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RESUMEN

Objetivo: La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el
comportamiento de los anticuerpos IgM e IgG en pacientes convalecientes por
SARS-CoV-2 en el Cercado de Lima y determinar como estos anticuerpos varian
en respuesta a la infeccion, considerando factores como la edad, el sexo, los
antecedentes médicos y el tiempo de convalecencia. Metodologia: Es un estudio
observacional y analitico; prospectivo, de corte longitudinal, con un alcance
descriptivo y un enfoque cuantitativo. Se recopilaron datos de 52 pacientes
convalecientes que cumplieron con criterios de inclusién y exclusién; donde se
utilizé la técnica de ELISA indirecto para medir los niveles de IgM e IgG en suero
en dos momentos diferentes: al inicio del estudio y después de un mes.
Resultados: El estudio revel6 que la mayoria de los pacientes convalecientes
presentaban niveles significativos de IgG en ambas pruebas, pero los niveles de
IgM tendian a disminuir con el tiempo. Se observaron diferencias significativas en
la disminucién de IgM en funcién del sexo y la edad, con una reduccion mas
pronunciada en mujeres y grupos de edad mas jovenes. Ademas, se encontraron
diferencias en la respuesta de IgM segun los antecedentes médicos de los
pacientes. Los niveles de IgG también mostraron una disminucién significativa en
el porcentaje de pacientes con niveles superiores a 100 Ul/mL en la segunda
prueba realizada después de un mes. Conclusion: El estudio concluye que la
respuesta de los anticuerpos IgM disminuye con el tiempo en pacientes
convalecientes por SARS-CoV-2, siendo mas marcada en el sexo femenino, grupos
de edad mas jévenes y pacientes con ciertos antecedentes médicos. Ademas, la
respuesta de IgG también disminuye con el tiempo. Estos hallazgos sugieren que
la inmunidad podria disminuir en pacientes convalecientes por SARS-CoV-2 con el
tiempo, lo que tiene implicaciones importantes para la inmunidad natural y las

estrategias de vacunacion.

Palabras clave: anticuerpos, IgM, 1gG, convalecencia, SARS-CoV-2, ELISA.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to determine the behaviour of IgM and IgG
antibodies in patients convalescing from SARS-CoV-2 in Cercado de Lima and to
determine how these antibodies vary in response to infection, considering factors
such as age, sex, medical history and convalescence time. Methodology: This is
an observational and analytical study; prospective, longitudinal, with a descriptive
scope and a quantitative approach. Data were collected from 52 convalescent
patients who met inclusion and exclusion criteria; where the indirect ELISA
technique was used to measure IgM and IgG levels in serum at two different times:
at the beginning of the study and after one month. Results: The study revealed that
most convalescent patients had significant IgG levels in both tests, but IgM levels
tended to decrease over time. Significant differences in IgM decline were observed
according to sex and age, with a more pronounced decline in women and younger
age groups. In addition, differences in IgM response were found according to
patients' medical history. 1gG levels also showed a significant decrease in the
percentage of patients with levels above 100 IU/mL in the second test performed
after one month. Conclusion: The study concludes that the IgM antibody response
decreases over time in patients convalescing from SARS-CoV-2, being more
marked in the female sex, younger age groups and patients with certain medical
histories. In addition, the IgG response also declines over time. These findings
suggest that immunity may decrease in convalescent SARS-CoV-2 patients over
time, which has important implications for natural immunity and vaccination

strategies.

Keywords: antibodies, IgM, IgG, convalescence, SARS-CoV-2, ELISA.
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. INTRODUCCION

I.1. Planteamiento del problema

En el Peru para finales de octubre del afo 2020, mas del 2% de la poblacion
peruana se encontraba contagiada por SARS-CoV-2, dicha afeccién “COVID-19”
se consider6 una pandemia; donde fueron mas de 904,911 personas contagiadas
y 34,357 pacientes recuperados segun el Centro Nacional de Epidemiologia,
Prevencién y Control de Enfermedades (CDC), MINSA .

La poblacién sintomatica con SARS-CoV-2 es aquella que manifiesta los sintomas
de la afeccién, como: fiebre, pérdida del parcial del gusto o del olfato, cansancio,
tos seca, malestar general, diarrea, dolor de cabeza, dolor o presién en el pecho,
erupciones cutaneas, conjuntivitis, dificultad respiratoria, dolor de garganta. Esta
poblacidn sintomatica puede ser diagnosticadas eficientemente por las pruebas RT-
PCR, prueba diagnéstica por imagenes o pruebas rapidas y serolégicas.

Los pacientes convalecientes son aquellos que se han recuperado de una
enfermedad y tienen anticuerpos neutralizantes generados por el sistema inmune
y que estos se encuentran circulando en el plasma o suero de los individuos que
lograron superar esta enfermedad incluso por més de 120 dias posteriores a su alta
2.

La prueba de inmunoglobulinas examina la concentracién en sangre de diversas
formas de anticuerpos. La IgM es el primer anticuerpo que crea el organismo por lo
que en una infeccion virica por SARS-CoV-2 da inicio a su produccion regularmente
dentro del 3er y 9no dia, posteriormente activan al complemento a través de la via
clasica para la opsonizacion de las células afectadas por el agente viral 8. Por otro
lado, segun Kindt et al.* la inmunoglobulina IgG representa la variedad mas
abundante de anticuerpos presentes en el cuerpo, dado que constituye
aproximadamente un 80% de la totalidad de las inmunoglobulinas séricas. De
manera general estas IgG protegen contra las infecciones ocasionadas por
microrganismos °. Es importante destacar que la IgG se genera en etapas

posteriores, o que podria no ser beneficioso para la persona, ya que, en el contexto



de una infeccion por COVID-19, un retraso en la activacién de la respuesta de
anticuerpos se vincula con un pronéstico negativo. Este retraso se debe a una
generacion deficiente de anticuerpos eficaces, consecuencia de la extenuacion de

las células T CD4+, lo que a su vez retrasa la reduccién de la carga viral 2.

El ELISA es una técnica utilizada ampliamente en inmunologia para identificar la
existencia de antigenos o anticuerpos en una muestra bioloégica, donde uno de los
componentes inmunolégicos se inmoviliza esencialmente en una fase sdélida, en los
pocillos de placa ELISA. La enzima vinculada que suele ser peroxidasa de rabano
picante o fosfatasa alcalina, desarrolla color cuando el sustrato es afadido, que
puede cuantificarse con un espectrofotémetro conocido como lector de Elisa ©.

Es importante resaltar que se ejecutd una investigacion relativo al diagnostico de la
COVID-19 utilizando el método de ELISA. En el cual se demostr6 una mayor
especificidad en las investigaciones a nivel de muestra. Las proteinas de superficie
y de nucleocéapside aumentaron la especificidad y sensibilidad. Por consiguiente, la
combinacion de estas proteinas perfecciona la precisiéon diagnéstica, sin embargo,

se necesitan mas estudios para validar y verificar la importancia clinica .

A nivel mundial en paises como China, Egipto, EE. UU, Alemania, Inglaterra,
Portugal, Islandia, Venezuela, entre otros; existen estudios que demuestran una
presencia del anticuerpo IgG en pacientes convalecientes por un promedio de 3 a

6 meses aproximadamente.

En el Perd no se han podido evidenciar estudios donde se evallen anticuerpos IgM
e IgG en pacientes convalecientes, 0 que se realice un monitoreo sabiendo que
existian aproximadamente 34,357 pacientes recuperados y solo en Lima a finales
de octubre del 2020 existian 904,911 casos positivos para COVID-19
diagnosticados a través de pruebas PCR y pruebas rapidas, reportado por el CDC
del MINSA .

La poblacién peruana se guiaba en base a estudios desarrollados en otros paises

diferentes al nuestro, ya que no se ha evidenciado un monitoreo por parte del



estado para todos los grupos de personas que tuvieron esta enfermedad y se
recuperaron. Al persistir con esta situacion, surge el hecho de que algunas
personas, debido a la falta de informacién, tienen la creencia de tener una forma de
inmunidad adquirida al haber experimentado la enfermedad previamente. Esto
llevaria a pensar que estan protegidas contra la infeccidén durante ese periodo. No
obstante, es crucial destacar que haber sufrido la enfermedad no garantiza en todos
los casos que no pueda producirse un posterior contagio por la misma enfermedad.
Por ello con este trabajo de investigacion se busca determinar el comportamiento
de la IgM e IgG mediante el inmunoensayo ELISA indirecto en la etapa de la
convalecencia de los pacientes, asi mismo determinar su comportamiento de los
anticuerpos IgM e IgG segun edad, sexo y antecedentes y asi poder comprobar si
es posible detectar la presencia de estas inmunoglobulinas después de varios
meses de haber sido contagiados.

I.1.1. Formulacién del problema de investigacion:

e ;Cuales seran los valores de IgM e IgG en pacientes convalecientes por
SARS-CoV-2 mediante el inmunoensayo ELISA indirecto procedentes

del Cercado de Lima, en el periodo de abril a mayo del 20227



1.2. Objetivos

1.2.1. Obijetivo general

Determinar el comportamiento de los anticuerpos IgM e IgG mediante el

inmunoensayo ELISA indirecto en pacientes convalecientes por SARS-CoV-2

procedentes del Cercado de Lima.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Determinar el comportamiento de los anticuerpos IgM e IgG segun la edad
y sexo de los pacientes convalecientes por SARS-CoV-2.

2. Describir el comportamiento de IgM e IgG segun los antecedentes de los
pacientes convalecientes por SARS-CoV-2.

3. Describir el comportamiento de IgM e IgG segun tiempo de convalecencia
por SARS-CoV-2.

4. Comparar los valores de IgM e IgG de la primera y segunda determinacién
en pacientes convalecientes por SARS-CoV-2.



1.3. Importancia y alcance de la investigacion

ElI COVID-19 es una afeccion pandémica que ocasion6 casi 15 millones de decesos
en todo el mundo entre el 2020 y el 2021, asi informo la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) 8. EI SARS-CoV-2 es un coronavirus de reciente aparicion que
causa la afeccién del COVID-19. La OMS ha clasificado esta epidemia como una
emergencia de salud publica mundial. Actualmente, no se tiene informacién acerca
de si los pacientes que superan la infeccion causada por el virus SARS-CoV-2 estan
total o parcialmente protegidos frente a futuras infecciones, asi como la durabilidad
de la inmunidad protectora. En respuesta a una infeccién, el sistema inmunitario
genera anticuerpos especificos para las proteinas que la componen. Se ha
informado de que los anticuerpos totales son los primeros marcadores detectables
en sangre, seguidos de IgM e IgG, y que el tiempo medio de seroconversion se
produce entre 15, 18 y 20 dias después de la infeccion. En el Pert mas de 900 mil
personas se han sido contagiadas de las cuales mas de 34 mil se ha recuperado
desde marzo a octubre del 2020 . Las cuales han sido diagnosticadas por pruebas
rapidas y pruebas moleculares (PCR), teniendo en cuenta que las pruebas
moleculares tienen alta especificas y alta sensibilidad, detectando al virus en las
primeras fases; a diferencia de las pruebas rapidas detectan
anticuerpos producidos frente al virus, teniendo limitaciones por la gran cantidad de
resultados falsos positivos que generan.

La IgM es el anticuerpo inicial que el organismo crea para contrarrestar una nueva
infeccion, se localiza sobre todo en la sangre y el liquido linfatico. Por lo que en una
infeccion por COVID-19 desde que el organismo reconoce al virus, los linfocitos B
situados en las zonas extrafoliculares se activan inmediatamente, luego proliferan
y se suelen diferenciarse a una velocidad alta para posteriormente producir oleadas
de “linfocitos B plasmaticos” los cuales secretan inmensas cantidades de
anticuerpos IgM 9. Sin embargo, las IgM como anticuerpos neutralizantes mas
eficientes ocupan un lugar por detras de las IgG y las IgA ya que las IgM antes
mencionadas son menos labiles por su estructura pentamérica y elevado peso

molecular 19,



La IgG por otra parte es un anticuerpo que se desarrolla en los primeros 5-15 dias
desde la aparicién de los sintomas. Es necesario precisar que, en algunos casos,
niveles elevados persistentes de IgG pueden estar asociados con enfermedades
cronicas o autoinmunes, en el cual el sistema inmunoldgico puede estar en un
estado de activacion continua %12, Se sabe que las IgG protegen contra las
infecciones ocasionadas por microrganismos ° sin embargo, estos anticuerpos IgG
se generan en etapas posteriores, o que podria no ser beneficioso para la persona,
ya que la activacién retrasada de la respuesta de anticuerpos se vincula con un

prondstico negativo 3.

En circunstancias habituales, las inmunoglobulinas IgM e IgG en los tejidos
actuarian para inactivar a los virus al detener sus procesos proteicos infecciosos,
especificamente, la proteina S. Esto resultaria en la prevencion de la infeccidén de
las células y la interrupcion del ciclo del virus, lo que finalmente llevaria a su
eliminacién 0. Sin embargo, existe un fendmeno llamado “empeoramiento de la
enfermedad debido a anticuerpos” que se ha observado en casos graves de
pacientes con COVID-19 conocido también como ADE por sus siglas en ingles.
Esto sucede cuando los anticuerpos facilitan la entrada del virus en las células del
huésped. En esta situacion, los anticuerpos primero se adhieren al virus y luego se
conectan con los receptores Fc de una IgG que estan presentes en células del
sistema inmunoldgico. De esta manera, los anticuerpos actian como intermediarios
en la entrada del virus en estas células. En resumen, la ADE (Antibody-Dependent
Enhancement) promueve la captacién celular de complejos virus-anticuerpo a
través del receptor FcR y otros receptores, lo que facilita la infeccién viral y, como

resultado, estimula las respuestas inflamatorias y la replicacion continua del virus
13

Existen diversos estudios a nivel mundial donde evaluan el comportamiento de la
IgM e IgG en pacientes convalecientes, pero no se ha encontrado reportes de
estudios realizados en Perl, donde se haga un monitoreo de estos pacientes
convalecientes. En estos estudios indican la desaparicién de la IgM en el primer
mes después del contagio y un rango entre 3 a 6 meses de duracién aproximada

de los IgG en los pacientes convalecientes 41516,



Esta prueba de ELISA es cuantitativa, la diluciéon de la muestra (valoracién de
anticuerpos) produce una concentracidn relativa de anticuerpos. Las pruebas
ELISA directas, indirectas y en sandwich detectan anticuerpos para lo cual se
utilizan placas de microtitulacién. En el ELISA indirecto, los pocillos de la placa se
recubren con antigeno virico, después se afade la muestra del paciente y los
anticuerpos se adhieren a los antigenos fijados. A continuacidén, se anade un
conjugado de una enzima (por ejemplo, peroxidasa) unida covalentemente a un
anticuerpo que reconoce la inmunoglobulina capturada anteriormente. Un sustrato
cromogénico reacciona con el conjugado enzimatico para desarrollar color que
puede medirse con un espectrofotometro. El ELISA tipo sdndwich es una variante
del ELISA directo en la que los antigenos viricos se unen a los anticuerpos
especificos del virus que ya se han adherido a la placa de microtitulacion. Estas
pruebas pueden valorar las concentraciones de anticuerpos diluyendo la muestra.
Cada prueba tiene controles positivos y negativos para asegurar el rendimiento. La
mayoria de los experimentos con anticuerpos COVID-19 han empleado antigenos
recombinantes de la proteina viral S, como el dominio de unién al receptor (RBD) y
la proteina N. Este método mejora la deteccion de anticuerpos 7. Este estudio es
necesario para observar y evaluar el comportamiento de los anticuerpos IgM e IgG

en pacientes convalecientes.

