar el DNA en las 

nanopartículas de manera adecuada y suficiente para ser detectado y que los 

tiempos del protocolo sean cortos (Fig. 31 y 32).  
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Figura 31. Detección mediante epifluorescencia del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 
adsorbido a nanopartículas magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 
y SC2_p3 amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se 
utilizó 1 µL de nanopartículas en una dilución 1/10, 50 µL de etanol 100% con un tiempo en 
vortex de 5 minutos y una concentración final del fluoróforo de 0.25 µM. A y C, corresponden al 
DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 
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En el primer experimento con un tiempo de agitación en vortex de 5 minutos, los 

resultados muestran que bajo estas condiciones también se logra la detección de 

las secuencias que contienen el nucleótido EdU de SC2_p3 (Fig. 31 A) y BC_p4 

(Fig. 31 C), mientras que, en el segundo experimento con un tiempo de agitación de 

3 minutos, también se logra la detección de las secuencias que contienen el 

nucleótido EdU SC2_p3 (Fig. 32 A) y BC_p4 (Fig. 32 C). Sin embargo, es posible 

notar que aun usando la misma concentración de nanopartículas (1/10) en ambos 

ensayos, en un tiempo de agitación de 3 minutos, se observa una menor cantidad 

de estas, esto se debe probablemente a la variabilidad en el número de 

nanopartículas que se toman en la muestra de 1 μL para su observación en el 

microscopio. 
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Figura 32. Detección del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanopartículas 
magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por 
PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de 
nanopartículas en una dilución 1/10, 50 µL de etanol 100% con un tiempo en vortex de 3 minutos 
y una concentración final del fluoróforo de 0.25 µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC 
marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 
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De acuerdo con los resultados anteriores, la cantidad recomendada de 

nanopartículas para su observación en el microscopio cuando se trabaja con los 

productos amplificados por PCR con 25, 20 y 10 ciclos es de 1 µL sin diluir, en 

cambio para los productos amplificados con 1 ciclo se sugiere usar 1 µL de una 

dilución 1/10 de las nanopartículas, además queda demostrado que en la 

metodología para la inmovilización de las secuencias de DNA en las nanopartículas 

no debe ser reemplazado el etanol 100% y que el procedimiento puede llevarse a 

cabo ya sea con 100 o 50 µL de etanol, así como en un tiempo de 5 o 3 minutos, 

requiriendo un tiempo total aproximado de 15 minutos para llevar a cabo la 

inmovilización. 

 

 

6.3. Detección del nucleótido EdU en las secuencias de Betacoronavirus 

y SARS-CoV-2 mediante el fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-azida 

La mayoría de los métodos utilizados para la detección del DNA durante su 

replicación se basan en la incorporación de nucleótidos modificados y su posterior 

detección. Entre los primeros nucleótidos que se usaron se encuentran la 

[3H]timidina y 5-bromo-2′-desoxiuridina (BrdU). La [3H]timidina incorporada en el 

DNA suele detectarse mediante autorradiografía, mientras que la detección de BrdU 

se realiza inmunológicamente, a través de anticuerpos específicos anti-BrdU. Las 

principales desventajas de trabajar con estas moléculas son que durante el proceso 

de detección de la [3H]timidina se requiere la manipulación de material radioactivo 

y, por lo tanto, seguir una serie de normas de seguridad, mientras que en el caso 

del BrdU se requieren fuertes condiciones desnaturalizantes para permitir el acceso 

de los anticuerpos anti-BrdU a la doble cadena de DNA64. 

En 2008, Salic y Mitchinson publicaron un método alternativo para detectar la 

síntesis de DNA in vivo en células en proliferación, basado en la incorporación del 

nucleótido 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU) y su posterior detección mediante una 

molécula fluorescente (Alexa-azida), a través de una reacción de cicloadición 

alquino-azida (CuAAC) catalizada por Cu (I), en la que el grupo alquinilo libre en 

EdU reacciona con el grupo azida presente en el fluoróforo. La principal ventaja de 
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este método es que los grupos alquino y azida son de tamaño muy pequeño y tienen 

una reactividad altamente selectiva. Además, en comparación con otros análogos 

de timidina, el EdU se puede considerar como un reactivo alternativo ideal, ya que 

no requiere condiciones de desnaturalización y tampoco requiere radiomarcaje 

seguido de métodos de detección complejos. Por lo tanto, la reacción CuAAC es 

ideal para unir biomoléculas en entornos complejos, como dentro de las células, con 

alta eficiencia y quimioselectividad65,66.  

Después de realizar el marcaje del DNA unido a las nanopartículas conforme a la 

metodología de la sección 5.9., se realizaron las observaciones de las 

nanopartículas marcadas en un microscopio Nikon Eclipse® Ti-E equipado para 

epifluorescencia. Se utilizó un set de filtros ópticos que permiten el paso de luz a 

distintas longitudes de onda. El filtro de excitación de luz verde (λ = 503 - 548 nm) 

permitirá la excitación de la molécula 5-TAMRA-PEG3-azida cuya longitud de onda 

de excitación máxima es a 546 nm, emitiendo fluorescencia en una longitud de onda 

de 579 nm que corresponde a un color amarillo – anaranjado67. La presencia de 

fluorescencia en las nanopartículas indica la formación de un compuesto 1,2,3-

triazol en las secuencias de DNA (Fig. 33), con lo que comprobamos la 

incorporación del nucleótido EdU de tal manera que podemos detectar la presencia 

del DNA amplificado en los diferentes ciclos. 