El estudio se pudo llevar a cabo a pesar de las circunstancias desafiantes debido a
la pandemia en las que nos encontrdbamos, se trabajé con pacientes
convalecientes del Cercado de Lima los cuales fueron seleccionados para luego de
recolectar sus datos en fichas, con la cual se obtuvo un registro de los posibles
participantes del estudio. Ademas, las tomas de muestras, el procesamiento y el
andlisis correspondientes fue realizado en el laboratorio de Andlisis Clinicos de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.

Este estudio tiene beneficios para la poblacién y para la salud peruana, debido a
gue se determin6 el comportamiento de los anticuerpos IgM e IgG basandose en
los ultimos estudios del virus SARS-CoV-2; para posteriormente interpretar la

presencia de ambas inmunoglobulinas en un organismo. Ademas, el estudio se



encuentra entre los lineamientos de investigacion de la Facultad de Farmacia y

Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, y al ser esta una

competencia del profesional Quimico-Farmacéutico desempena un papel activo en

la promocion de la salud publica, ya que se encarga de llevar a cabo procedimientos

que contribuyen a la prevencion, deteccion, alivio y tratamiento de enfermedades.

. Limitaciones de la investigaciéon

Las limitaciones identificadas en el proceso de desarrollo del trabajo de

investigacion incluyen:

Falta de informacién: debido a que el virus SARS-CoV-2 es relativamente
nuevo y no habia informacidn ni investigaciones exhaustivas sobre este virus
al comienzo de la pandemia. Esto dificulté la recopilacion de datos y la
revision de la literatura existente para respaldar el estudio.

Baja tasa de participacion voluntaria: La pandemia ha creado miedo y
ansiedad en la poblacion, lo que ha provocado una disminucion en la
disposicion de las personas a participar en la investigacion. ElI miedo al
contagio y las restricciones establecidas para evitar la propagacion del virus
limitaron el numero de voluntarios dispuestos a patrticipar en el estudio.
Ademas, con el tiempo, algunos patrticipantes pueden haber abandonado el
estudio, lo que afecta la representatividad de resultados y el tamafo

muestral.

Una limitacion significativa de este estudio es la falta de antecedentes que
respalden el tamario de muestra seleccionado. No se encontraron estudios
previos que utilizaran las mismas unidades de analisis, lo que dificult6 la
justificacion precisa del tamafo de muestra utilizado en esta investigacion.

Restricciones y limitaciones en el entorno de la investigacion. Las acciones
adoptadas con el fin de controlar la diseminacion del virus, como los cierres

y las restricciones de movimiento, dificultaron la realizacién de la



metodologia planificada. Los espacios de investigacion y los laboratorios
tuvieron acceso cerrado o restringido, lo que afecto la capacidad de realizar
ciertas actividades.

Estas limitaciones pueden haber afectado la disponibilidad de datos y la
generalizacion de los resultados del estudio. Es importante tener en cuenta
estas limitaciones al interpretar los resultados y considerar posibles

direcciones para futuras investigaciones.



REVISION DE LA LITERATURA

I.1. Marco teodrico

La COVID-19 es una enfermedad considerada pandemia que ha traido casi 15
millones de muertos a nivel global 8. EI SARS-CoV-2, denominado como
coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Grave 2, el cual pertenece a la familia
de los coronavirus y resalta debido a su elevada capacidad de contagio. Este
agente es el responsable de la afeccién conocida como COVID-19. La OMS
catalogé este brote como una emergencia de salud publica de gran trascendencia
a nivel global a partir de finales de enero de 2020.

En el Peru, la cifra de personas contagiadas asciende a casi un millén, con una
cantidad de recuperados que supera los 34 mil desde marzo hasta octubre de 2020
. Estas personas han sido diagnosticadas por pruebas rapidas y pruebas
moleculares (PCR), teniendo en cuenta que las pruebas moleculares tienen alta
especificas y alta sensibilidad, detectando al virus en las primeras fases; a
diferencia de las pruebas rapidas detectan anticuerpos producidos frente al virus,
teniendo limitaciones por la gran cantidad de resultados falsos positivos que

generan °.

Actualmente, no se puede afirmar con certeza la duracion de la inmunidad
protectora en individuos rehabilitados de la infeccion por SARS-CoV-2 y han
producido anticuerpos IgG. El sistema inmunoldgico responde a la infeccion
produciendo anticuerpos especificos dirigidos contra las proteinas del virus. Se ha
observado que los primeros indicadores detectables en la sangre son los
anticuerpos totales, seguidos por IgM e I1gG, con un tiempo promedio de conversion
evidente entre 15, 18 y 20 dias posterior a la exposicion.

La IgM es un tipo de anticuerpo presente fundamentalmente en el liquido linfatico y
la sangre. Este IgM es el anticuerpo primario desarrollado por el organismo, sin
embargo, Un resultado positivo de IgM para el SARS-CoV-2 no necesariamente
refiere una infeccion aguda o reciente, ya que los niveles de IgM pueden
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mantenerse durante un extenso periodo de tiempo sin que se detecte la presencia
activa del virus. Ademas, la IgG es otro tipo de anticuerpo encontrado en pacientes,
y Su presencia no necesariamente confirma que la infeccién haya sido superada,

pero si puede sugerir que la respuesta inmunitaria esta en curso 8.

Existen diversos estudios a nivel mundial donde evaluan el comportamiento de la
IgM y IgG en pacientes convalecientes, pero no se ha encontrado reportes de
estudios realizados en Perl, donde se haga un monitoreo de estos pacientes
convalecientes. En estos estudios indican la desaparicion de la IgM en el primer
mes después del contagio y un rango entre 3 a 6 meses de duracion aproximada
de los IgG en los pacientes convalecientes 41516,

Las pruebas de anticuerpos en suero estdn cobrando importancia como
herramienta de diagndstico primordial para los pacientes con COVID-19. El
inmunoensayo de ELISA indirecto es altamente sensible y especifico que permite
la deteccién de anticuerpos frente a SARS-CoV-2, siendo capaz de determinar la
presencia de anticuerpos a concentraciones extremadamente bajas. Siendo esta
prueba la mas adecuada para poder ejecutar investigaciones que posibiliten
analizar de forma eficaz la respuesta inmune frente al SARS-CoV-2.

I1.2. Antecedentes del estudio

A nivel Internacional

Baoqing et al. '?(2020), ejecutaron una investigacién en Beijing con el objetivo de
“Investigar las respuestas IgM e IgG contra la nucleocépside (N) y la proteina
espiga (S) del SARS-CoV-2 tras el inicio de la sintomatologia en individuos
ingresados y no ingresados en (UCI)”. Como metodologia se presentaron 38
individuos con COVID-19 de los cuales se recogieron 130 muestras de sangre. Los
niveles de IgM e 1gG especificos de las proteinas N y S se identificaron por medio
de ELISA y se recogieron una serie de muestras sanguineas de individuos
afectados en el transcurso de la enfermedad. Se obtuvo como resultados que las
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IgM e 1gG especificas de N y S (N-IgM, N-1gG, S-IgM, S-IgG) en personas no
ingresadas en la UCI se incrementaron tras el inicio de la sintomatologia. Por otro
lado, la N-IgM y la S-IgM en algunos pacientes no ingresados en la UCI aumentaron
en las semanas 2 y 3. La IgG-S fue significativamente mayor en los pacientes no
ingresados en UCI. Por el contrario, la N-lgG fue sustancialmente mayor en los
pacientes de la UCI que en los que no estaban en ella. Se concluye que las IgM e
lgG especificas de N y S aumentaron gradualmente tras el inicio de los sintomas y
pueden utilizarse para la deteccion del SARS-CoV-2. El aumento de S-IgG se
correlacioné positivamente con la disminucion del PCR en los pacientes no

ingresados en la UCI.

Gudbjartsson et al.’# (2020), llevaron a cabo un estudio en Islandia, el objetivo
fue “medir la respuesta inmunitaria humoral del SARS-CoV-2”, donde midieron los
anticuerpos en muestras de suero de 1797 individuos que habian superado la
infeccion causada por el virus SARS-CoV-2 hasta 4 meses después del
diagnostico; 1107 de las 1215 analizadas (91,1%) fueron seropositivas; los titulos
de anticuerpos antivirales medidos mediante dos ensayos de paninmunoglobina
(pan-lg) aumentaron durante 2 meses posteriores luego del diagndstico y se
sostuvieron en una meseta durante el resto del estudio. Donde llegaron a la
conclusion de que los anticuerpos antivirales contra el SARS-CoV-2 no
disminuyeron durante un periodo de cuatro meses tras el diagnéstico.

Bolke et al. ' (2020), en Dusseldorf, realizaron una investigacion con el objetivo
de “evaluar anticuerpos IgA e IgG contra el SARS-CoV-2 en muestras de plasma
obtenidas de 151 donantes convalecientes”. En el marco metodolégico se midieron
los titulos de anticuerpos de proteina de pico anti-SARS-CoV-2 utilizando el método
de ELISA. Se encontr6 en los resultados que los niveles de IgA permanecieron altos
hasta 50 a 60 posteriores al inicio de los sintomas y que los niveles de IgG
permanecieron elevados, con solo una ligera disminucion, a los 120 dias después
del inicio de los sintomas. Se hace mencién en las conclusiones que se requiere de
mas datos sobre la cinética de los anticuerpos para el SARS-CoV-2 procedentes
de diferentes grupos de investigacién para comprender la respuesta de los

anticuerpos humanos contra esta enfermedad.
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Seow et al.'® (2020), en Londres, ejecutaron un estudio que consideré como
objetivo el “analizar mediante ELISA las respuestas inmunolédgicas de mas de 90
pacientes de COVID-19”. Se hace mencién en la metodologia que se us6 muestras
secuenciales de suero recogidas hasta 94 dias luego del comienzo de la
sintomatologia. Los resultados revelan que tres semanas después del inicio de los
sintomas, los anticuerpos especificos contra el virus alcanzan su pico maximo. El
60% de los pacientes de COVID-19 tuvieron una respuesta de anticuerpos
"potente”, pero sélo el 17% la mantuvo tres meses después. Los niveles de
anticuerpos se redujeron 23 veces. Como conclusion se puede afirmar que las
personas con COVID-19 grave tenian anticuerpos mayores y mas duraderos.
Algunos casos moderados no tenian anticuerpos al cabo de tres meses.

Lumley et al. '°(2020), en la ciudad de Oxford; llevaron adelante un estudio con el
objetivo de “analizar la duracién dinamica de los determinantes de las repuestas de
anticuerpos del SARS-CoV-2” en 3217 trabajadores de la salud de la ciudad de en
Oxford”; en la parte metodolégica presentaron 6 meses de datos de su estudio de
seroprevalencia longitudinal, donde obtuvieron mediciones en serie de anticuerpos
IgG contra la nucleocapside del SARS-CoV-2. Buscaron asociaciones con la edad,
el sexo, la etnia, los sintomas previos y los resultados de la PCR; obteniendo
variacion entre individuos donde los titulos maximos de IgG observados mas altos
se asociaron con vidas medias de anticuerpos estimadas mas largas. Los
resultados afirman que el aumento de edad, el origen étnico asiatico y los sintomas
se vincularon de forma independiente con niveles maximos de anticuerpos mas
altos, y el aumento de la edad y una prueba de PCR positiva realizada para los
sintomas con vidas medias de anticuerpos mas largas. Entonces, se determiné que
los titulos de 1gG anti-nucleocapside de SARS-CoV-2 medidos en serie demuestran
gue los niveles se reducen a la mitad en 85 dias. A partir de un resultado maximo,
los anticuerpos detectables duran una media de 137 dias. Se concluy6 que los
niveles descienden mas rapidamente en los adultos mas jovenes y después de una

infeccidon asintomatica.

Ibarrondo et al.2° (2020), en Los Angeles, realizaron un estudio en donde se

plante6 como objetivo “evaluar a personas que se habian recuperado de COVID-
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19”. Para lo cual se realizaron analisis de muestras sanguineas utilizando una
prueba ELISA para detectar anticuerpos 1gG especificos del dominio de unién al
receptor de pico del virus SARS-CoV-2. Los resultados obtenidos plantean
preocupaciones sobre el tiempo de prolongaciéon de la inmunidad humoral en
individuos con formas ligeras de la enfermedad, los cuales representan el mayor
porcentaje de los casos de COVID-19. Se considera como conclusién que estos
hallazgos sugieren que la extrapolacién mas alla de un tiempo de observacién de
90 dias aprox. el cual puede resultar dificil debido a la posible desaceleracién en la

disminucién de los niveles de anticuerpos.

Lusignan et al. 2" (2020), ejecutaron un estudio en Oxford para el cual se tuvo como
objetivo “identificar los factores de riesgo demograficos y clinicos para dar positivo
en las pruebas del (SARS-CoV-2)”. Como resultados se informa que las
probabilidades que la prueba arrojara positivo eran superiores en los hombres
(18,4%) que en las mujeres (13,3%). Por otro lado, las probabilidades ajustadas de
una prueba positiva eran superiores en individuos de raza negra en contraste a
individuos caucasicos (62,1%); Las personas habitantes de zonas rurales
obtuvieron (26,2%) en contraste con personas habitantes del area urbana (5,6%);
Por otro lado. Los individuos con enfermedad renal crénica tienen mayores
probabilidades de dar positivo en el andlisis ajustado. Se concluye que un resultado
positivo de la prueba del SARS-CoV-2 se vincula a factores de riesgo semejantes
a los percibidos para los resultados severos de COVID-19 en establecimientos
clinicos. Se proporciona pruebas de posibles pruebas positivas asociados a

factores sociodemogréficos, la etnia y la densidad poblacional.

Popkin et al. 22 (2020), realizaron una revision sistematica de las vias mecanicas
para COVID-19 e individuos con obesidad, la cual fue ejecutada en Washington.
Cuyo objetivo fue “Realizar una metanalisis sobre la relacion entre las personas con
obesidad y la COVID-19 en todo el espectro, desde el riesgo hasta la mortalidad”.
Para la metodologia se utilizaron 75 estudios de las vias del mecanismo de la
infeccion del COVID-19 y los pacientes con obesidad. Los resultados informan que
los analisis agrupados de los individuos con obesidad tenian un riesgo mas elevado
de padecer por COVID -19 positivo. Se concluye que los individuos que padecen
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de obesidad estan vinculados con elevados aumentos en la mortalidad y morbilidad
por COVID-19.

Deeks et al. 2 (2020), ejecutaron una investigacion en Beijing con el objetivo de
“Evaluar la exactitud diagnostica de pruebas de anticuerpos para determinar
infeccion actual y previa por SARS-CoV-2 y la precisidon de las pruebas de
anticuerpos para su uso en encuestas de seroprevalencia”. En cuanto a la
metodologia se ejecutd una revision electrénica en el registro del Cochrane COVID-
19 y en la base de datos de la Universidad de Berna. Se incorporaron
investigaciones de exactitud de pruebas de variados disefios que evaluan pruebas
de anticuerpos. También se incorporaron estudios de pacientes con o sin infeccién
del virus SARS-CoV-2. Los resultados informan que solo el 2% de los pacientes
qgue no tenian COVID-19 presentaron resultados falsos positivos. El andlisis informé
que las pruebas de anticuerpos no son suficientemente sensibles como para ejercer
un papel crucial en el diagnostico de COVID-19 durante la primera semana de
sintomatologia. A pesar de la falta de pruebas mas alla de los primeros 35 dias tras
el inicio de los sintomas, es probable que estas pruebas sirvan para identificar
infecciones previas si se administran 15 dias después de la aparicién de la
sintomatologia. Se llega a la conclusion de que, durante la primera semana desde
el inicio de los sintomas, las pruebas de anticuerpos muestran una sensibilidad
considerablemente baja, lo cual limita su utilidad como método principal para
diagnosticar la enfermedad de COVID-19.