 
Figura 33. Reacción “click” para el marcaje de EdU incorporado en las secuencias de DNA con 
el fluoróforo TAMRA. El grupo etinilo presente en la estructura del nucleótido EdU que se 
encuentra en las secuencias de DNA reacciona con el grupo azida del fluoróforo 5-TAMRA-
PEG3-azida para la formación de un compuesto 1,2,3-triazol que es detectado por microscopía 
de epifluorescencia. Tomado y modificado de Li, et. al. (2010)66. 

 

Todos los ensayos se realizaron, como ya se mencionó anteriormente, utilizando el 

DNA control y los oligonucleótidos de BC_p4, SC2_p3, SC2_p4 y SC2_p2, 

utilizando las mismas condiciones de amplificación variando los ciclos en 25, 20, 10 
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y 1 según el caso. Luego, se procedió con la inmovilización y marcaje, ajustando la 

concentración de fluoróforo de acuerdo con el número de ciclos de PCR utilizados, 

y se realizaron las observaciones al microscopio como se describió anteriormente 

(sección 5.10.). En todos los casos se realizaron experimentos con una secuencia 

conservada de la familia de los Betacoronovirus con y sin el nucleótido EdU, una 

secuencia específica del virus SARS-CoV-2 con y sin el nucleótido EdU y un control 

al cual no se le agregó DNA. 

En los experimentos con las secuencias de SC_p3 y BC_p4 se utilizaron las 

concentraciones de fluoróforo que se indican en la siguiente tabla: 

Tabla 13. Concentraciones del fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-Azida utilizadas para los 
experimentos con las secuencias de DNA de BC_p4 y SC2_p3. 

 Concentración stock 5-TAMRA-
PEG3-azida (µM) 

Concentración final en la 
reacción (µM) 

PCR 25 ciclos 1 3.6 

PCR 20 ciclos 1 2.5 

PCR 10 ciclos 0.1 0.25 

PCR 1 ciclo 0.1 0.25 

 

En el experimento donde se realizó la amplificación mediante PCR con 25 ciclos y 

utilizando una concentración final del fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-azida de 3.6 µM, 

se logró visualizar fluorescencia en las nanopartículas donde se encuentra 

inmovilizado el DNA que tiene incorporado el nucleótido EdU tanto para SC_p3 (Fig. 

34 A), como para BC_p4 (Fig. 34 C), estos resultados nos indican que es posible 

realizar la detección del DNA marcado con EdU con 25 ciclos. Por otra parte, la 

ausencia de fluorescencia en las secuencias sin EdU (Fig. 34 B y D) demuestra que 

el marcador fluorescente no se une inespecíficamente a las nanopartículas, 

evitando resultados falso-positivos, mientras que con el control sin DNA (Fig. 34 E) 

se verificó que el nucleótido EdU por sí solo no se une a las nanopartículas y, por lo 

tanto, no reacciona con el fluoróforo, evitándose también un falso positivo. 

Aun cuando se obtienen resultados favorables en la detección del DNA durante las 

observaciones, notamos fluorescencia en el fondo, incluso se observa en los 

alrededores de las nanopartículas que contienen las secuencias sin el nucleótido 

EdU (Fig. 34 B, D y E), esto tal vez es provocado por un exceso del fluoróforo y 

posiblemente, a que es necesario realizar un mayor número de lavados que 
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permitan eliminar por completo los residuos de éste, sin embargo, como se 

mencionó en la sección anterior, un aumento en el número de lavados significa la 

pérdida de nanopartículas.  

Adicionalmente, se realizaron pruebas de detección de fluoróforo en el microscopio 

sin las nanopartículas y se pudo detectar en concentraciones de 1 pM (datos no 

mostrados), lo que indica la sensibilidad del fluoróforo y la dificultad de eliminar la 

fluorescencia de fondo. Por lo anterior, en los siguientes experimentos se utilizó una 

concentración menor del fluoróforo y se realizó el tercer lavado utilizando agua libre 

de nucleasas sustituyendo el PBS 10 mM. 
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Figura 34. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de la detección del DNA marcado de 
BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanopartículas magnéticas. Imágenes representativas del DNA 
marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por PCR de 25 ciclos y observado por microscopía de 
epifluorescencia. Se utilizaron 10 µL de nanopartículas sin diluir y una concentración final del 
fluoróforo de 3.6 µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA 
sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.  
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Para los experimentos realizados con el PCR de 20 ciclos, se utilizó una 

concentración final del fluoróforo de 2.5 µM, después de realizar el marcaje se 

realizaron dos lavados con PBS 10 mM y un tercer lavado con agua libre de 

nucleasas. Con estas condiciones, nuevamente se logró detectar fluorescencia en 

las nanopartículas donde se encuentra inmovilizado el DNA que tiene incorporado 

el nucleótido EdU en SC_p3 (Fig. 35 A) y BC_p4 (Fig. 35 C), por lo cual, 

confirmamos que también es posible la detección del DNA marcado con EdU con 

20 ciclos. Además, se reafirma que el fluoróforo no se une inespecíficamente a las 

nanopartículas que contienen las secuencias sin EdU debido a la falta de 

fluorescencia en éstas (Fig. 35 B y D) y que el nucleótido EdU tampoco es capaz de 

unirse a las nanopartículas sin DNA y reaccionar con el fluoróforo (Fig. 35 E). Sin 

embargo, a pesar de las modificaciones realizadas en la concentración del marcador 

y los lavados, se siguió observando fluorescencia de fondo alrededor de las 

nanopartículas de la muestra sin DNA (Fig. 35 E), por esta razón, una vez más se 

modificó la concentración del fluoróforo.  
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Figura 35. Detección mediante microscopía de epifluorescencia del DNA marcado con TAMRA 
de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a nanopartículas magnéticas. Imágenes representativas del DNA 
marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por PCR de 20 ciclos y observado por microscopía de 
epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de nanopartículas sin diluir y una concentración final del 
fluoróforo de 2.5 µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA 
sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA.  
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Empleando las mismas condiciones que en el ensayo anterior con 20 ciclos, pero 

utilizando los productos de amplificación de 10 ciclos realizados por PCR y una 

concentración final del fluoróforo de 0.25 µM, nuevamente se logró la detección de 

fluorescencia en las nanopartículas donde se encuentran inmovilizadas las 

secuencias de DNA marcadas de SC2_p3 (Fig. 36 A) así como las de BC_p4 (Fig. 

36 C) y, como se esperaba, no se observó fluorescencia en las secuencias que no 

contienen el nucleótido EdU (Fig. 36 B y D). La fluorescencia que es perceptible en 

el panel B de la figura 36 no corresponde al tamaño de las nanopartículas por lo que 

podría tratarse de residuos del fluoróforo como se observó en la figura 27. Además, 

en el control sin DNA (Fig. 36 E) tampoco observamos fluorescencia que 

corresponda a la ubicación de las nanopartículas, únicamente se observa 

fluorescencia de fondo como en la figura 35 E aun cuando se modificó la 

concentración de fluoróforo.  

Por otra parte, debido a que en las concentraciones del fluoróforo TAMRA 

anteriormente probadas no se logra eliminar por completo el fondo, en este 

experimento se utilizó una concentración 10 veces menor del fluoróforo, con 

respecto a la concentración utilizada en los ensayos con el PCR de 20 ciclos, con 

la finalidad de que los residuos del fluoróforo no interfieran con los resultados. Con 

esta concentración menor se observó la disminución de los residuos en el fondo y 

en consecuencia menor fluorescencia. 
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Figura 36. Detección del DNA marcado con TAMRA de BC_p4 y SC2_p3. Imágenes 
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 amplificado por PCR de 10 ciclos, 
adsorbido en nanopartículas magnéticas y observado por microscopía de epifluorescencia. Se 
utilizó 1 µL de nanopartículas sin diluir y una concentración final del fluoróforo de 0.25 µM. A y 
C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y 
E, el control sin DNA. 
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Basándose en los resultados obtenidos en los experimentos con el PCR de 10 ciclos 

descritos anteriormente, en los ensayos realizados con las secuencias amplificadas 

por PCR de 1 ciclo usando las mismas condiciones, también se logró la detección 

del DNA marcado en las secuencias con EdU de SC2_p3 (Fig. 37 A) y BC_p4 (Fig. 

37 C), de igual manera no se observa fluorescencia en las nanopartículas que 

contienen las secuencias de DNA control sin EdU de SC2_p3 (Fig. 37 B) y BC_p4 

(Fig. 37 D), así como en el control sin DNA (Fig. 37 E), obteniéndose resultados 

similares a los experimentos con 25, 20 y 10 ciclos, con lo que se confirma que el 

método es aplicable con poco DNA (un solo ciclo).  

Además, se observó que menos nanopartículas exhiben fluorescencia, lo que se 

puede explicar con el hecho de que se amplifica menos DNA durante el único ciclo 

en la reacción de PCR, comparado con las amplificaciones de 10, 20 y 25 ciclos (ver 

tablas en anexo). 
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Figura 37. Detección del DNA marcado con TAMRA de BC_p4 y SC2_p3 adsorbido a 
nanopartículas magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p3 
amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL 
de nanopartículas en una dilución 1/10 y una concentración final del fluoróforo de 0.25 µM. A y 
C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y 
E, el control sin DNA. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos, la concentración de fluoróforo adecuada 

es de 0.25 µM debido a que con esta concentración es posible la detección de las 

secuencias de DNA obtenidas con 1 ciclo de PCR y también se observa menor 

fluorescencia de fondo. En el caso de los lavados posteriores al marcaje, como se 

mencionó anteriormente, lo ideal es realizar solo tres lavados, dos con PBS 10 mM 

y uno con agua libre de nucleasas. 

Con las condiciones establecidas anteriormente para las secuencias de SC2_p3 y 

BC_p4, se realizaron experimentos replicando estas condiciones consideradas las 

adecuadas para llevar a cabo la metodología, pero utilizando otra secuencia 

diferente que es SC2_p4 con la finalidad de establecer si estas condiciones son 

ideales usando diferentes secuencias. Como se observa en la figura 38, utilizando 

1 µL de nanopartículas sin diluir para la inmovilización de las secuencias de DNA 

de SC2_p4, se obtiene una mejor visualización al microscopio comparado con el 

experimento de la secuencia de SC2_p3 realizado anteriormente (Fig. 34). También 

se observa que al disminuir la concentración final del fluoróforo se logra una mejor 

visualización de la fluorescencia en las nanopartículas en contraste con los 

resultados obtenidos previamente, además, al sustituir el tercer lavado con agua 

libre de nucleasas en lugar de PBS 10 mM se logró disminuir el fondo de forma que 

apenas era perceptible en las imágenes.  

Como alternativa para eliminar la fluorescencia de fondo que todavía era visible, se 

probó lavar los portaobjetos con etanol 100% para remover cualquier componente 

que estuviera presente en la superficie y que pudiera estar interactuando con los 

residuos de las moléculas del fluoróforo, facilitando que se adhieran a su superficie. 