Apicella et al. 2* (2019) ejecutaron un estudio en Pisa con el objetivo “Proporcionar
una evaluacién sistematica de los posibles factores prondsticos en pacientes con
diabetes con COVID-19”. Donde se recopil6 estudios sobre casos pacientes con
COVID- 19 y otras comorbilidades. Resultando que los pacientes con COVID-19
con diabetes tienen un peor pronostico, muy probablemente por el efecto
concurrente de multiples factores. Concluyendo que el mal pronéstico de los
pacientes con COVID-19 es probablemente atribuible a la naturaleza sindrémica de
la diabetes, ya que agentes como la edad avanzada, la presencia comorbilidades y
la hiperglucemia como la hipertensién, obesidad y las patologias cardiovasculares

colaboran a elevar el riesgo.
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Zhang et al. 25 (2020), en la investigacion realizada en Nanjing, se tuvo como
principal objetivo “Medir los anticuerpos anti-SARS-CoV-2, incluidas IgM e IgG”. La
metodologia se realiz6 mediante dos ensayos de ELISA en plasma de seis
donantes convalecientes que se recuperaron de la enfermedad por COVID-19. Las
muestras de plasma se recolectaron en momentos que variaron de 29 a 46 dias
después del inicio de los sintomas y de 13 a 27 dias después de su alta. Se
evidencié en los resultados que el IgM fue débilmente reactivo para todos los
donantes excepto uno de ellos, y el ensayo ELISA de IgG también fue positivo para
los seis donantes que tenian muestras de plasma reactivo IgM. Se concluye que
los hallazgos seroldgicos en plasma de pacientes convalecientes recuperados
pueden ayudar a facilitar la comprensién de la transmision del SARS-CoV-2 y
establecer el protocolo de cribado de donantes de plasma en el brote COVID-19.

Bin et al. 26 (2020) ejecutaron una investigacion en Zhejiang, la cual tuvo como
objetivo “Detectar anticuerpos totales (Ab), IgM e IgG contra el SARS-CoV-2 y
describir la dinamica de los anticuerpos durante la infeccion”. Donde se
recolectaron sueros de 80 pacientes con enfermedad por COVID-19 confirmada por
PCR. Resultando que las tasas de seroconversion para Ab, IgM e IgG fueron del
98,8%, 93,8% y 93,8%, respectivamente. El primer marcador seroldgico detectable
fue Ab, seguido de IgM e IgG, con una mediana de tiempo de seroconversion de
15, 18 y 20 dias posteriores a la exposicién (dpe) 0 9, 10 y 12 dias luego de inicio
(dpo), respectivamente. La media de anticuerpos se elevd velozmente a partir del
dia 6 y estuvieron acompafnados de una disminucidén en la carga viral. Para los
pacientes en la etapa temprana de la enfermedad (0 a 7 dias), Ab mostré la mayor
sensibilidad (64,1%) en comparacion con IgM e IgG (33,3% para ambos). Las
sensibilidades de Ab, IgM e IgG aumentaron al 100%, 96,7% y 93,3%,
respectivamente, 2 semanas después. Cuando se detectdé el mismo tipo de
anticuerpo, no se observaron diferencias significativas entre los ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas y otras formas de inmunoensayos.
Concluyendo que durante la infeccién por SARS-CoV-2 se induce una respuesta
aguda tipica de anticuerpos. Las pruebas serolégicas proporcionan un
complemento importante a las pruebas de ARN en las ultimas etapas de la
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enfermedad para el diagnostico patégeno especifico e informacién util para evaluar
el estado de inmunidad adaptado de los pacientes.

Zhao et al. 27 (2020) en Shenzhen, realizacién un estudio cuyo objetivo “Evaluar la
respuesta de anticuerpos al SARS-CoV-2 en individuos infectados”. La metodologia
manifiesta que se consideraron 173 pacientes con infecciéon por SARS-CoV-2. Se
analizaron muestras seriadas de plasma recogidas durante la hospitalizacion para
identificacién de anticuerpos totales (Ab), IgM e IgG. Se analizé la dinamica de los
anticuerpos con la evoluciéon de la enfermedad. Se evidencian en los resultados
que los anticuerpos IgM e IgG en pacientes con SARS-CoV-2 eran inferiores al 40%
en la primera semana tras la infeccién y aumentaron hasta el 100,0% (Ab), 94,3%
(IgM) y 79,8% (IgQG) a las 2 semanas. Sin embargo, la deteccion de ARN disminuy6
del 66,7% antes del dia 7 al 45,5% a lo largo de los dias 15-39. Como conclusién
se hace énfasis en que la respuesta inmediata de anticuerpos de los pacientes con
SARS-CoV-2 fue comparable a la de otras infecciones viricas. Los analisis de
anticuerpos pueden ayudar al diagnostico precoz y que los anticuerpos totales son
mas sensibles que las IgM y las IgG para identificar la infeccion.

Okba et al. 28 (2020) realizaron una investigacion en Rotterdam la cual tuvo como
objetivo “Desarrollar un ensayo serolégico para la deteccién de anticuerpos
neutralizantes del SARS-CoV-2, especificos de la proteina de pico y especificos de
la nucleocépsida”. Para la metodologia se trabaj6 con muestras de suero de
individuos con SARS-CoV-2 confirmadas por PCR, donde probaron con varios
antigenos en diferentes ELISA comerciales e internos. Los resultados demostraron
que la mayoria de contagiados confirmados por PCR se seroconvirtieron 14 dias
luego del inicio de la afeccidén. Se concluye que en general, los ensayos validados
mencionados pueden ser fundamentales para la detecciébn de anticuerpos
especificos para estudios de diagnostico, seroepidemioldgicos y evaluacion de
vacunas.

Xiao et al. 2° (2020) se ejecutd una investigacién en Shanghai donde el objetivo
principal fue “Analizar el perfil de anticuerpos especificos contra SARS-CoV-2”.

Para lo cual en la metodologia se analizé IgM e IgG mediante inmunoensayo CLIA.

17



Sus resultados sugirieron que el perfil de anticuerpos especificos para el SARS-
CoV-2 eran afines a los del SARS-CoV. El alto nivel detectable y continuo de IgM
indicé la fase aguda de la infeccién. Ademas, las IgM duran mas de un mes, lo que
indica la replicacion prolongada del virus en personas con SARS-CoV-2. IgG
respondié mas tarde que IgM y persistié alto en nuestro estudio, lo que sugiere la
reaccion inmune humoral para defender al organismo del SARS-CoV-2. Se
concluyé que la IgM sérica contra el SARS-COV-2 dura mas de un mes, lo cual
quiere decir que la replicacién prolongada del virus en pacientes infectados.

Guo et al. 3° (2020) en Beijing ejecutaron una investigacion en el cual se consider6
como objetivo “Describir la cinética temporal de varios anticuerpos producidos
contra SARS-CoV-2 y evaluar el potencial de las pruebas de anticuerpos para
diagnosticar COVID-19”. Para la metodologia se utilizé ELISA sobre la proteina de
la nucleocapside viral recombinante. Por otro lado, los resultados informan que los
anticuerpos IgM e IgA se descubrieron 5 dias posteriores al inicio de la
sintomatologia, mientras que los IgG se detectaron 14 dias posteriores del
comienzo de la sintomatologia, con un promedio de positividad de 85,4%, 92,7% y
77,9%, segun corresponda. La positividad de los anticuerpos IgM fue del 75,6% en
los casos verificados y del 93,1% en los casos probables. Después de 5,5 dias del
inicio de la enfermedad, IgM ELISA supera a qPCR. En contraste con una sola
prueba qPCR (51,9%), la combinacion de la prueba ELISA IgM con la PCR para
cada paciente aumenta la tasa de deteccion positiva al 98,6%. Se concluye que las
pruebas seroldgicas viricas constituyen un medio eficaz de diagnéstico de la
infeccion por SARS-CoV-2. La tasa de positivos y la varianza de titulos de 1gG son
superiores a las de IgM en COVID-19.

Liu et al. 3' (2020) ejecutaron un estudio en Wuhan, el cual tuvo como objetivo
“Analizar el IgG en pacientes recuperados durante un periodo de seguimiento. Para
la metodologia se requirié la prueba de RT-PCR. Los anticuerpos IgM e IgG se
detectaron mediante métodos de inmunizaciéon coloidal. En este analisis solo
incluyeron pacientes curados. Estudiaron a 484 pacientes con IgG positiva, el
periodo minimo desde el inicio hasta la deteccion de IgG fue de 10 dias y el periodo

maximo de 100 dias. Los resultados muestran que mientras tanto, el 18% de estos
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pacientes tuvieron resultados de IgG negativos, y esto fue confirmado por méas de
dos pruebas de IgG en 37 pacientes. Por lo tanto, se concluye que infirieron en
comparacioén con los pacientes con IgG positiva, aquellos con IgG negativa podrian
tener una infeccion por COVID-19 relativamente leve, y el leve impacto en su
sistema inmunolégico conduce a un mayor nivel de linfocitos e IgG negativa durante

el periodo de seguimiento.

Carias et al.®? (2022) en Guatemala ejecutaron un estudio en el cual plantearon el
objetivo “Determinar la accién de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 pre vy
posvacunacion en empleados de una clinica oncolédgica”. Para lo cual se midieron
los anticuerpos 1gG contra el SARS-CoV-2 en 171 pacientes antes de la
vacunacién. Después de la segunda dosis, se evalué la manifestacion de IgG contra
el SARS-CoV-2 en 60 individuos. Los resultados destacan que antes de la
vacunacioén, se encontraron anticuerpos IgG en el 18,71% de los participantes. Sin
embargo, después de la vacunacidn, todos los participantes mostraron la presencia
de anticuerpos IgG. Estos hallazgos indican que el estudio de los anticuerpos IgG
anti-SARS-CoV-2 fue efectivo para detectar trabajadores de salud asintomaticos.
Ademas, un porcentaje significativo de los participantes que habian sido
diagnosticados previamente con COVID-19 presentaron anticuerpos. Finalmente,
se observo que el 100% de los participantes desarrollaron anticuerpos IgG después
de la vacunacion.

Zuanich et al. 3 (2023), en Buenos Aires, realizaron una investigacién que tuvo
como objetivo “Estudiar la aparicion de anticuerpos IgG/IgM anti SARS-CoV-2,
respuesta y duracion”. El estudio se ejecuté en 55 pacientes y se buscd relacionar
los resultados con distintos parametros tanto demograficos como clinicos. Los
resultados informan que, en pacientes la IgG fue localizable durante 6 meses; IgM
fue negativo en el 90,9% de los hospitalizados. Se observa un nivel mayor de IgM
en los hospitalizados mayores 56 afnos. En individuos que padecen enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, se observa un aumento en la respuesta de IgM. Por
otro lado, se encontrd que los pacientes inmunocomprometidos presentan niveles
mas bajos de IgM, mientras que aquellos con enfermedad pulmonar intersticial

difusa muestran niveles mas reducidos de IgG. Se concluye que, dentro del grupo
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de pacientes analizados, no encontraron divergencias relevantes en la magnitud de
la respuesta humoral entre los que demandaron cuidados especializados,
asistencia respiratoria mecanica y los que perecieron, en comparacion con aquellos

que tuvieron un curso clinico menos grave.

A nivel nacional

Anquise 34 (2022), en Tacna, realizé una investigacion sobre prevalencia del
COVID-19 en el centro de salud La Esperanza; el estudio tuvo como finalidad
determinar la incidencia del COVID-19. La parte metodolégica refiere que se
consideré el historial clinico y ficha de datos de los pacientes para obtener los datos
requeridos: condiciones clinicas, caracteristicas socio demograficas y farmacos
requeridos en el proceso. Ademas, se observé que el mayor numero de pacientes
positivos correspondié a 912 individuos de edades comprendidas entre los 30 y 59
anos, lo que representa el 55,8% del total. Asi mismo, se encontr6 que 853
personas, equivalentes al 52,2%, eran de sexo femenino. En cuanto a las
conclusiones, se destaca que la prevalencia del COVID-19 fue del 8,48%. Es
importante mencionar que el mes de febrero registro la cifra mas alta con un 26,2%,

mientras que el mes de diciembre tuvo el valor mas bajo con un 1,83%.

Murayari et al. 3> (2021) realizaron una investigacion en lquitos; en la cual se tuvo
como objetivo el “Determinar la prevalencia del antigeno SARS-CoV-2 en
pacientes”. Participaron 4551 individuos del hospital Ill, los cuales se sometieron a
la prueba rapida antigénica para el diagnéstico de SARS-CoV-2. La investigacion
encontré que el SARS-CoV-2 era prevalente en la poblacion con una tasa de
7,87%. Habia un total de 124 (34,64%) personas en el estudio que tenian entre 31
y 40 anos. Del total de casos, 187 eran mujeres (52,23%), mientras que los varones
sblo representaban 171 (47,77%). Los pacientes de barrios urbanos
econdmicamente desfavorecidos constituian un numero desproporcionado de
casos (159, es decir, el 44,41% del total). La investigacién llega a la conclusién de
que las pruebas antigénicas desempefan un papel importante en el diagnostico
temprano, ya que permiten identificar la presencia del virus en las primeras etapas
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sintomaticas, especificamente durante la primera semana. Esto resulta crucial al
brindar una atencidén pertinente y prever el contagio de la enfermedad a otros
individuos.

Becerra et al. 36 (2020) en su investigacion que tiene lugar en Utcubamba se busco

“Determinar el perfil clinico y epidemiolégico en pacientes con COVID-19 atendidos
en el Hospital Apoyo | Santiago Apéstol”. Para lo cual se analizé a un total de 312

pacientes y se extrajo una muestra de 173 pacientes: los varones constituyeron 102
casos (59,0%); las mujeres, 71 casos (41%); la edad media fue de 44,7 anos; y la
ciudad de Bagua Grande fue el lugar de procedencia mas comun (162 casos;
93,6%).Los resultados muestran que en cuanto al perfil clinico, 7 personas tenian
diabetes mellitus, lo que representa el 4,1%; 6 personas tenian enfermedades
cardiovasculares, lo que representa el 3,5%; 75 personas tenian malestar general,
lo que representa el 43,4%; 66 personas tenian fiebre, lo que representa el 38,2%;
56 personas tenian tos, lo que representa el 32,4%; 50 personas tenian cefaleas,
lo que representa el 28,9%; y 34 personas tenian disnea, lo que representa el
19,7%. Se puede concluir que el perfil clinico y epidemioldgico de los atendidos
con COVID-19 muestra una elevada prevalencia en hombres de 44,7 afos en
promedio. La ciudad de Bagua Grande fue el lugar de procedencia mas afectado.
Entre las comorbilidades mas comunes, se encontré que la Diabetes Mellitus era la
mas prevalente. En cuanto a la sintomatologia, se observd que los mas comunes
fueron fiebre, malestar general y tos. Los principales resultados de clinicos

mostraron un aumento en la PCR, leucocitosis y linfopenia.
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11.3. Bases teoricas

11.3.1. COVID-19

El SARS-CoV-2 produce una enfermedad aguda con malestares respiratorios, esta
infeccion se conoce como COVID-19, un nuevo tipo de enfermedad por
Coronavirus. A diferencia de los virus que causan el SARS y el MERS, esta nueva
cepa no provoca sindrome respiratorio agudo grave. También es distinta del virus

estacional comun en EE.UU., el Coronavirus 7.

Este reciente virus es responsable de una enfermedad respiratoria de alto riesgo y
fue identificado inicialmente en Wuhan. Desde entonces, se han registrado miles
de casos de COVID-19 y su incidencia ha ido aumentando en varios paises 8.