Con esta acción, se observa que hay una disminución de la fluorescencia 

inespecífica en el fondo.  
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Figura 38. Imágenes de epifluorescencia de la detección del DNA de BC_p4 y SC2_p4 
adsorbido a nanopartículas magnéticas y marcado con el fluoróforo TAMRA. Imágenes 
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p4 amplificado por PCR de 25 ciclos y 
observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de nanopartículas sin diluir y una 
concentración final del fluoróforo de 0.25 µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC 
marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 
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De igual manera, en los experimentos realizados con el PCR de 20 ciclos bajo las 

mismas condiciones, se obtuvieron resultados similares siendo más claramente 

visibles las nanopartículas donde se encuentra inmovilizado el DNA que tiene 

incorporado el nucleótido EdU marcado (Fig. 39 A y C), mientras que en las 

nanopartículas que contienen las secuencias sin EdU no se percibe fluorescencia 

(Fig. 39 B y D) así como en el control sin DNA (Fig. 39 E).  Aunque el lavado con 

etanol 100% de los portaobjetos no elimina por completo la fluorescencia de fondo, 

se nota una disminución en comparación con los experimentos anteriores donde no 

se realizaba ningún tratamiento.  
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Figura 39. Detección mediante microscopía de epifluorescencia del DNA marcado con TAMRA 
de BC_p4 y SC2_p4 adsorbido a nanopartículas magnéticas. Imágenes representativas del DNA 
marcado de BC_p4 y SC2_p4 amplificado por PCR de 20 ciclos y observado por microscopía de 
epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de nanopartículas sin diluir y una concentración final del 
fluoróforo de 0.25 µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a 
DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 
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Como se esperaba, en los experimentos usando los productos de amplificación de 

PCR obtenidos con 10 ciclos y las mismas condiciones probadas anteriormente, 

pero con una concentración final de fluoróforo de 0.25 μM, se logró nuevamente la 

detección de fluorescencia en las nanopartículas que tienen inmovilizadas las 

secuencias de DNA marcada de SC2_p3 (Fig. 40 A) y BC_p4 (Figura 40 C). Así 

mismo, las secuencias sin el nucleótido EdU y el control sin DNA no mostraron 

fluorescencia (Figura 40 B, D y E). 
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Figura 40. Detección del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p4 adsorbido a nanopartículas 
magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p4 amplificado por 
PCR de 10 ciclos y observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de 
nanopartículas sin diluir y una concentración final del fluoróforo de 0.25 µM. A y C, corresponden 
al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin 
DNA. 
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Para la detección de los productos de amplificación de PCR de 1 ciclo, se utilizó una 

concentración de 1/10 de nanopartículas magnéticas, así como una concentración 

final de fluoróforo de 0.25 μM, con estas condiciones se pudo detectar la presencia 

de fluorescencia en las nanopartículas que tienen inmovilizadas las secuencias de 

DNA marcada de SC2_p3 (Fig. 41 A) y BC_p4 (Figura 41 C), no así en las 

secuencias sin el nucleótido EdU y el control sin DNA no mostraron fluorescencia 

(Figura 41 B, D y E), obteniendo resultados semejantes a los experimentos 

anteriores. 
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Figura 41. Detección del DNA marcado con el fluoróforo TAMRA de BC_p4 y SC2_p4 
adsorbido a nanopartículas magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 
y SC2_p4 amplificado por PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se 
utilizó 1 µL de nanopartículas en una dilución 1/10 y una concentración final del fluoróforo de 
0.25 µM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje 
con EdU y E, el control sin DNA. 
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Con la finalidad de eliminar la fluorescencia de fondo que se ha mantenido a lo largo 

de todos los experimentos, se decidió modificar la forma en que se realizaban los 

lavados después de realizar el proceso de marcaje con el fluoróforo, por lo que al 

observar que después de realizar el último lavado (tercer lavado) con agua libre de 

nucleasas, la fluorescencia de fondo disminuye en comparación con los 

experimentos donde se realizan los tres lavados con PBS 10 mM, se realizaron 

ensayos efectuando los lavados únicamente con agua libre de nucleasas (Fig. 42).  

Debido a que en los experimentos anteriores donde se realizaba el último y único 

lavado con agua se lograba la detección de las secuencias de DNA marcadas sin 

perderlo, se esperaba que esta modificación del protocolo no interfiriera en la 

detección del DNA marcado y al mismo tiempo permitiera que se eliminaran por 

completo los residuos del fluoróforo que no reaccionaron y que se detectan en el 

fondo como ruido. Sin embargo, aunque con los lavados únicamente con agua no 

se observa fluorescencia de fondo, tampoco se logró detectar la fluorescencia en 

las nanopartículas que contienen las secuencias marcadas (Fig. 42 A y C), lo que 

indica que hay una pérdida de DNA.  

El DNA es soluble en una solución de baja fuerza iónica, como lo es el agua libre 

de nucleasas. Por lo que cuando se aplica este tipo de solución a una membrana 

de sílice, el DNA se libera de ésta32,68. Esto puede explicar porque se pierde el DNA 

cuando se lavan las nanopartículas con el DNA inmovilizado únicamente con agua 

después del marcaje. 

Para evitar que el DNA se liberara de las nanopartículas cuando se realizan los 3 

lavados con agua libre de nucleasas, se probó realizar los lavados con diferentes 

volúmenes de agua, en el primero se utilizaron 200 µL y en los siguientes dos, 100 

µL. 

 Aunque con esta modificación se logra eliminar por completo la fluorescencia de 

fondo, nuevamente  al realizar los lavados utilizando únicamente agua libre de 

nucleasas, sin importar el volumen, se pierden las secuencias de DNA, debido a lo 

cual, solo es recomendable realizar el último lavado con agua libre de nucleasas 

para disminuir los residuos del fluoróforo. 
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Figura 42. Imágenes de microscopía de epifluorescencia de las muestras de DNA de BC_p4 y 
SC2_p4 marcado con TAMRA después de los lavados con agua libre de nucleasas. Para la 
inmovilización del DNA se utilizó 1 µL de nanopartículas en una dilución 1/10, para el marcaje 
se utilizó una concentración final del fluoróforo de 0.25 µM y se realizaron 3 lavados con agua 
libre de nucleasas. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA 
sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 



85 
 

Después de realizar los experimentos con una nueva secuencia de SARS-CoV-2, 

con base en los resultados obtenidos con las dos secuencias SC2_p3 y SC2_p4, 

las condiciones que consideramos adecuadas para la detección de las secuencias 

amplificadas son: utilizar 1 µL de nanopartículas magnéticas sin diluir para la 

inmovilización de las secuencias amplificadas por PCR con 25, 20 y 10 ciclos, 

mientras que en los productos amplificados con 1 ciclo se recomienda usar 1 µL de 

una dilución 1/10. Asimismo, se sugiere emplear 100 µL de etanol 100% para la 

adsorción del DNA a las nanopartículas magnéticas y para realizar el marcaje de 

las secuencias una concentración final de 0.25 µM del fluoróforo TAMRA es 

adecuada para la detección del DNA de varias secuencias de forma que aun cuando 

se alcance a percibir fluorescencia de fondo, esta no interfiera.  

El tiempo empleado para realizar los lavados después de la reacción (30 minutos) 

para el marcaje del nucleótido EdU fue de alrededor de 15 minutos, para un total de 

45 minutos. Adicionalmente para la detección de las secuencias de DNA marcadas 

en el microscopio de epifluorescencia se necesitó un tiempo aproximado entre 10 a 

15 minutos, por lo que, el tiempo total de la metodología usando el fluoróforo 

TAMRA desde la preparación de las secuencias hasta la detección de la muestra 

es de 1 hora 45 minutos a 2 horas. 

 

6.4. Detección del nucleótido EdU en las secuencias de Betacoronavirus 

y SARS-CoV-2 mediante el fluoróforo Cumarina 

Aun cuando la metodología utilizando el fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-azida funciona 

con dos secuencias distintas de DNA de SARS-CoV-2 (SC2_p3 y SC2_p4) y con la 

secuencia conservada de la familia de los Betacoronavirus (BC_p4), se exploraron 

diferentes alternativas que permitieran mejorar la metodología de detección 

optimizando los métodos lavado y, al mismo tiempo, buscando una forma de 

eliminar la fluorescencia de fondo que todavía era perceptible con diferentes 

modificaciones al protocolo. Después de investigar diferentes opciones se decidió 

utilizar un nuevo fluoróforo teniendo en cuenta, además, el optimizar el tiempo en 
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que se realiza el marcaje de las secuencias de DNA y usando las mismas 

condiciones ya establecidas para la amplificación y la inmovilización del DNA.  

Li, K. et al.66 en 2010 reportó que durante la proliferación celular se puede detectar 

el DNA a través de la incorporación del nucleótido EdU y su posterior marcaje 

utilizando el fluoróforo 3-azido-7-hidroxicumarina (cumarina), un compuesto pro-

fluorogénico que da origen a un producto 1,2,3-triazol fluorescente (Fig. 43) sólo 

después de la reacción de cicloadición azida-alquino catalizada por cobre (CuAAC).  

Con este nuevo método se elimina la fluorescencia residual ya que las moléculas 

del fluoróforo que no han reaccionado son ópticamente inactivas. Por lo tanto, el 

procedimiento no requiere extensos pasos de lavado para eliminar los residuos que 

no reaccionaron, lo que permite una visualización inmediata después de la reacción. 

 
Figura 43. Reacción “click” para el marcaje de EdU incorporado en las secuencias de DNA con 
el fluoróforo cumarina. El grupo etinilo presente en la estructura del nucleótido EdU que se 
encuentra en las secuencias de DNA reacciona con el grupo azida del fluoróforo 3-azido-7-
hidroxicumarina para la formación de un compuesto 1,2,3-triazol que es detectado por 
microscopía de epifluorescencia. Tomado y modificado de Li, et. al. (2010)66.  

 

En primer lugar, se realizaron ensayos para determinar la concentración mínima en 

la cual se podía detectar el fluoróforo 3-azido-7-hidroxicumarina en el microscopio. 

En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 10 µL del nucleótido EdU y 10 µL de la 

solución de marcaje, a continuación, se dejó incubando a temperatura ambiente 

protegido de la luz durante 30 minutos. Una vez terminado este tiempo, se colocó 1 

µL de la mezcla del microtubo en un portaobjetos previamente lavado con etanol 

100% y se observaron en el microscopio (Fig. 44 A), la concentración final del 

fluoróforo en la reacción fue de 25 µM. Después, con la menor exposición a la luz 

posible se realizó una dilución 1/10 de la muestra original para obtener una 

concentración del fluoróforo igual a 2.5 µM (Fig. 44 B) donde todavía es posible 
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observar fluorescencia. Posteriormente se realizó una segunda dilución 1/10 a partir 

de la primera dilución (Fig. 44 C) para una concentración igual a 0.25 µM, en donde 

ya no se detectó fluorescencia, por lo tanto, de acuerdo con estos ensayos, la 

concentración mínima del fluoróforo cumarina que puede ser detectada en el 

microscopio es cercano a los 2.5 µM.  

 
Figura 44. Ensayos de concentración para la detección del fluoróforo 3-azido-7-
hidroxicumarina (cumarina). A) Concentración 25 µM, B) Dilución 1/10 concentración 2.5 µM y 
C) Dilución 1/100 concentración 0.25 µM.  

 

Una vez que se determinó la concentración de cumarina que puede detectarse en 

el microscopio, se realizaron los experimentos para determinar si el nuevo fluoróforo 

funciona bajo las condiciones ya establecidas de la metodología con TAMRA. 