11.3.1.1. Agente etiolégico: SARS-CoV-2

Los coronavirus son un conjunto virico que contienen una cadena de ARN de
sentido positivo, con una longitud de aproximadamente 30 kb. Su envoltura viral
presenta de manera distintiva una corona ya que este agente presenta "espigas”
de glucoproteina 3. Dentro de la familia de los coronavirus, se encuentran varios
miembros destacados, como él (SARS-CoV), el (MERS-CoV) y el SARS-CoV-2
4041 En 5’ dos tercios de la informacion genética del SARS-CoV-2 se codifican las
ppla y pplab llamadas poliproteinas replicasa estas contienen 16 proteinas no
estructurales entre las cuales se encuentran la ARN polimerasa dependiente de
ARN y 2 proteasas viricas la 3C y la papaina. El tercio final del genoma del SARS-
CoV-2, al igual que otros coronavirus de tipo 3, contiene informacion genética para
la sintesis de cuatro proteinas estructurales fundamentales, ademas de un grupo
de proteinas accesorias que interceden en la respuesta innata del individuo 4243,

Las proteinas estructurales son las siguientes: 44

e Glicoproteinas de espiga (S): Son las estructuras mas prominentes y de
mayor tamarno en el virus, y cumplen un rol esencial en la capacidad de este

para ingresar a las células huésped.
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e Proteinas de envoltura pequena (E): Se encuentran en el virus en cifras
limitadas, ademas es probable que cumplan la funcién de canales idnicos.
Cabe resaltar que no son esenciales para la replicacidn viral, sin embargo,
desempenan un papel crucial en la patogénesis del virus.

e Proteinas de membrana (M): Estan mas prevalentemente en virus y
desempenan un rol fundamental en la curvatura de la membrana viral, asi
como en la conexién a la nucleocapside. Son responsables de mantener la
forma y la integridad estructural del virus.

e Proteinas de la nucleocapside (N): Estas proteinas suelen adherirse al
cbdigo genético viral ademdas ayudan a garantizar la conservacion del ARN

en una conformacion “beads-on-a-string”.

Estructura

S Glicoproteina espicular

HE Dimero de hemaglutinina-esterasa
Proteina M

Proteina N
RNAmMc(+) gendmico
Envoltura

}Nucleocépside

T
100-160 nm

Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2
Fuente: Lépez I.; 2020 4°

11.3.1.2. Manifestaciones clinicas

El tiempo de incubacién mas comunmente observado varia entre 4 y 6 dias. La gran
mayoria, alrededor del 95%, de los casos sintomaticos han presentado sintomas a
los 12 dias, aunque en algunos casos este periodo puede extenderse hasta 14 dias.

La enfermedad por COVID-19 se caracteriza principalmente como una infeccion
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respiratoria aguda, aunque también puede presentarse de forma asintomatica o con
sintomas leves. Entre la sintomatologia mas comun en individuos internados al
comienzo de la afeccién se encuentran fatiga, tos seca y fiebre. Alrededor de un
tercio de los pacientes experimentaron dificultad respiratoria, generalmente
después de 5 dias desde el inicio de los sintomas. Otros sintomas poco comunes
son el dolor de cabeza, mialgia, mareos, diarrea, nduseas, dolor abdominal y
vémitos. Ademas, es comun que se presente una pérdida repentina del sentido del
olfato 8.

En general los signos clinicos de COVID-19 observados en infantes son menos
graves que los observados en adultos. Se ha observado que los recién nacidos
presentan una versibn menos agresiva de la afeccion. El numero de casos

documentados de COVID-19 en recién nacidos es bastante bajo 6.

Por otro lado, se ha observado que los marcadores inflamatorios elevados son
menos comunes en esta poblacién y la linfopenia es menos frecuente. Ademas, se
han registrado una menor cantidad de casos de neumonia grave y las muertes en
ninos a causa de esta enfermedad han sido extremadamente infrecuentes. Se ha
observado que en algunos nifios con enfermedad por coronavirus se ha descrito
casos de enfermedad de Kawasaki, especialmente en su forma incompleta y
atipica. En mujeres embarazadas infectadas, en la mayoria de los casos los
resultados tanto para el feto como para el recién nacido han sido favorables.
Aunque los datos actuales indican que la transmision vertical es posible durante el
tercer trimestre del embarazo, es poco comun. Se requieren mas estudios para
evaluar las tasas de transmisién vertical en las etapas tempranas del embarazo,

asi como los posibles riesgos de morbilidad y mortalidad fetal asociados 8.

Los casos leves se curan en dos semanas. Después de una semana, pueden
aparecer sintomas graves como la hipoxemia. Estos casos pueden recuperarse en
3-6 semanas, pero las complicaciones graves pueden causar la muerte en 2-8
semanas. Algunas personas informan de sintomas que duran mas tiempo como
sintomas digestivos, respiratorios y sistémicos como malestar general, fiebre,
mialgia, dolor de cabeza, dificultad respiratoria, tos y diarrea *’.
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11.3.1.3. Ciclo de vida del SARS-CoV-2

La enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) es un receptor presente en
diferentes células del cuerpo. La ECA2 desempena un rol crucial al unirse a la
proteina S viral, siendo encargado del ingreso del virus en las células del huésped
humano 3. La proteina S del SARS-CoV-2 se fracciona en 2 componentes llamadas
S1y S2 mediante una enzima extracelular. Mientras que la parte S1 se conecta al
receptor ECA2, la parte S2 se fragmenta mas y es activada por la enzima
TMPRSS2, presente en la superficie de las células del huésped. Estas acciones en
conjunto conducen a la fusiéon de la membrana viral del huésped y la liberacion del
material genético de ARN viral en el citoplasma de la célula del huésped. El virus
utiliza la maquinaria de traduccion del huésped para producir las proteinas
esenciales del virus y las proteasas. Las enzimas rompen las poliproteinas en
proteinas efectoras no estructurales. La ARN polimerasa dependiente de ARN
sintetiza una cadena de ARN negativa completa 4°#8, formando el complejo de
replicacion viral. Esta cadena de ARN negativo replica el genoma de ARN viral para
proporcionar plantillas de ARN subgendmico para la produccién de proteinas
estructurales y accesorias. El aparato de Golgi ensambla nuevos viriones a partir
de proteinas recién sintetizadas del reticulo endoplasmico. La exocitosis libera
viriones maduros de SARS-CoV-2 al medio ambiente, reiniciando el ciclo de

infeccién .

11.3.1.4. Transmision

Las investigaciones epidemiolégicas sugieren que las particulas liberadas durante
el contacto al hablar, estornudar o toser son el método de contagio habitual. Los
encuentros breves con contactos asintomaticos rara vez provocan la transmision.
El contacto superficial también puede propagar la infeccion. Los aerosoles pueden
propagar potencialmente la enfermedad, aunque esto es poco frecuente fuera de
los laboratorios. La aerolizacion de la tos o el &cido nucleico en el aire no sugieren
que las particulas diminutas suspendidas en el aire sean contagiosas. Sin conocer
la dosis infecciosa minima, la diseminacion del SARS-CoV-2 a través de superficies
inertes es complicada de evaluar clinicamente. La carga virica es mayor en

superficies impermeables que en superficies permeables. Se han encontrado virus
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en superficies impermeables entre tres y cuatro dias después de la inoculacion.
Las habitaciones de los hospitales presentan contaminacion virica. Después de 48-
72 horas, se espera que los niveles de virus en las superficies disminuyan
drasticamente. Aunque la identificacién del virus en superficies reafirma la
posibilidad de contagio por medio de fémites (manijas, utensilios de cocina y ropa
infectada por el SARS-CoV-2). La concentracidn de particulas virales en el tracto
superior respiratorio muestra el nivel mas alto cuando empieza la sintomatologia,
mientras que la diseminacién de las particulas virales empieza alrededor de 2 a 3
dias antes que la sintomatologia se manifieste. Es importante destacar que los
individuos asintomaticos y aquellos en la fase presintomatica también pueden
transmitir el virus SARS-CoV-2 a otros. De acuerdo con investigaciones apoyadas
en disefos realizados en China y Singapur, se ha estimado que entre el 48% y el
62% de los contagios de SARS-CoV-2 son transmitidas por individuos
presintomaticos. En el transcurso de la 1@ semana de la infeccion, cuando la
sintomatologia es leve, se observa una alta carga viral en la garganta, lo que puede
explicar la eficiente transmisién del virus. Por otro lado, los estudios revelaron que
las tasas de infeccién sin sintomas oscilan entre el 4% y el 32%, no esta claro si
estos informes se refieren al contagio por individuos con leve sintomatologia o por
individuos inicialmente asintomaticos pero que posteriormente desarrollan

sintomas. Un estudio exhaustivo revela una infeccién asintomatica poco frecuente
43

Se puede detectar el material genético viral en muestras de hisopado de faringeo
hasta 6 semanas luego de iniciada la afeccion, algunos estudios indican que los
cultivos virales suelen dar negativo para el SARS-CoV-2 a partir de los 8 dias desde
la aparicidon de la sintomatologia. Estos hallazgos se respaldan con evidencia
epidemioldgica que muestra que la transmision del virus no ocurrié en contactos
gue estuvieron expuestos al caso inicial mas de 5 dias luego de que el caso inicial
presentara sintomas. Esto se puede interpretar como que los individuos pueden
interrumpir el aislamiento basandose su mejoria clinica. Segun recomendaciones
del Centro de Enfermedades Contagiosas (CDC), se recomienda un tiempo de
aislamiento estimado de 10 dias desde el inicio de la sintomatologia y 3 dias
después de que los sintomas hayan mejorado. A pesar de ello, persiste la falta de

claridad en cuanto a la necesidad de realizar pruebas repetidas en subgrupos
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particulares, como pacientes con sistema inmunolégico debilitado o aquellos en
estado critico, cuya recuperacion de los sintomas puede llevar mas tiempo, asi

como adultos mayores residentes en instalaciones de atencién a corto o largo plazo
43

1.3.1.5. Patologia

El virus accede por medio de las vias superiores respiratorias, puede seguir
diferentes vias. Puede asentarse en los pulmones, dirigirse rumbo el tracto
digestivo, asi como también puede afectar otros 6rganos del cuerpo. El virus
mediante el arbol traqueobronquial desciende hacia los pulmones, donde inficiona
el epitelio ciliado y posteriormente los neumocitos. La enzima convertidora de
angiotensina 2 es el principal receptor al que se une el coronavirus, aunque también
puede adherirse a las lectinas de tipo C presentes en las células dendriticas,
conocidas como DC-SIGN y L-SIGN, asi como al receptor DPP4. Los receptores
mencionados se encuentran en variadas formas celulares, como las c. epiteliales
de las vias respiratorias superiores, las c. epiteliales alveolares, c. epiteliales
bronquiales sin cilios y las c. endoteliales de los vasos sanguineos en el tejido
pulmonar. Ademas, los receptores ECA2 también estan presentes en el tejido del
miocardio, rifiones, higado y sistema nervioso central. Los leucocitos activados y
las células epiteliales de higado, prostata, rifidn, pancreas e intestino delgado
tienen el receptor DPP4. En la fase aguda de la enfermedad, los cientificos
estadounidenses han identificado las siguientes citocinas y quimiocinas patégenas:
IL1B, IL1RA, IL2, IL4, IL5, IL6, IL7, IL8, IL9, IL10, IL12p70, IL13, IL15, IL17A,
Eotaxina (CCL11), FGF2 basico, GCSF (CSF3), GMCSF (CSF2), IFN, IP10
(CXCL10), MCP1 (CCL2), MIP1. La "respuesta inflamatoria incontrolada" o la
"reaccion masiva de citoquinas" se producen por la liberacién excesiva de

componentes quimicos °.

Las citoquinas y quimiocinas desempefan un rol crucial en la respuesta inflamatoria
tanto en los pulmones, causando neumonia viral, como en el endotelio de los vasos
sanguineos. En la fase inicial de la enfermedad, las citoquinas y quimiocinas
contribuyen al desarrollo de la neumonia viral que se ha observado en los casos
desde el principio. Con el transcurso del tiempo, también pueden desencadenar
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complicaciones adicionales, como la sobreinfeccidn bacteriana, lo que empeora la
enfermedad. Por otro lado, en la microvasculatura, se produce una respuesta
inflamatoria del endotelio (endotelitis), lo cual conlleva a la liberacién incrementada
de citocinas inflamatorias. Ademas, se genera la formacion de fibrina mediante el
fibrinbgeno, asi como la agregacién de plaquetas y la aparicién de microtrombosis
tanto en los pulmones como en otros 6rganos. También se pueden observar casos
de trombosis en vasos de mayor tamafo (algunos investigadores han denominado
este fendbmeno como coagulacion intersticial diseminada. Este descubrimiento
reciente plantea la posibilidad de la existencia de otro factor subyacente mas letal

gue no se limita Unicamente a la neumonia viral en si misma 4°.

La coagulopatia en la COVID-19 se debe a la participacion entre los componentes
plasmaticos y celulares del sistema hemostatico y la respuesta inmunitaria innata.
Esto lleva a la generacion de expresion de factor tisular y de citosinas, estas ultimas
causan inflamacion pulmonar y detrimento en el intercambio de gases, mientras
que el factor tisular activa el sistema hemostatico. El activamiento del endotelio y
plaguetas resulta en un desbalance en la producciéon de trombina, generando
depdsitos de fibrina y dafo tisular. Los niveles de dimero D aumentan a medida
que se degrada la fibrina. Prevalece la trombocitopenia. Los hallazgos iniciales de
la autopsia revelaron coagulos diseminados en gran variedad de érganos, incluidos
coagulos de grandes vasos como trombosis venosa profunda (TVP) en las piernas,
embolia pulmonar (EP), miocarditis, arterias que ocasionan accidentes
cerebrovasculares y coagulos en diminutos vasos sanguineos de multiples
organos. La presencia de disfuncion organica multiple, shock, arritmias cardiacas
graves, degeneracion neurolégica y afectacion de los centros reguladores

cardiorrespiratorios de la médula hacen que esta afeccion sea irreversible y mortal
49
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Figura 2. Resumen Patogenia del SARS-CoV-2

Fuente: Serra M.; 2020 4°

11.3.1.6. Caracteristicas de las inmunoglobulinas IgM e IgG

Las inmunoglobulinas son proteinas glicosiladas compuestas por cadenas de
polipéptidos (2 cadenas pesadas y 2 cadenas ligeras) vinculadas mediante enlaces
disulfuro (S-S). Las cadenas pesadas (H) son homologas y constan de
aproximadamente 450 aminodacidos. Por otro lado, las cadenas ligeras (L), son
homologas ademas de estar compuestas de 200 aminoacidos aproximadamente.
La region central del par de cadenas pesadas se une mediante dos enlaces
disulfuro y se conoce como regién bisagra. Cada clase de inmunoglobulina se
diferencia por sus secuencias Unicas de aminoacidos en la region constante de la
cadena pesada, lo cual confiere propiedades estructurales y funcionales
especificas para cada clase *. Es importante recalcar que existen variantes de las
inmunoglobulinas como: 1gG, IgD, IgE, IgA e IgM.
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La inmunoglobulina G (IgG) es la categoria predominante presente en el suero,
representando aproximadamente el 80% de las inmunoglobulinas séricas. Posee
un tamano molecular de 150,000 Dalton y un coeficiente de sedimentacion de 7S.
Por otro lado, La estructura de la IgG comprende dos cadenas pesadas y y dos
cadenas ligeras k 0 A. Ademas, existen 4 variantes de IgG en los seres humanos,
las cuales se distinguen por variaciones en la secuencia de la cadena y y se
denominan segun su orden descendente de concentracion promedio en el suero:
lgG1, 19gG2, IgG3 e IgG4 “. Estas cuatro subclases presentan variaciones en su
concentracién, actividad del fragmento Fc, tiempo de permanencia en el plasma y

respuesta ante los antigenos .

lgG1, 1I9G3 y 1gG4 tienen la capacidad de atravesar la placenta facilmente y
desempefian un rol crucial en la defensa del feto.