Para llevar a cabo los ensayos se utilizó una nueva secuencia de DNA de SC2, 

SC2_p2, al igual que en los experimentos anteriores, los ensayos se realizaron 

usando la secuencia SC2_p2 con y sin el nucleótido EdU, así como la secuencia de 

BC_p4 con y sin el nucleótido EdU y el control sin DNA. La preparación de la mezcla 

se PCR se realizó como se indica en la tabla 6 y la amplificación de las secuencias 

de DNA se realizó bajo las siguientes condiciones de PCR: 

Tabla 14. Condiciones de la reacción de PCR para la amplificación de las secuencias de 
SC2_p2 y BC_p4. 

Paso Temperatura (°C) Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 3 minutos 

Ciclos 
25 y 1 

Desnaturalización 94 45 segundos 

Alineamiento 68 30 segundos 

Extensión 72 90 segundos 

Extensión Final 72 10 minutos 
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Al finalizar la reacción de PCR, los 25 µL de la reacción con los productos de 

amplificación se colocaron en microtubos de 1.5 mL los cuales tenían 1 µL de 

nanopartículas sin diluir para los productos amplificados por PCR con 25 ciclos y 1 

µL de una dilución 1/10 para los productos obtenidos por PCR con 1 ciclo. A 

continuación, se agregaron 100 µL de etanol 100% y se colocaron en el vortex por 

5 minutos a 1100 rpm, se centrifugaron por 15 segundos y se colocaron en el 

MagRack™6 para eliminar el etanol. Posteriormente se agregaron 100 µL del buffer 

de lavado 1 (incluido en el kit Pure DNA Plant), se colocaron en vortex por 1 minuto 

a 1100 rpm, se centrifugaron 15 segundos, se colocaron en el MagRack por 2 

minutos para eliminar el sobrenadante, después se agregaron 100 µL del buffer de 

lavado 2 (incluido en el kit Pure DNA Plant) y se repitió el procedimiento del primer 

lavado. 

Para realizar el marcaje de las secuencias que se encuentran adsorbidas en las 

nanopartículas, se utilizó una concentración de 0.5 mM del fluoróforo cumarina, se 

decidió utilizar esta concentración debido a que es la adecuada para realizar la 

detección del DNA cuando tiene incorporado EdU (datos no mostrados). La solución 

de marcaje se preparó como se indica en la siguiente tabla: 

Tabla 15. Componentes de la solución de marcaje con el fluoróforo 3-azido-7-hidroxicumarina. 

Material Número de Ensayos: 1 

PBS 43.8 μL 

Solución Catálisis 1 μL 

Fluoróforo 3-azido-7-hidroxicumarina (10 

mM) 

0.5 μL 

Buffer aditivo (10x) 5 μL 

Volumen total  50 μL 

IMPORTANTE: Si los componentes no se agregan en el orden indicado, la reacción no se 
desarrollará de manera óptima: una vez preparado se debe utilizar inmediatamente o al menos 
en los próximos 15 minutos.  

 

Se agregaron 10 μL de la solución de marcaje preparada en cada microtubo y se 

incubó durante 30 minutos en el vortex a 500 rpm, a temperatura ambiente y 

protegido de la luz; transcurrido este tiempo y con la menor exposición a la luz, se 

colocaron nuevamente los microtubos en el MagRack™6 por 2 minutos para 

eliminar los 10 µL de la solución de marcaje. No se realizaron lavados para eliminar 

los residuos del fluoróforo sin reaccionar. Para la observación en el microscopio 

Nikon Eclipse® Ti-E, las nanopartículas se resuspendieron en 10 µL de agua libre 
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de nucleasas, a continuación, se tomó 1 µL de cada uno de los microtubos y se 

colocó en un portaobjetos que previamente se lavó con etanol 100% y se eliminó el 

líquido (agua) en que se encontraban suspendidas. 

En esta ocasión se utilizó un set de filtros ópticos para DAPI. El filtro de excitación 

de luz verde (λ = 370 - 420 nm) permitirá la excitación de la molécula 3-azido-7-

hidroxicumarina cuya longitud de onda de excitación máxima es a 404 nm, 

emitiendo fluorescencia en una longitud de onda de 477 nm que corresponde a un 

color azul. 

Bajo las condiciones descritas, en el primer experimento utilizando los productos de 

amplificación por PCR con 25 ciclos y una concentración final del fluoróforo 

cumarina de 0.5 mM, se detectó fluorescencia en las nanopartículas que contienen 

las secuencias de DNA marcadas de SC2 y BC (Fig. 45 A y C), en el caso de las 

secuencias control, así como el control sin DNA no se detecta fluorescencia alguna 

(Fig. 45 B, D y E). Además, con el fluoróforo cumarina no se observó fluorescencia 

de fondo como se había visto en los experimentos utilizando el fluoróforo TAMRA, 

confirmando que no es necesario realizar los lavados para eliminar las moléculas 

del fluoróforo que no reaccionaron como ya lo había reportado Li, K. et. al., en 

201066.  
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Figura 45. Detección mediante microscopía de epifluorescencia del DNA marcado con 
cumarina de BC_p4 y SC2_p2 adsorbido a nanopartículas magnéticas. Imágenes 
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 amplificado por PCR de 25 ciclos y 
observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de nanopartículas sin diluir y una 
concentración final del fluoróforo de 0.5 mM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados 
con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 
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Con la confirmación de que la metodología también es aplicable con el fluoróforo 

cumarina, en los siguientes experimentos utilizando las secuencias amplificadas por 

PCR con 25 y 1 ciclo se empleó una concentración final del fluoróforo cumarina de 

1 mM (tabla 16), esto con el propósito de mejorar la eficacia en el marcaje. 

Tabla 16. Componentes de la solución de marcaje con el fluoróforo 3-azido-7-hidroxicumarina 
para una concentración final de 1 mM. 