En términos de activacion del complemento, IgG3 es la subclase mas
competente, continuando con la IgG1, la IgG2 es menos eficiente y por ultimo
la I9gG4 no puede activar el complemento de ninguna forma.

Tanto IgG1 como IgG3 tienen una fuerte afinidad por los receptores Fc en
las células fagociticas, lo que les permite mediar la opsonizacion. IgG4
muestra una afinidad intermedia por los receptores Fc, mientras que lgG2
tiene una afinidad muy baja.

lgG1 es la mas predominante, constituyendo el 61%.

Las subclases 1gG1, 1gG2 y 1IgG3 son fundamentales en la destruccion de
bacterias a través de la accién del complemento y la opsonizacion
bacteriana.

La inactivacion de toxinas depende en gran medida de la presencia de lgG4,
mientras que IgG3 desempefia un papel crucial en la neutralizacion de virus.
La sintesis diaria de IgG en una persona en reposo inmunoldgico es de
aproximadamente 2400 mg, y totalidad de IgG en una persona mayor

promedio es de alrededor de 80 g *.

La inmunoglobulina M (IgM) constituye aproximadamente el 5 al 10% del total de
inmunoglobulinas en el suero, con una concentracion promedio de alrededor de 1.5
mg/ml. La forma monomérica de IgM (peso molecular de 180,000 Da) se encuentra

presente como un anticuerpo unido a la membrana en las células B 0.



La IgM posee una capacidad notable para neutralizar antigenos grandes circulantes
y desempefia un rol crucial en las infecciones bacterianas. En su forma de
pentamero, cinco unidades monoméricas de IgM se mantienen unidas por medio
de enlaces disulfuro los cuales conectan sus dominios de cadena pesada carboxilo
terminal (Cu4/Cp4) y sus dominios Cu3/Cu3. Estas subunidades monoméricas se
encuentran con sus regiones Fc en el centro del pentamero y los diez lugares de
unién a antigeno en la periferia de la molécula. Cada pentamero incluye una cadena
adicional llamada cadena J (joining) que se une mediante un enlace disulfuro al

residuo de cisteina terminal de dos de las 10 cadenas p “.

La IgM pentamérica y la polimerizacién de monémeros necesitan la cadena J. Esta
cadena precede a la liberacion del pentdmero. La IgM es la primera
inmunoglobulina generada por los neonatos en respuesta a un antigeno. La IgM
sérica tiene la mayor valencia por su forma pentamérica con diez puntos de unién
al antigeno. Una molécula de IgM puede unir hasta 10 pequefias moléculas de
hapteno, pero las limitaciones estéricas la limitan a cinco o menos moléculas de

antigeno de mayor tamarno 4.

Ilntubanon period ] I ' Time

Infection ~ Symptomonset 2weeks 3 weeks

Figura 3. Tiempo desde el contagio a la produccion de anticuerpos.

Fuente: Serra M.; 2020 4°
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El comportamiento tipico de estas dos clases de anticuerpos en el contexto de una
infeccion por COVID-19 51.52;

igM

Produccion inicial: Después de la infeccién con el virus SARS-CoV-2,
la produccion de IgM generalmente comienza mas temprano que la de
lgG. Los niveles de IgM en el suero sanguineo aumentan durante la
primera semana después de la infeccion.

Duracion limitada: La IgM es la primera clase de anticuerpos en
producirse como respuesta a la infeccion, pero su presencia suele ser de
corta duracién. Los niveles de IgM tienden a disminuir después de
algunas semanas y, a menudo, desaparecen por completo en el
transcurso de varios meses.

Indicador de infeccion reciente: La deteccion de IgM especificas para
el SARS-CoV-2 puede ser un indicador de una infeccidén reciente, y
algunas pruebas de diagnéstico de COVID-19 evalluan la presencia de
IgM como parte del proceso de deteccidén temprana.

Produccion mas tardia: La produccién de IgG es mas lenta en
comparacién con la de IgM, pero una vez que se generan, los niveles de
lgG tienden a ser mas altos y mas duraderos.

Aumento gradual: Los niveles de IgG especificas para el SARS-CoV-2
aumentan gradualmente después de la infeccién y, en muchos casos,
siguen siendo detectables durante meses o incluso afos después de la
recuperacion.

Posible proteccion a largo plazo: Se cree que la presencia de IgG
especificas para el SARS-CoV-2 en el suero sanguineo podria
proporcionar cierta inmunidad a la reinfeccién o, al menos, una reduccion
en la gravedad de la enfermedad en caso de una segunda exposicion al
virus. Sin embargo, la duracién y la eficacia de esta inmunidad aun estan

siendo objeto de investigacion.
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1.3.1.7. Factores de riesgo de COVID-19

Los factores de riesgo son atributos relacionados con una elevada posibilidad de

contraer una enfermedad o de experimentar una forma mas grave de la misma. En

el caso de la afeccién por COVID-19, se han identificado diversos factores de

riesgo, los que incluyen: 53

Edad. No solo es relevante como un factor de riesgo para la COVID-19,
de igual manera para diversas enfermedades, ya que puede conducir a
la pérdida o disminucion de funciones celulares cruciales. En el caso de
esta enfermedad en particular, el epitelio pulmonar es uno de los tejidos
mas frecuentemente afectados. Se ha notado que pacientes de la 3
edad, con un punto de corte establecido en 60 afios, tienen un mayor
riesgo de experimentar un deterioro severo en el curso de la enfermedad.
Ademas, los nifios y jovenes son los segmentos de la poblacién menos
impactados por esta enfermedad. Sin embargo, todavia hay discusiones
en cuanto a si esto se debe a condiciones fisioldgicas particulares de
estas edades o si esta influenciado por las condiciones de prevencién de
enfermedades respiratorias en diferentes paises, donde se enfoca mas
en la educacion adecuada.

Sexo. El factor de riesgo es una variable que puede influir en el desarrollo
de diversas enfermedades, aunque su impacto puede variar. A diferencia
de la edad, se ha observado que a lo largo del tiempo la proporcién de
casos entre hombres y mujeres se iguala en varias enfermedades. Por
ejemplo, en las enfermedades gastrointestinales, este factor no se
considera un riesgo significativo. En el caso de la COVID-19, aun no hay
consenso sobre si este factor esta 0 no asociado con la gravedad de la
enfermedad, ya que algunos estudios realizados en Asia han informado
que no existe una relacién entre este factor y los niveles de severidad en
esta enfermedad.
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e Presencia de comorbilidades. La OMS ha identificado este factor de
riesgo especifico. Dentro de este grupo, se incluyen condiciones médicas
preexistentes como la obesidad, enfermedades cardiacas, hipertension,
afecciones cerebrovasculares, cancer, VIH, enfermedades pulmonares o
respiratorias, diabetes mellitus y enfermedades renales, estas ultimas de

naturaleza crénica.

11.3.2. Diagnéstico de Laboratorio

1.3.2.1. Prueba Molecular: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La prueba se realiza comunmente utilizando una muestra nasofaringea que
requiere laboratorios con equipos especializados. Este método puede identificar
casos incluso en la fase asintomatica y su maxima utilidad se encuentra dentro del
rango de los 7 dias desde el comienzo de la sintomatologia. Sin embargo, esta
prueba puede presentar una tasa de falsos negativos superior al 20%, es por ello
que se recomienda repetirla si persiste la sospecha clinica.

La PCR es una reaccién enzimatica in vitro que amplifica una determinada
secuencia de ADN millones de veces a lo largo de multiples ciclos en los cuales la
secuencia diana se replica fielmente. Antes de iniciar los ciclos de PCR, el ADN
debe extraerse manual o automaticamente de la muestra. Esto dependera de las
capacidades del laboratorio. Por lo general, se trata de un proceso prolongado de
varios pasos. Tras aislar el ADN diana, se inician los ciclos de PCR. Se producen
mas de mil millones de copias del ADN original en 30 o 40 ciclos de PCR debido a
la naturaleza exponencial de la reaccion. Para lo cual se realizan 3 pasos:

desnaturalizacién, hibridacion y extensién.

Después de que la PCR ha generado dos réplicas del ADN, se procede a repetir el
ciclo utilizando el ADN recién duplicado. Cada duplicacion produce dos copias
adicionales, y a medida que se repite este proceso durante aproximadamente 40
ciclos de PCR, se generan automaticamente mas de mil millones de copias del

34



segmento original de ADN en cuestion de horas. En el contexto del diagnéstico
clinico, la técnica de PCR tiene la capacidad de amplificar un numero adecuado de
réplicas del ADN objetivo por medio de la muestra clinica. Esta amplificacion
permite realizar un analisis exhaustivo y proporcionar informacién relevante para

determinar el tratamiento adecuado para la enfermedad diagnosticada 4.

11.3.2.2. Analisis serolégicos

El test serolégico o andlisis seroldgico implica la deteccidn en el suero sanguineo
de los anticuerpos especificos encargados de contrarrestar la accién de un agente
infeccioso. Cuando el sistema inmunolégico se expone a un agente infeccioso,
produce una clase de proteina conocida como inmunoglobulina o anticuerpo, la cual
es exclusiva de este tipo de microorganismo. Una prueba seroldgica nos brinda la
posibilidad de identificar aquellos anticuerpos que sirven como evidencia indirecta
de que el cuerpo humano ha tenido contacto con el agente infeccioso en cuestion.
Dentro de las diversas clases de inmunoglobulinas existentes, las mas empleadas
con propésitos de diagnéstico son la IgM y la 1gG. Este enfoque, denominado
respuesta humoral, se emplea en la elaboracion de técnicas de diagndstico

inmunolégico °.

La prueba seroldgica de anticuerpos tiene como objetivo identificar la presencia de
proteinas especificas generadas como respuesta a una infeccion, como la IgM e
IgG. La deteccion de estos anticuerpos suele indicar generalmente que una
persona ha experimentado una respuesta inmunoldgica al virus SARS-CoV-2 sin
embargo también puede indicar un estado crénico o alguna enfermedad
autoinmune en un paciente, y su deteccién en cantidades elevadas podria indicar
la activacion de ciertos tipos de linfocitos B en respuesta al reconocimiento de un
virus en este caso del SARS-CoV-2 0. Esta prueba es una opcion méas econémica
y sencilla en comparacién con la técnica de PCR, y ofrece un valioso uso tanto en

el ambito epidemiolégico como en el diagnédstico de la enfermedad.

La produccion de IgM comienza varios dias después de la infeccion y dura dos
semanas aproximadamente segun la literatura. La 1gG le sigue y dura més tiempo.
Asi pues, la IgM denota una infeccién temprana del paciente generalmente,
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mientras que la IgG, demuestra la respuesta inmunoldgica del organismo a
exposiciones previas a antigenos especificos, sin embargo, en una infeccién por
SARS-CoV-2, esto no ocurre de manera completamente segura. Después de que
el sistema inmunoldgico reconoce el virus, el cuerpo se prepara para generar
oleadas de IgM, que son producidas por linfocitos B plasmaticos. En circunstancias
excepcionales, en entornos inflamatorios especificos, también se pueden producir
IgG a partir de linfocitos B 0. Estas pruebas también pueden identificar la IgA, que
esta presente sobre todo en los tejidos de las mucosas y puede ser importante en

la respuesta inmunitaria y el desarrollo de la enfermedad °°.

Todos los pacientes desarrollan anticuerpos IgM e IgG durante la tercera y cuarta
semanas tras el inicio de los sintomas. Los niveles de IgM descienden en la quinta
semana y disminuyen en la séptima, mientras que los de IgG persisten mas alla de
las siete semanas. Las pruebas de anticuerpos pueden detectar la infeccion virica
por SARS-CoV-2 previa, actual y seguir la progresién de la enfermedad y la
respuesta inmunitaria. Esta prueba ayuda a los epidemidlogos y desarrolladores de
vacunas a analizar la respuesta de anticuerpos a corto plazo y la diversidad de

anticuerpos °°.

11.3.2.2.1. Quimioluminiscencia (CLIA)

La quimioluminiscencia, conocida como CLIA (ChemiLuminescent Immuno Assay)
en inglés, es un fendmeno relevante en la inmunologia. Se refiere a la liberacion de
energia luminica durante ciertas reacciones quimicas, donde esta luz esta
relacionada con la disipaciébn de energia de una sustancia en un estado
eléctricamente excitado. Este fendmeno ocurre cuando los electrones presentes en
los atomos experimentan transiciones desde niveles energéticos superiores a

inferiores en una reaccion quimica especifica 4.

En el contexto del laboratorio clinico, se desarrollan sistemas que llevan a cabo
esta reaccién con el objetivo de realizar inmunoensayos. Estos sistemas estan
disefiados con tecnologia automatizada de Uultima generacién, como la

quimioluminiscencia. Este método de lectura presenta una mayor sensibilidad en
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comparacion con el ELISA y se basa en el principio de la emisién de energia
luminosa mediante una reaccidon quimica entre una enzima y un sustrato. Los
ensayos de quimioluminiscencia, también conocidos como CLIA, comparten un
principio basico con los ELISA, pero se diferencian en el hecho de que, en el caso
de la quimioluminiscencia, la unién entre el antigeno y el anticuerpo se evalua
mediante la generacion de fluorescencia mediante una reaccion quimica. Las
pruebas emplean anticuerpos que estan unidos a un marcador luminiscente, como
el luminol o derivados de acridina, utilizando un sistema avidina-biotina. Las
pruebas cuantitativas demuestran una gran sensibilidad. Al reemplazar un sustrato
cromdgeno por uno luminiscente, se logra una sensibilidad diez veces mayor 4. Sus
aplicaciones en el laboratorio son utiles para: marcadores serologicos, hormonas,

marcadores tumorales, drogas, inmunoglobulinas.

11.3.2.2.2. Ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA)

El ensayo de ELISA utiliza enzimas. Una enzima conjugada con anticuerpos que
reacciona con un sustrato incoloro para crear una respuesta de color lo cual quiere
decir que es cromogeénico, los ELISA emplean fosfatasa alcalina, peroxidasa de
rabano picante y/o galactosidasa. Estas pruebas, mas seguras y baratas, ofrecen
una sensibilidad equivalente a los RIA (radioinmunoensayos) “.

Los ensayos ELISA pueden cuantificar o identificar cualitativamente antigenos o

anticuerpos.

Existen 4 variantes de ELISA: directo, indirecto, competitivo y tipo sandwich.

a) ELISA directo

Este método es apropiado para cuantificar el antigeno de alto peso molecular
y se considera la forma mas sencilla de ELISA. Requiere menos pasos y es
mas rapido en comparacion con otros tipos de ELISA. Una ventaja adicional
es que elimina la posibilidad de reactividad cruzada con anticuerpos
secundarios que puede ocurrir en los ELISA indirectos. Sin embargo, el
etiquetado directo de los anticuerpos primarios lleva mas tiempo, es costoso
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y puede afectar negativamente la capacidad de inmunorreactividad del
anticuerpo hacia el antigeno especifico. El antigeno se une en la parte
inferior del pocillo de la microplaca y posteriormente se introduce un
anticuerpo particular del antigeno conjugado con una enzima u otra molécula

detectora ®’.

Primary
antibody
conjugate

Antigen

R —

Figura 4. ELISA directo.

Fuente: Molecular Devices °/

b) ELISA indirecto

En este método el antigeno se adhiere al final del pocillo de la microplaca y
luego se introduce un anticuerpo especifico para el antigeno. Después, se
anade un segundo anticuerpo que esta conjugado con una enzima u otra

molécula de deteccién y se une al primer anticuerpo .