Material Número de Ensayos: 1 

PBS 43.8 μL 

Solución Catálisis 1 μL 

Fluoróforo 3-azido-7-hidroxicumarina (10 

mM) 

0.5 μL 

Buffer aditivo (10x) 5 μL 

Volumen total  50 μL 

 

Los experimentos con los productos de PCR con 20 y 10 ciclos no se llevaron a 

cabo ya que el objetivo de este trabajo es lograr la detección del DNA amplificado 

con 1 ciclo al igual que con el fluoróforo TAMRA. 

En el experimento con las secuencias amplificadas por PCR con 25 ciclos y una 

concentración final del fluoróforo cumarina de 1 mM, se logró observar fluorescencia 

en las nanopartículas donde se encuentra  inmovilizado el DNA que tiene 

incorporado el nucleótido EdU tanto para SC2_p2 (Fig. 46 A), como para BC_p4 

(Fig. 46 C), estos resultados nos indican que es posible realizar la detección del 

DNA marcado con EdU con 25 ciclos. Por otra parte, aún con el aumento en la 

concentración del fluoróforo no se logra detectar fluorescencia en las secuencias 

sin EdU (Fig. 46 B y D) así como en el control sin DNA (Fig. 46 E). 
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Figura 46. Imágenes de microscopía de epifluorescencia para la detección del DNA de BC_p4 
y SC2_p2 adsorbido a nanopartículas magnéticas marcado con cumarina. Imágenes 
representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 amplificado por PCR de 25 ciclos y 
observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de nanopartículas sin diluir y una 
concentración final del fluoróforo de 1 mM. A y C, corresponden al DNA de SC2 y BC marcados 
con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, el control sin DNA. 
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En el experimento donde se utilizaron las secuencias amplificadas por PCR con 1 

ciclo, se pudo observar fluorescencia en las nanopartículas donde se encuentra  

inmovilizado el DNA que tiene incorporado el nucleótido EdU tanto para SC2_p2 

(Fig. 47 A), como para BC_p4 (Fig. 47 C), estos resultados nos indican que es 

posible realizar la detección del DNA marcado con EdU con 1 ciclo de amplificación. 

Además, aún con el aumento en la concentración del fluoróforo, no se logra detectar 

fluorescencia en las secuencias sin EdU (Fig. 47 B y D) y en el control sin DNA (Fig. 

47 E) y al igual que en la metodología con el fluoróforo TAMRA, se observa una 

menor cantidad de nanopartículas que tiene adheridas las secuencias de DNA 

amplificadas por PCR con 1 ciclo (Fig. 47 A y C).  
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Figura 47. Detección del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 adsorbido a nanopartículas 
magnéticas. Imágenes representativas del DNA marcado de BC_p4 y SC2_p2 amplificado por 
PCR de 1 ciclo y observado por microscopía de epifluorescencia. Se utilizó 1 µL de 
nanopartículas en una dilución 1/10 y una concentración final del fluoróforo de 1 mM. A y C, 
corresponden al DNA de SC2 y BC marcados con EdU; B y D a DNA sin marcaje con EdU y E, 
el control sin DNA. 
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Los resultados obtenidos demuestran que la metodología se lleva a cabo con éxito 

utilizando diferentes secuencias de DNA de SC2, al igual que se pueden emplear 

diferentes fluoróforos para realizar el marcaje, sin embargo, la principal ventaja de 

usar la cumarina como marcador es que no se requieren de lavados para eliminar 

las moléculas que no reaccionaron con el EdU incorporado a la secuencia de DNA 

y que tienen como resultado la fluorescencia en el fondo que si se observa en 

TAMRA, lo que permite un menor tiempo en la realización de la metodología. El 

eliminar los lavados para quitar los residuos del fluoróforo, permite que los tiempos 

empleados en la realización de la metodología sean más cortos, ya que con esta 

metodología se emplean aproximadamente 15 minutos menos que con la 

metodología empleando TAMRA.  

Tabla 17. Comparación de los tiempos requeridos en cada paso de la metodología 
empleando los fluoróforos TAMRA y Cumarina.  

 TAMRA CUMARINA 

Preparación de secuencias 
de DNA y reacción de PCR 

(1 ciclo) 

45 minutos 45 minutos 

Inmovilización de las 
secuencias de DNA 

15 minutos 15 minutos 

Reacción CuAAC para el 
marcaje de las secuencias 

30 minutos 30 minutos 

Lavados para eliminar 
residuos del fluoróforo 

15 minutos NA 

Detección de las secuencias 
marcadas 

10 a 15 minutos 10 a 15 minutos 

TIEMPO TOTAL 120 minutos / 2 horas 105 minutos / 1 hora 45 
minutos 
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7. CONCLUSIONES 

Se determinó que la temperatura de alineamiento (Ta) adecuada para llevar a cabo 

la reacción de PCR con las secuencias de DNA de SARS-CoV-2 y Betacoronavirus 

y los oligonucleótidos utilizados es de 68°C, con la cual se elimina la aparición de 

fragmentos inespecíficos. 

La cantidad apropiada de nanopartículas para la inmovilización de los productos 

amplificados y su posterior visualización por microscopía de epifluorescencia es de 

1 µL sin diluir para PCR con 25, 20 y 10 ciclos, y 1 µL de una dilución 1/10 para 

PCR con 1 ciclo. Utilizar diluciones mayores dificulta el manejo de las nanopartículas 

al perderse en los lavados después de realizar el marcaje. 

La concentración adecuada para realizar el marcaje de las secuencias de DNA con 

el fluoróforo 5-TAMRA-PEG3-azida es de 0.25 µM. Con esta concentración se 

pueden detectar las secuencias de DNA, permitiendo que la fluorescencia de fondo 

que aún es perceptible no interfiera con la detección. En el caso del fluoróforo 3-

azido-7-hidroxicumarina al ser una molécula que no emite fluorescencia antes de la 

reacción de click, la concentración recomendada es de 1 mM. 