Mediante esta técnica es posible detectar o cuantificar de forma precisa los
anticuerpos. Se adiciona suero u otra muestra que posea el anticuerpo

primario (Ab1) a un pozo de microplaca recubierto con antigeno, permitiendo

38



que se produzca la reaccién entre el anticuerpo y el antigeno unido al pozo.
Tras lavar para eliminar el Ac primario no unido, se detecta la presencia de
anticuerpo unido al antigeno anadiendo un anticuerpo secundario (Ab2)
conjugado mediante una enzima que conecta con el anticuerpo primario.
Posteriormente, se realiza un segundo lavado para eliminar todo anticuerpo
secundario no unido y se anade un sustrato enzimatico. Utilizando lectores
de placas espectrofotométricos especializados, la absorbancia de los 96
pocillos de una placa puede medirse en cuestion de segundos, lo que
permite medir la cantidad de producto de reaccién de color producido “.

Secondary
antibody
conjugate

Figura 5. ELISA indirecto.

Fuente: Molecular Devices %/

c) ELISA competitivo

En un ensayo ELISA competitivo, se coloca en el fondo de los pocillos de la
microplaca un antigeno de referencia. Luego, se agrega la muestra junto con
el anticuerpo, y si hay presencia de un antigeno en la muestra, compite con
el antigeno de referencia por la unién al anticuerpo. Los lavados posteriores

eliminan el material no unido. Cuanto mas elevada sea el total del antigeno
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en la muestra, menor sera la cantidad de anticuerpo que se une al fondo de
los pocillos a través del antigeno de referencia, lo que resulta en una menor
sefal detectable >’.

Este método representa otra variante para la cuantificacién de antigenos. En
esta técnica, se mezcla inicialmente una solucion de anticuerpo con una
muestra que posee el antigeno. Luego, la mezcla de antigeno y anticuerpo
se aflade a un pozo de microtitulo previamente recubierto con el antigeno
objetivo. A medida que la muestra contiene una mayor cantidad de antigeno,
la disponibilidad de anticuerpo libre para unirse al antigeno recubierto en el
pozo disminuye. Para determinar la cantidad de anticuerpo primario unido al
pozo, se puede utilizar la adicion de un anticuerpo secundario (Ab2)
conjugado con una enzima especifica para el isotipo del anticuerpo primario,
similar a un ELISA indirecto. Sin embargo, en este ensayo competitivo, a
mayor concentracién de antigeno en la muestra original, menor sera la

absorcién detectada .

Primary
antibody
Inhibitor \ conjugate @
antigen / ! :
\& \ l {

Antigen

Figura 6. ELISA competitivo.

Fuente: Molecular Devices °’
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d) ELISA tipo sandwich

El ELISA en sandwich emplea dos anticuerpos, uno contra cada uno de los
dos epitopos del antigeno diana. El epitopo del antigeno es reconocido por
el anticuerpo de captura, que se adhiere al fondo del pocillo de la microplaca.
El anticuerpo de deteccion esta acoplado a una enzima y reconoce un
epitopo distinto del antigeno. De no estar conjugado el anticuerpo de
deteccion, serd necesario un anticuerpo de deteccion secundario conjugado

con una enzima ’.

Con esta técnica es posible detectar o cuantificar antigenos. En lugar de
inmovilizar el antigeno, se fija un anticuerpo en un pocillo de microtitulacion.
Se adiciona antigeno a una muestra, la cual reacciona con el anticuerpo
fijado. Tras limpiar el pocillo, se afiade un segundo anticuerpo especifico
para un epitopo distinto del antigeno, se conjuga con una enzima y se deja
que se una al antigeno capturado. Una vez eliminado el segundo anticuerpo
no unido mediante enjuague, se aplica un sustrato, posterior a ello, se
cuantifica el producto de la reaccion de color 4.

Secondary
antibody

Antigen o ®
& A C C

Primary
antibody

Figura 7. ELISA tipo sandwich.

Fuente: Molecular Devices °/
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11.3.3. indice de Masa Corporal (IMC)

Cuando se comparan el peso y la estatura de un individuo, el resultado se denomina
IMC. Con la ayuda de este resultado, podemos determinar si el peso de un individuo
es adecuado o no, si es inadecuado, si es obeso y en caso de serlo, cual es su
grado de obesidad. ElI IMC se determina dividiendo el peso de una persona

(expresado en kilogramos) por el cuadrado de su estatura (expresada en metros)
58

IMC = peso (kg) / talla (m?)

Si el IMC de un individuo pesa 70 kg y mide 1,70 m es: 70/1,702 = 24,2. Segun el

IMC se considera que el peso de una persona es:

Tabla 1. Cuadro de niveles de IMC

IMC ESTADO
Por debajo de 18.5 Peso bajo
18.5-24.9 Peso normal
25.0 - 29.9 Pre- obesidad o
sobrepeso
30.0 - 34.9 Obesidad clase |
35,0 - 39,9 Obesidad clase Il
Por encima de 40 Obesidad clase |l

Fuente: OMS (2023)

Es necesario tener en cuenta el indice de masa corporal (IMC) como punto de
referencia, ya que también se ve afectado por la constitucién del individuo. La
actividad fisica constante y el seguimiento de una dieta equilibrada y baja en grasas
son dos practicas que nunca deben ignorarse. La diabetes, las enfermedades de la
vesicula biliar, la artrosis e incluso ciertos tumores malignos se han relacionado con

la obesidad. La obesidad también esta relacionada con enfermedades
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cardiovasculares y arteriales (infartos, derrames cerebrales, etc.). La probabilidad
de padecer estas enfermedades aumenta en proporcion al indice de masa corporal
(IMC) del individuo. En consecuencia, es esencial conocer con exactitud el peso

optimo o normal %8,

I.4. Glosario de términos

Anticuerpo: Es una proteina, conocida como inmunoglobulina, compuesta por dos
cadenas pesadas iguales y dos cadenas ligeras iguales. Su funcién principal es
reconocer un epitopo especifico en un antigeno y contribuir a la eliminaciéon de
dicho antigeno. En las células B, los anticuerpos se expresan en la membrana
cuando no han encontrado un antigeno, mientras que en las células plasmaticas se
producen y secretan los anticuerpos. Algunos anticuerpos presentan una estructura

basica compuesta por cuatro cadenas °°.
Antigeno: Una sustancia, generalmente externa, que se adhiere de forma
especifica a un anticuerpo o receptor en la célula T, y a menudo se utiliza como

término equivalente a inmunégeno *°.

Antigenicidad: Habilidad para unirse de manera selectiva a anticuerpos o al
receptor de células T/MHC .

Autoinmunidad: Condicion en la cual el sistema inmunolégico del cuerpo ataca
por error y destruye células, tejidos y érganos sanos del propio organismo ©0.

Coagulopatia: Enfermedad caracterizada por un funcionamiento deficiente del
sistema de coagulacidn, lo cual resulta en un trastorno en el proceso de coagulacion

del organismo 0.

COVID-19: Afeccion que causa el coronavirus denominado SARS-CoV-2 ¢,
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Hiperglucemia: Niveles de azucar en sangre muy superiores a la media. La
hiperglucemia es un factor de riesgo para desarrollar diabetes y otras
enfermedades. Hiperglucemia es otro nombre que recibe esta afeccion 2.
Hipertension: Cuando la presién sanguinea en los vasos esta muy elevada (de
140/90 mmHg o maés) &2,

Inmunocomplejo: Complejo antigeno-anticuerpo en la respuesta inmunitaria
humoral de tipo Ill o precipitinica €°.

Inmunoadsorcion: Tratamiento terapéutico que permite eliminar de forma
selectiva un componente especifico del plasma sanguineo. Posteriormente, se
reintroduce el plasma tratado al paciente, evitando asi la administracién de

sustancias ajenas al organismo €.

Inmunoensayo: Métodos cuyo principio se basa en la interaccion antigeno-

anticuerpo 2.

Inmunoglobulina: Familia de proteinas con actividad de anticuerpo %°.

Linfocitopenia: Afeccion donde la cantidad linfocitos en sangre estan por debajo
de lo normal 3.

Linfocitos T: Los linfocitos T son un grupo de células blancas de la sangre
pertenecientes a la linea linfoide. Se originan en la médula ésea y completan su
proceso de maduracion en el timo. Estas células se distribuyen tanto en la sangre

como en el sistema linfatico 0.
Microtitulacion: La microtitulacién en biologia es una técnica utilizada para medir
la concentracién de una sustancia o la actividad de una enzima en una muestra

bioldgica 2.

Microparticulas: Pequenas vesiculas derivadas de diferentes tipos de células 2.
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Nucleocapside: Complejo de proteina y acido nucleico que conforma parcial o

completamente los viriones 2.

Patogenia: La patogenia se refiere al conjunto de procesos y mecanismos que
conducen al desarrollo y progresion de una enfermedad. Incluye los eventos que
ocurren desde la entrada del agente patégeno en el organismo hasta la

manifestacion de los sintomas y la respuesta del sistema inmunolégico °°.

Plasma: Componente liquido de la sangre que carece de células y contiene todos

los factores necesarios para la coagulacion ©3.

Poliproteina: Se refiere a una molécula de proteina inactiva. Mediante modificacion

postraduccional, se generan distintas proteinas activas 2.

SARS-CoV-2: Virus responsable de la afeccion (COVID-19) 0.

Seroepidemioldgicos: investigaciones que se realizan para determinar la

prevalencia y distribucion de anticuerpos especificos en una poblacion en particular
62

Serologia: Analiza muestras de sangre para determinar como reacciona el

organismo ante enfermedades extrafas o vacunas %4.

45



lI.LHIPOTESIS Y VARIABLES

lll.1. Hipétesis

No aplica

IIl.2. Variables

e Variable 1 (V1). Pacientes convalecientes por SARS-CoV-2 procedentes del
Cercado de Lima.

e Variable 2 (V2). Valores de IgM e IgG.
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lll.3. Operacionalizacion de variables

Tabla 2. Operacionalizacidén de variables.

. . UNIDAD
TIPO DE DEFINICION DEFINICION
VARIABLE(S) DIMENSIONES INDICADOR DE OBSERVACIONES
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL
MEDIDA
Pacientes que se | Se determinara a Caracteristicas
o han recuperado de través de la anatomicas y Hombres/
Cualitativa . Sexo L .
COVID-19 y tienen informacion fisiologicas de los | Mujeres
Pacientes anticuerpos obtenida en la individuos.
convaleciente neutralizantes ficha de datos y Tiempo
: Recolectado de la
s por SARS- - generados por el previamente cronoldgico desde ) .
CoV-2 Cuantitativa | sistema inmune y diagnosticados Edad el nacimiento Anos ficha de datos de
" pacientes
procedentes que se encuentran | positivos para hasta la fecha. .
del Cercado suspendidos en el SARS-CoV-2. convalecientes.
: I de |
de Lima. .p a.sr.na ©los Firma de Enfermedades
individuos que imi anteriores del
Cualitativa lograron superar c?nsentlmlento. Antecedentes . -
informado del paciente
esta enfermedad . . L
. ) paciente. (hipertension,
incluso por mas de
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diabetes,

120 dias
posteriores a su
alta 2.
(Garcia & Lépez,
2020)

obesidad, otros).

Senala que, en el

Valores de
IgM e IgG.

Cuantitativa

Los anticuerpos de
clase IgM se
localizan
principalmente en
la sangre y en el
liquido linfatico.
Representan la
primera respuesta
del organismo ante
una nueva
infeccidn, siendo
los primeros
anticuerpos
producidos para
combatirla °.

La evaluacién de
los valores de
IgM se realizara
mediante una
evaluacion
cuantitativa de
IgM en el suero
de personas
convalecientes
mediante
inmunoadsorcién

ligado a enzimas

(ELISA indirecto).

Valores de IgM

momento de la
muestra, la
persona esta
portando el virus
del COVID-19,
aunque no
presente
sintomas, y su
sistema
inmunitario ha
comenzado a
generar una
respuesta de
defensa.

Ul/mL

Valores de IgM en
el suero de
pacientes COVID-
19 en fase
convaleciente seran

medidos en 2

eventos.

48



La sangre y otros
fluidos contienen
anticuerpos 1gG,
que protegen
contra las
infecciones
bacterianas y
viricas. La
formacion de IgG
tras una infeccién o
vacunacién puede

llevar tiempo °.

La evaluacién de
los valores de
IgG se realizara
mediante una
evaluacion
cuantitativa de
lgG en el suero
de personas
convalecientes
mediante
inmunoadsorcién

ligado a enzimas

(ELISA indirecto).

Valores de IgG

Indica que, en el
momento de la
toma de muestra,
la persona ha
tenido contacto
con el coronavirus
o COVID-19y ha
generado una
respuesta
inmunoldgica. En
el caso de que la
persona aun
presente
reactividad en IgM,
existe una
probabilidad muy
baja de que pueda
contagiar a otras

personas.

Ul/mL

Valores de IgG en
el suero de
pacientes COVID-
19 en fase
convaleciente seran
medidos en 2

eventos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Area de estudio
Este estudio fue realizado en pacientes convalecientes por SARS-CoV-2
procedentes del Cercado de Lima, en el periodo de abril a mayo del 2022.

IV.2. Diseno de investigaciéon
La presente es un estudio observacional y analitico; prospectivo, de corte

longitudinal, con un alcance descriptivo y un enfoque cuantitativo.

IV.3. Poblacion y muestra

IV.3.1. Poblacion

Todos los pacientes convalecientes por SARS-CoV-2 del Cercado de Lima

en el periodo de abril a mayo del 2022.

1V.3.2. Tamano de muestra

Se trabaj6 con 52 pacientes en fase convaleciente que fueron
diagnosticados positivo para SARS-CoV-2 del Cercado de Lima y que

cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion.

En el presente estudio se utilizara la siguiente formula para comparar dos
promedios:
Z(Za + Zﬁ)ZSZ
n= d2
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Donde:

Z, = 1,96 Es un valor constante de la distribucién Normal empleado para
asegurar que la estimacién cuente con un nivel de certeza o confianza del
95%.

Zg = 0,84 Es un valor constante de la distribucion normal empleado para
garantizar que la capacidad de la prueba sea del 80%.

d= 30 AU/mL corresponde a la exactitud o la menor disparidad entre los
promedios de ambos grupos que se busca identificar.

S= 48,65 AU/mL, Es la desviacion estandar previa estimada para el IgM.

S= 36,12 AU/mL, Es la desviacion estandar previa estimada para el IgG.

La desviacién estandar fue calculada luego de eliminar los datos atipicos
publicados en el articulo 8 DOI: 10.1002/jmv.25820

Reemplazando para el IgM
_2(1.96 + 0.84)248,65%

41,3
" 302
Reemplazando para el IgG
2(1.96 + 0.84)236,122
n= =228

302

Aplicando una correccion al mayor tamarfo de la muestra para un porcentaje

de pérdidas del 20% tenemos:

n 413
1-p 1-0,20

ne = = 51,6 = 52

Posteriormente el tamarno de la muestra asegura la deteccidn de diferencias
significativas de 30 AU/mL con grado de significancia del 5% y un porcentaje
de pérdida del 20% es de 52 pacientes.
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IV.4. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion

IV.4.1. Instrumentos

Se utilizaron fichas de recoleccion de datos (ANEXO N°1) y ficha de
consentimiento informado (ANEXO N°2), los cuales fueron a probados por el
comité de ética de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Mayor de San Marcos (ANEXO N°3).

1V.4.2. Criterios de estudio

Criterios de inclusion

e Edad: Pacientes de 18 afios a mas.

e Pacientes convalecientes de la infeccion por SARS-CoV-2 que estan
de alta al inicio del estudio.

e Evaluacion por parte del personal médico, confirmando infeccion para
SARS-CoV-2- (prueba rapida y prueba molecular).

e Recuperacion de la infecciéon confirmada con el alta médica.

e Firma de consentimiento informado.

Criterios de exclusion

e Paciente con enfermedades autoinmunes.
e Mujeres embarazadas.

e Nifos.

e Jovenes menores de 18 anos.

e Pacientes infectados con SARS- CoV-2.
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1V.4.3. Procedimiento

1V.4.3.1. Recoleccion de datos

El método de trabajo consistié en la elaborar una ficha de recoleccion de
datos que se aplic6 a los pacientes convalecientes por SARS-CoV-2
(ANEXO N°1).

Se firmé un consentimiento informado de los pacientes que deseen participar

voluntariamente en el estudio (ANEXO N°2).

IV.4.3.2. Medicion del indice de masa corporal (IMC) 58

e Medir la altura: Se utilizé un estadiémetro para obtener la estatura de la
persona en metros (m)

e Medir el peso: Se utilizé una balanza para obtener el peso de la persona
en kilogramos (Kg.)

e Calcular el IMC: EI IMC se calcula dividiendo el peso en kilogramos entre

la altura en metros al cuadrado. La formula es la siguiente:
IMC = peso (Kg) / talla (m?)

e Interpretar el resultado: El IMC obtenido se interpreté utilizando las

siguientes categorias:

> Bajo peso: IMC < 18.5

» Peso normal: 18.5 < IMC < 24,9
» Sobrepeso: 24,9 < IMC < 29,9
» Obesidad: IMC = 29,9
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1V.4.3.3. Toma de muestra

La muestra de sangre venosa fue recolectada de cada paciente en tubos
vacutainer con gel, sin anticoagulante, para la obtencion de suero en donde
se determiné y cuantificoé las inmunoglobulinas IgM e IgG; en los ambientes
del laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Estas se codificaron para mantener la informacién de los participantes de

forma andénima.

IV.4.3.4. Andlisis de IgM e IgG utilizando la técnica de inmunoadsorcién
ligado a enzimas (ELISA indirecto) & 6

En la sangre de los pacientes convalecientes por el virus SARS-CoV-2, se
detecté los anticuerpos producidos con la técnica de ELISA indirecto,
utilizando los kits de AESKULISA SARS-CoV-2 IgM y AESKULISA SARS-
CoV-2 IgG 8, la cual esta basada en el uso del dominio S1 de la proteina
Spike glicosilada de SARS- CoV-2.

o Materiales:
Material de laboratorio: fiola (100-1000 mL), probeta, agitador vortex,
micropipetas (10, 100, 200, 500, 1000 pL).
Lector de microplacas BioTek Instruments Synergy MX.
Papel filtro
Agua destilada

e Preparacidén de los reactivos:

La totalidad de componentes ademéas de la placa de microtitulacion se
llevaron a 20-25 °C o 68-77 °F antes de comenzar la preparacién de los
reactivos. Los reactivos en forma liquida deben combinarse adecuadamente.
Al diluir la concentracion tampdn, sélo se utilizaron recipientes de vidrio

estériles.
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a)

b)

b)

a)

Tampon de dilucion de muestras (5X conc.): El tamp6n de muestra
altamente concentrado fue mezclado con agua destilada en una
proporcién de 1:5 antes de su utilizacién. El tampdén de muestra de los
inmunoensayos AESKULISA IgM e IgG incluye absorbente de Rf.

Solucion de lavado (50x conc.): La solucién de lavado concentrada se

diluyo con el uso de agua destilada en proporcion de 1:50 antes del uso.

Preparacion de muestras:

Material de las muestras: Se utilizO muestras de suero frescas, libres
de contaminacién bacteriana y de hemolisis. Dichas muestras se
centrifugaron (<1000 x g) y se retird el sobrenadante para la posterior
utilizacion.

Dilucién de muestras: Las muestras de los individuos se diluyeron en
proporcién de 1:101 con 1x de tampdn de muestra y se mezclé bien e
incubd posteriormente durante al menos 15 minutos a temperatura

ambiente.

Procedimiento operatorio:

Preparacion de la curva de calibracion:

En funcién del uso cuantitativo previsto de los inmunoensayos AESKULISA

se realiz6 el siguiente esquema de pipeteo:
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Tabla 3. Curva de calibracion para uso cuantitativo

1 2 3
A CAL A P3
B CALB P4
C CALC P5
D CALD P6
E CON-
F CON+
G P1
H P2
CALA Calibrador A
CALB Calibrador B
CALC Calibrador C
CALD Calibrador D
CON- Controles negativos
CON+ Controles positivos

Fuente: AESKULISA SARS-CoV-2 (2020) 65

b) Ejecucidn de la técnica:

A continuacién, se describira los pasos que se siguid para realizar la técnica

de ELISA indirecto. En los 96 pocillos de la placa se encuentra absorbido el

antigeno especifico de SARS-CoV-2.
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Tabla 4. Procedimiento para Elisa Indirecto para SARS-CoV-2

PROCEDIMEINTO

DESCRIPCION

1. Adicionar
calibradores,
controles y
muestras
diluidas

+100 pl

Se adicion6 100 pL
respectivamente de calibradores,
controles y muestras diluidas (se
agreg6 10 pL del suero del
paciente, que fue diluido con 1000
UL de tampén de muestra y se
mezcld bien) preparados para la

utilizacion mediante cavidad.

2. Incubacion de

muestras

Se incubé durante 30 +/- 3
minutos a 20-32 °C/68-89 °F.

3. 3 x lavados

—

—

3x 300ul

Los anticuerpos contra el SARS-
CoV-2 reconocen el antigeno y se
ensamblan en el inmunocomplejo
(IC) si esta presente en el
paciente. Se utiliz6 una solucién
de detergente suave para lavar la
placa entre cada paso a fin de
eliminar  cualquier resto de
células, proteinas o anticuerpos
que no debieran estar alli. Se
aspiré el liquido de los pocillos vy,
a continuacion, se llenaron los
pocillos con 300 pL de solucién de
lavado y se golpearon
suavemente tres veces antes de

volver a utilizarlos
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4. Adicion de
conjugado

CONJ

Se agregd, el anticuerpo de
captura o deteccibn que esta
marcado con la  enzima.
Adicionando 100 pL de solucidn
de conjugada lista para usar por
cavidad.

5. Incubacion del
conjugado

Se incubé durante 30 +/- 3
minutos a 20-32 °C/68-89 °F.

6. 3 x lavados

|-

3x 300ul

Se repitio el paso 3; el exceso de
anticuerpo se elimin6 con 3

lavados.

7. Adicion de
sustrato

SuB

|

+100 pl

Fue incorporado el sustrato
enzimatico mediante la adicién de
100 pL de una solucion de
sustrato lista para su uso en cada
cavidad.

8. Incubacion del

sustrato

¥

30’

Se incubd el sustrato por 30 +/- 3
minutos a 20-32 °C / 68-69 °F. Se
mantuvo alejado de la fuente de

luz intensa.
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STOP
L En cada cavidad, se agregaron
9. Adicion de .
o 100 pyL de la solucién de parada
solucion de _ o o
lista para ser utilizada, siguiendo
parada —_> -
i el orden de adicion del sustrato.
+100 ul
- Se realizé una incubacion
10. Incubacion _ .
(opcional) por 5 min.
5
Se mezcld agitando la placa con
11. Mezcla ,
cuidado por 5 seg.
Se llevé a cabo el analisis para
evaluar la absorbancia en un
0Q55 oD lapso de 30 minutos a una longitud
620,
12. Analisis “A" de onda de 450 nm, en
450/620 nm comparacion con una longitud de
onda de referencia recomendada
de 620 nm.

Fuente: Elaboracion propia (2023)

> Rango limite: 8- 12 Ul/mL

> Rango de medicion: 3-100 Ul/mL
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e Interpretacién de resultados:

Tabla 5. Esquema de interpretacién de los resultados serolégicos

Actividad Actividad .
Valoracion

de IgM de IgG

No se ha identificado la presencia de
anticuerpos especificos en los resultados
obtenidos.
negativa negativa En caso de existir una sospecha bien
fundamentada, se recomienda realizar una
nueva prueba en un lapso de una a dos
semanas.
Indicios de infeccibn aguda. Se sugiere
positiva positiva ejecutar analisis complementarios para su
corroboracion.

negativa  positiva Indicios de infeccion / latencia pasada.

Fuente: AESKULISA SARS-CoV-2 (2020) 6

IV.5. Analisis estadistico

La informacién fue recolectada de las fichas de datos y pruebas de
laboratorio; fueron trasladadas a una hoja de datos de Excel de Office 2019,
después de codificar y verificar la consistencia se procedi6é a exportarla al
programa estadistico SPSS version 27,0 % con la finalidad de ejecutar el
correspondiente analisis estadistico. Para la comparacién de los promedios
se uso la prueba T de Student, para muestras asociadas, y en la situacion
que no se verifique la normalidad de los datos se utilizé la prueba no
paramétrica de Wilcoxon y Prueba de Wald. Para ilustrar los resultados se
presentan diagramas de caja (box plot); y el analisis, mediante tablas y
graficos.
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V. RESULTADOS

Se registraron 90 pacientes convalecientes de COVID-19; de los cuales fueron
descartados 38 por abandono del protocolo. Quedaron en seguimiento 52

pacientes.

V.1. Caracterizacion epidemioldgica

Tabla 6. Distribucién de pacientes convalecientes por SARS-CoV-2
procedentes del Cercado de Lima, abril a mayo del 2022

Frecuencia Porcentaje (%)
Masculino 18 34,6
Sexo
Femenino 34 65,4
18-29 afos 13 25,0
Edad 30-59 anos 25 48,1
60 a mas 14 26,9
Normal 18 34,6
IMC Sobrepeso 14 26,9
Obesidad 20 38,5
Total 52 100,0

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 6 muestra que en su mayoria el 65,4% de los pacientes convalecientes
fueron del sexo femenino, Asi mismo, con respecto a la edad el 48,1% presentaron
un rango de 30 a 59 afos, seguido del 26,9% de adultos mayores y el 25% restante

fueron jovenes (18 a 29 anos).
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El IMC mostré una distribucidén equitativa, con 34,6% de pacientes con IMC normal;

26,9% con sobrepeso y 38,5% con obesidad.

80.0

60.0

40.0

% de pacientes

20.0

0.0

65.4

48.1

34.6
25.0

346 38.5
26.9 I 26.9 I

Masculino Femenino 18-29 afios 30-59 afios 60 a mas
Edad

Normal Sobre peso Obesidad

Sexo IMC

Figura 8. Distribucion de pacientes convalecientes por SARS-CoV-2
procedentes del Cercado de Lima, abril a mayo del 2022.
Fuente: Elaboracion propia.

V.2. Comportamiento de los anticuerpos segun tiempo de convalecencia

Tabla 7. Tiempo de convalecencia por SARS-CoV-2 y resultados de los

anticuerpos IgM e IgG.

n %
3 meses 0 menos 13 25,0
Tiempo de De 3 a 6 meses 12 23,1
convalecencia primera De 6 meses a un afno 4 7,7
prueba. 1 a2 afnos 18 34,6
Desconocido 5 9,6
Valores de IgM Positivos 3 5,8
(1 eray 2da prueba) Negativos 49 94,2
Valores de IgG Positivos 52 100,0
(1 eray 2da prueba) Negativos 0 0,0
Total 52 100,0

Fuente: Elaboracién propia
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% de pacientes
0.0 40.0 80.0 120.0
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Figura 9. Tiempo de convalecencia por SARS-CoV-2 y resultados de los
anticuerpos IgM e IgG.
Fuente: Elaboracion propia.

Latabla 7 y la figura 9 indican que principalmente el 34,6% de los pacientes que
participaron en el estudio presentaron un tiempo de convalecencia entre uno a
dos anos, seguido de un 25% con tres meses 0 menos y el 23,1% de tres a seis
meses; los resultados indicaron que el 5,8% presentaron valores positivos de
IgM asi mismo el 100% presentaron valores 1gG positivos. Lo que sugiere una
respuesta de IgM en declive.
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V.3. Comportamiento de los anticuerpos IgM segun la edad y el sexo

Tabla 8. Comportamiento de los anticuerpos IgM segun la edad y sexo de los
pacientes convalecientes por SARS-CoV-2.

IgM (1era IgM (2da ] ] Prueba
Diferencia
Prueba), Prueba), de
IgM, UlI/mL .
Ul/mL Ul/mL Wilcoxon

n Media D.E. Media D.E. Media D.E. p valor

Masculino 18 145 1,19 115 0,85 0,31 0,41 0,003
Sexo
Femenino 34 326 477 253 4,22 0,74 1,49 0,000

18-29anos 13 4,94 720 410 6,54 0,84 2,08 0,046
Edad 30-59aros 25 190 165 137 1,02 054 0,70 0,000

60 a mas 14 181 167 137 090 045 1,02 0,050

Total 52 2,64 400 205 349 059 1,24 0,000

D.E (Desviacion estandar)

Fuente: Elaboracién propia

En la dltima fila de la tabla 8 se observa que el valor promedio del IgM en los
pacientes convalecientes fue de 2,64 Ul/mL con una desviacién estandar de
14,00 Ul/mL, un mes después (35 dias) este valor disminuyo a 2,05 Ul/mL con
una desviacion estandar de +3,49 Ul/mL, lo cual significa una disminucién de
0,59 Ul/mL; la prueba de Wilcoxon para muestras emparejadas indica que las

diferencias fueron significativas.

De manera similar se presentan las diferencias segun sexo y grupos de edad,
observandose en todos los casos (a excepcion de adultos mayores) una
disminucién significativa en el valor promedio de IgM (p valor < 0,05).

El sexo femenino mostrd una reduccion significativa en los valores de IgM, al

igual que los grupos de edad mas jévenes (18-29 anos).
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Figura 10. Comportamiento de los anticuerpos IgM de los pacientes
convalecientes por SARS-CoV-2.

Fuente: Elaboracion propia

La figura 10 presenta los diagramas de caja para los valores de IgM en la
primera y segunda prueba, por la forma de las cajas podemos observar una
concentracién en valores IgM bajos, Asi mismo, en ambas pruebas se observa
que la gran mayoria de los datos se distribuyen por debajo de 4 Ul/mL mientras
que los pocos restantes casos presentan valores atipicos superiores.

65



V.4. Comportamiento de los anticuerpos IgM segun los antecedentes

Tabla 9. Comportamiento de los anticuerpos IgM segun antecedentes de los
pacientes convalecientes por SARS-CoV-2.

. ) Prueba
IgM (1era Prueba), IgM (2da Prueba), DiferenciaigM, g
e
Ul/mL Ul/mL Ul/mL
Wilcoxon
Desviacion Desviacion Desviacion
n Media Media ] Media ] p valor
estandar estandar estandar
Normal 18 3,12 5,03 2,20 3,33 0,91 1,76 0,003
Sobrepeso 14 2,54 4,95 2,46 5,55 0,08 0,85 0,029
Obesidad 20 2,27 1,75 1,62 1,18 0,65 0,76 0,000
Diabetes 7 2,06 2,22 1,62 1,23 0,44 1,28 0,461
Enfermedad
] 2,05 1,67 1,41 1,25 0,63 0,53 0,011
hepatica
Enfermedad
2,65 2,27 1,74 1,28 0,91 1,05 0,026
renal
Hiperlipidemia 13 2,08 1,97 1,42 1,16 0,66 0,94 0,003
Hipertension
1,37 1,02 1,00 0,24 0,37 0,79 0,066

arterial

Fuente: Elaboracion propia

Al analizar los valores de IgM segun los antecedentes, podemos observar qué
la disminucion después de un mes es significativa independientemente del nivel
de IMC del paciente. Por otro lado, también se observaron diferencias
significativas en el caso de los pacientes con enfermedad hepética, enfermedad
renal e hiperlipidemia, mientras que por el contrario en el caso de pacientes con
diabetes e hipertension arterial la diferencia no fue significativa.
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V.5. Comportamiento de los anticuerpos IgM segun el tiempo de
convalecencia

Tabla 10. Comportamiento de los anticuerpos IgM segun dias de
convalecencia por SARS-CoV-2.