Con la metodología y las condiciones descritas en el presente trabajo se logró la 

detección de las secuencias de DNA de SARS-CoV-2 y Betacoronavirus que 

contienen el nucleótido EdU obtenidas por PCR con 25, 20, 10 y 1 ciclo. Para la 

metodología con el fluoróforo TAMRA el tiempo estimado para realizarla es 

alrededor de 2 horas, mientras que con el fluoróforo cumarina el tiempo aproximado 

es de 1 hora y 45 minutos. 
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Las secuencias de DNA y los oligonucleótidos utilizados en el presente trabajo de 

tesis fueron especialmente diseñados para realizar los experimentos, debido a que 

el genoma de virus SARS-CoV-2 es RNA, por lo que el siguiente paso sería verificar 

si la metodología es aplicable utilizando el DNA complementario (cDNA) obtenido 

después de realizar la transcripción inversa a partir del genoma del virus. 

Con el desarrollo de kits comerciales (Sera-Xtracta Virus/Pathogen kit; Cytiva69,70) 

de nanopartículas enfocados en la purificación del RNA del virus SARS-CoV-2 se 

podría probar el utilizar estos kits para complementar la metodología aportada en el 

presente trabajo, ya que algunas de las ventajas de estos nuevos kits es que el 

proceso y extracción del RNA se puede completar en menos de 60 minutos. 

Además, se pueden realizar experimentos utilizando ligandos que optimicen el 

tiempo en que se lleva a cabo la reacción CuAAC, donde el tiempo de reacción 

podría disminuir de 30 a 20 / 15 minutos. 
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https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/dna-rna-purification-analysis/automated-purification-extraction/sars-cov-2-nucleic-acid-extraction.html
https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/dna-rna-purification-analysis/automated-purification-extraction/sars-cov-2-nucleic-acid-extraction.html


105 
 

10.   ANEXO 

 

Tabla 1S. Cálculo teórico del número de moléculas de DNA de BC_p4 en los 
ciclos de PCR. 

Ciclos de 
PCR 

Número de moléculas 
de DNA por ciclo 

Porcentaje de 
Timina (%) 

Número de Timina 
por ciclo 

0 7.93x1010 38.71 3.07x1010 

1 7.93x1010 38.71 3.07x1010 

10 4.06x1013 38.71 1.57x1013 

20 4.16x1016 38.71 1.61x1016 

25 1.33x1018 38.71 5.15x1017 

  

Tabla 2S. Cálculo teórico del número de moléculas de DNA de SC2_p2 en los 
ciclos de PCR. 

Ciclos de 
PCR 

Número de moléculas 
de DNA por ciclo 

Porcentaje de 
Timina (%) 

Número de Timina 
por ciclo 

0 7.86x1010 33.63 2.64x1010 

1 7.86x1010 33.63 2.64x1010 

10 4.02x1013 33.63 1.35x1013 

20 4.12x1016 33.63 1.39x1016 

25 1.32x1018 33.63 4.43x1017 
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Tabla 3S. Cálculo teórico del número de moléculas de DNA de SC2_p3 en los 
ciclos de PCR. 

Ciclos de 
PCR 

Número de moléculas 
de DNA por ciclo 

Porcentaje de 
Timina (%) 

Número de Timina 
por ciclo 

0 9.57x1010 36.36 3.48x1010 

1 9.57x1010 36.36 3.48x1010 

10 4.90x1013 36.36 1.78x1013 

20 5.02x1016 36.36 1.82x1016 

25 1.61x1018 36.36 5.84x1017 

  

Tabla 4S. Cálculo teórico del número de moléculas de DNA de SC2_p4 en los 
ciclos de PCR. 

Ciclos de 
PCR 

Número de moléculas 
de DNA por ciclo 

Porcentaje de 
Timina (%) 

Número de Timina 
por ciclo 

0 8.84x1010 39.28 3.47x1010 

1 8.84x1010 39.28 3.47x1010 

10 4.53x1013 39.28 1.78x1013 

20 4.63x1016 39.28 1.82x1016 

25 1.48x1018 39.28 5.83x1017 
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Figura 1S. Espectro de Fluorescencia de TAMRA. Imagen tomada de la ficha de datos 
del reactivo en https://www.baseclick.eu/product/5-carboxytetramethylrhodamine-
peg3-azide-5-tamra-peg3-azide/  

 

 

Figura 2S.  Espectro de Fluorescencia de Cumarina. Imagen tomada y modificada de 
Linhorst, M., Wattjes, J. & Moerschbacher, B. (2021). Chitin Deacetylase as a 
Biocatalyst for the Selective N-Acylation of Chitosan Oligo- and Polymers. ACS 
Catal. 11, 23, 14456–14466. https://doi.org/10.1021/acscatal.1c04472  

 

https://www.baseclick.eu/product/5-carboxytetramethylrhodamine-peg3-azide-5-tamra-peg3-azide/
https://www.baseclick.eu/product/5-carboxytetramethylrhodamine-peg3-azide-5-tamra-peg3-azide/
https://doi.org/10.1021/acscatal.1c04472
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Figura 3S.  Región del genoma de SARS-CoV-2 que se amplifica con los oligos FW y 
RV de BC_p4, empleados en este trabajo. 



109 
 

  

Figura 4S.  Región del genoma de SARS-CoV-2 que se amplifica con los oligos FW y 
RV de SC_p2 empleados en este trabajo. 
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Figura 5S.  Región del genoma de SARS-CoV-2 que se amplifica con los oligos FW y 
RV de SC_p3 empleados en este trabajo. 
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Figura 6S.  Región del genoma de SARS-CoV-2 que se amplifica con los oligos FW y 
RV de SC_p4 empleados en este trabajo. 