Diferencia Prueba
IgM, de
Ul/mL Wilcoxon

Tiempo de IgM (1era IgM (2da Diferencia
convalecencia Prueba), UI/mL Prueba), UI/mL IgM, Ul/mL

n Media D.E. Media D.E. Media D.E. p valor

De3 a6
25 3,49 5,41 2,79 4,88 0,71 1,55 0,000

meses

De 6

meses a 3 4.47 3,09 2,83 1,67 1,64 1,42 0,157

un afno
1a2anos 19 1,24 0,36 0,99 0,14 0,26 0,30 0,005

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 10 indica que la disminucién del IgM es significativa en los pacientes
con tiempo de convalecencia mayor a 3 meses; si bien en el caso de 6 meses
a un ano no hay evidencia estadistica, pero esto puede ser debido a que
solamente son 3 pacientes, el grupo con tiempo de convalecencia desconocida
tampoco evidencia una diferencia significativa, posiblemente por el tamano

reducido (5 casos).
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V.6. Comportamiento de los anticuerpos IgG

Tabla 11. Comportamiento de los anticuerpos IgG en los pacientes
convalecientes por SARS-CoV-2.

IgG (1era Prueba) IgG (2da Prueba) Diferencia Wald
n % n % % y4 p valor
45-100 UlI/mL 7 13,5 14 26,9 13,5
-1,747 0,040
> 100 Ul/mL 45 86,5 38 73,1 -13,5
Total 52 100,0 52 100,0 0,0

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 11 muestra que cuando se realiz6 la primera prueba de anticuerpos, el
86,5% de los pacientes convalecientes presentaron valores de IgG superiores a
100 Ul/mL, mientras que el 13,5% tenia valores entre 45 y 100 Ul/mL. En la
segunda prueba, después de un mes (35 dias), el porcentaje de pacientes con
valores superiores a 100 Ul/mL disminuy6 al 73,1%, mientras que el porcentaje
de pacientes con valores entre 45 y 100 Ul/mL aumenté al 26,9%. La diferencia
entre ambas pruebas es del 13,5%, lo que indica una reduccidn significativa en

los valores de IgG de los pacientes convalecientes durante ese periodo.
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La prueba de Wald para proporciones de muestras relacionadas confirma que

esta disminucion es estadisticamente significativa, lo que sugiere que los

valores de I1gG en estos pacientes disminuyen de manera significativa al cabo

de un mes (35 dias). Estos resultados se ilustran en la figura.
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Figura 11. Comportamiento de los anticuerpos IgG en los pacientes
convalecientes por SARS-CoV-2.
Fuente: Elaboracién propia
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V.7. Comportamiento de los anticuerpos IgG segun la edad y el sexo

Tabla 12. Comportamiento de los anticuerpos IgG segun la edad y sexo de los
pacientes convalecientes por SARS-CoV-2.

IgG (1era Prueba), IgG (2da Prueba),
Ul/mL Ul/mL
Total
45-100 > 100 45-100 > 100
Ul/mL Ul/mL Ul/mL Ul/mL
n % n % n % n % n %

Masculino 1 56 17 944 4 222 14 77,8 18 100,0

Sexo
Femenino 6 176 28 824 10 294 24 70,6 34 100,0
18-29afos 3 23,1 10 769 7 538 6 462 13 100,0
Edad 30-59afos 3 12,0 22 880 6 240 19 76,0 25 100,0
60 a mas 1 71 13 929 1 71 13 929 14 100,0
Total 7 135 45 865 14 269 38 73,1 52 100,0

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 12 indica que en el caso de los pacientes del sexo masculino el
porcentaje de casos con IgG mayores a 100 Ul/mL disminuyo de 94,4% a 77,8%
entre la primera y segunda prueba (35 dias) y de igual manera de 82,4% a
70,6% en el caso de las mujeres; también se observd una disminucién en el
caso de los pacientes jévenes (18-29 afnos) y adultos (30-59 afos) mientras que

en el caso de los adultos mayores el porcentaje se mantuvo constante.
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V.8. Comportamiento de los anticuerpos IgG segun los antecedentes

Tabla 13. Comportamiento de los anticuerpos IgG segun antecedentes de los

pacientes convalecientes por SARS-CoV-2.

IgG (1era Prueba),

IgG (2da Prueba),

Ul/mL Ul/mL
Total
45-100 > 100 45-100 > 100
Ul/mL Ul/mL Ul/mL Ul/mL
n % n % n % n % n %
Normal 3 16,7 15 83,3 8 444 10 556 18 100,0
Sobrepeso 2 143 12 857 2 143 12 857 14 100,0
Obesidad 2 10,0 18 90,0 4 20,0 16 80,0 20 100,0
Diabetes 0 0,0 7 100,0 O 0,0 7 100,0 7 100,0
Enfermedad
] 2 250 6 75,0 2 250 6 75,0 8 100,0
hepatica
Enfermedad
2 250 6 75,0 0 0,0 8 100,0 8 100,0
renal
Hiperlipidemia 2 154 11 84,6 3 231 10 76,9 13 100,0
Hipertension
143 6 85,7 0 0,0 7 100,0 7 100,0

arterial

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 13 indica que la disminucidén porcentual de casos con IgG mayores a 100

Ul/mL entre la primera y segunda prueba (35 dias) sucedié unicamente en el caso

de pacientes con peso normal y obesidad, manteniéndose constante en los

pacientes con sobrepeso, asi mismo, también se observé una disminucién de esa

condicién en el caso de los pacientes con hiperlipidemia; mientras que, por el

contrario, en el caso de los pacientes con hipertension arterial y enfermedad renal

el porcentaje aumentd y en el resto se mantuvo constante.
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V.9. Comportamiento de los anticuerpos IgG segun el tiempo de

convalecencia

Tabla 14. Comportamiento de los anticuerpos IgG segun dias de
convalecencia por SARS-CoV-2.

IgG (1era Prueba), IgG (2da Prueba),

Tiempo de Ul/mL Ul/mL
convalecencia 45-100 > 100 45-100 > 100
Ul/mL Ul/mL Ul/mL Ul/mL

Total

n % n % nNn % n % n %

De 3 a 6 meses 4 16,0 21 84,0 3 12,0 22 88,0 25 100,0

De6mesesaunano 1 333 2 66,7 0 00 3 100,0 3 100,0

1 a2 anos 2 105 17 895 9 474 10 52,6 19 100,0

Total 7 149 40 851 12 255 35 74,5 47 100,0

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 14 muestra que la disminucién de casos con valores de IgG >100 Ul/mL
se da unicamente en el caso de los pacientes con mas de un afio de convalecencia
del COVID-19, pasando de 89,5% a 52,6%; mientras que en el caso de los

pacientes con menos tiempo el porcentaje mas bien aumenta.
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VI. DISCUSION

Los hallazgos de este estudio revelan patrones interesantes en la respuesta de los
anticuerpos IgM e IgG en pacientes convalecientes de SARS-CoV-2. Se observo
que los pacientes en recuperacion durante 3 a 6 meses presentaban una mayor
concentracién de anticuerpos IgM en comparacién con aquellos que habian estado
en convalecencia por 1 ano, en los cuales la presencia de anticuerpos era
practicamente imperceptible. Ademas, se noté que la disminucién de valores de
IgG por debajo de 100 Ul/mL se observaba principalmente en pacientes con mas
de un ano de convalecencia. Estos resultados son similares con el estudio realizado
por Seow et al.’® que informd que después de tres semanas del inicio de los
sintomas, los anticuerpos especificos contra el virus alcanzan su pico maximo. Sin
embargo, en su investigacion, solo el 17% de los pacientes mantuvo una respuesta
eficaz de anticuerpos tres meses después. Ademas, se observd una mayor
persistencia en los niveles de anticuerpos en personas con COVID-19 grave. Por
lo tanto, se puede evidenciar que tanto en el actual estudio como en el estudio
ejecutado por Seow et al.’® que el sistema inmunolégico de aquellos que
experimentan formas mas graves de la enfermedad puede desencadenar una

respuesta mas eficaz y de larga duracidn en términos de produccidn de anticuerpos.

La disminucién significativa en el valor promedio de IgM entre la primera y segunda
prueba en nuestra investigacion destaca la importancia de comparar los valores de
IgM e 1gG entre diferentes momentos para evaluar la respuesta inmunoldgica. Estos
resultados se pueden contrastar con el estudio realizado por Zhang et al. 2> en el
cual se midi6 los anticuerpos anti-SARS-CoV-2, incluidas IgM e IgG mediante dos
ensayos de ELISA en plasma en pacientes convalecientes, los cuales se habian
recuperado de la enfermedad por COVID -19, donde encontré una respuesta leve
en la IgM en la mayoria de los donantes. Ademas, su ensayo de IgG fue positivo
para aquellos con muestras de plasma que dieron positivo para IgM. La
correspondencia entre ambas investigaciones muestra cierto nivel de acuerdo,
dado que tanto los resultados de uno como del otro pueden ser entendidos como
un incremento en los niveles de IgM e IgG que sefala una respuesta en proceso,

al tiempo que una reduccién podria insinuar la resolucién de la infeccion. Estos

73



datos proporcionan perspectivas sobre el desarrollo de la infeccion y la efectividad

de la respuesta inmune del individuo.

En el estudio realizado por Lusignan et al. 2! se obtuvieron resultados en donde
descubrieron que las probabilidades ajustadas de una prueba positiva eran
mayores en los hombres (18,4%), en comparacién con las mujeres (13,3%). Lo cual
corresponde al objetivo planteado en el actual estudio el cual busca determinar el
comportamiento de los anticuerpos IgM e IgG segun la edad y sexo de los pacientes
convalecientes por SARS-CoV-2. Sin embargo, diversas literaturas indican que se
observa que los niveles de anticuerpos IgM e IgG pueden variar segun la edad de
los pacientes convalecientes. Por otro lado, en lo que respecta a diferencias de
anticuerpos segun el sexo; existen evidencias de que el sexo puede influir en la
respuesta inmunoldgica y la produccién de anticuerpos en diversas enfermedades
infecciosas. En relacion con el SARS-CoV-2, algunos estudios sugieren que las
mujeres pueden tener una respuesta de anticuerpos mas fuerte en comparacion
con los hombres. Esto se puede comparar con los resultados de la presente
investigacién donde se observa una disminucion notable de la IgM en jovenes (18-
29 anos) y adultos (30-59 afos) mientras que en el caso de los adultos mayores la
disminucidn no llega a ser significativa esto puede deberse a qué la produccion de
anticuerpos y la memoria inmunoldgica puede disminuir con la edad por lo que la
respuesta de anticuerpos pueden ser mas lentas en desarrollarse y podrian durar
mas tiempo para alcanzar niveles adecuados. Por otro lado, para la IgG se observa
disminucidn solo en pacientes jovenes y adultos. A través de los datos obtenidos,
se puede constatar que existe una tendencia donde las personas adultas mayores
presentan una respuesta de anticuerpos de menor intensidad y de duracién mas
limitada en comparacién con los pacientes mas jévenes. Segun Saavedra y Garcia
68 este suceso coincide con su estudio “Inmunosenescencia: efectos de la edad
sobre el sistema inmune” el cual indica que el sistema inmunolégico tiende a
volverse menos eficaz con la edad, lo que puede influir en la capacidad de generar
una respuesta de anticuerpos fuerte y sostenida. Por lo tanto, es posible que los
pacientes mas jovenes tengan una respuesta de anticuerpos mas robusta y

duradera. Sin embargo, con respecto al sexo para ambos se observé una
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disminucidn significativa para la IgG lo cual no coincide con el estudio de Lusignan

et al. 2!, el cual indica que deberia haber diferencias en ambos sexos.

En relacion al comportamiento de IgM e IgG en pacientes con antecedentes
médicos como enfermedades hepaticas, renales, hiperlipidemias e hipertensién
arterial, se determiné que presentan una disminucion significativa para el IgM, sin
embargo, para IgG se observa una disminucion en el caso de los pacientes con
peso normal y obesidad, y en pacientes con hiperlipidemias. Lo cual concuerda con
lo establecido por Popkin et al. 22, el cual menciona que realiz6 para el estudio una
revisidn sistematica de las vias mecanicas para COVID-19 y las personas con
obesidad; donde se evidencié que dichas personas con problemas de obesidad
corrian un mayor riesgo de sufrir infecciones y enfermedades graves, ademas de
COVID-19 positivo. Por otro lado, un estudio ejecutado por Apicella et al. 24,
coincide con lo estipulado Popkin et al. 2> debido a que menciona la probabilidad
que el mal pronostico de los pacientes con COVID-19 se deba a la naturaleza
sindromica de la diabetes, debido a factores como la hiperglucemia, la edad
avanzada y la presencia de comorbilidades como la obesidad, la hipertension, las
enfermedades cardiovasculares, las cuales contribuyen al aumento del riesgo. En
comparacion de dos autores y los resultados de la actual investigacidn se evidencia
que los padecimientos de ciertas afecciones podrian afectar la duraciéon de la
respuesta inmunitaria.

Por lo tanto, los resultados de este estudio indican que el comportamiento de IgM
e IgG en pacientes convalecientes de COVID-19 varia segun el tiempo de
convalecencia, la edad, el sexo y los antecedentes médicos. Estos hallazgos
proporcionan informacion valiosa sobre la dindmica de la respuesta inmunolédgica
en estos pacientes y como ciertas afecciones pueden afectarla. Estos
conocimientos son fundamentales para comprender mejor la inmunidad post

COVID-19 y para orientar futuras investigaciones y estrategias de atencién médica.

75



VIl. CONCLUSIONES

Se determind el comportamiento de los anticuerpos IgM e 1gG segun la edad y
sexo de los pacientes convalecientes por SARS-CoV-2; el cual revela una
variabilidad significativa en la respuesta inmunoldgica. Se observé una
disminucién significativa de los niveles de IgM en el sexo femenino y en los
grupos de edad mas jovenes. En cuanto a la IgG ambos sexos experimentaron
una disminucidn significativa en los niveles de IgG, mientras que la disminucién
en la IgG solo se observé en jovenes y adultos, pero no en adultos mayores.
Por lo tanto, las diferencias observadas en los niveles de anticuerpos respaldan
la conclusién de que la respuesta inmunitaria no es homogénea en la poblacion

convaleciente, y factores como la edad y el sexo influyen en ella.

Se describidé el comportamiento de IgM e IgG segun los antecedentes de los
pacientes convalecientes por SARS-CoV-2; donde se observdé que las
comorbilidades, como la diabetes, el sobrepeso y enfermedades hepaticas,
pueden influir en los niveles de IgM e IgG. En particular, los pacientes diabéticos
no muestran una disminucion significativa en los niveles de IgM, y los pacientes
con sobrepeso o enfermedad hepatica tampoco experimentan una disminucién
marcada en los niveles de IgG. En contraste, otras condiciones como
enfermedad renal, hiperlipidemia e hipertension arterial presentan diferencias
significativas en los niveles de IgM e IgG. Por lo tanto, se puede observar que
las comorbilidades tienen un impacto en la respuesta inmunitaria de los

pacientes convalecientes.

Se describié el comportamiento de IgM e IgG segun tiempo de convalecencia
por SARS-CoV-2, donde se observé que la respuesta de IgM e IgG varia
significativamente a lo largo del tiempo. Los pacientes con 3 a 6 meses de
convalecencia mostraron una mayor presencia de anticuerpos IgM en
comparacioén con los pacientes con 1 afno de convalecencia, donde la presencia
de IgM fue casi indetectable. Asimismo, se observa que la disminucidén de casos
con valores de IgG mayor a 100 Ul/mL se registra Unicamente en pacientes con
mas de un afo de convalecencia, pasando de 89,5% a 52,6%. En pacientes con
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menos tiempo de convalecencia, el porcentaje de casos con valores de IgG
mayor a 100 Ul/mL aumenta. Estos resultados indican que la respuesta
inmunitaria disminuye con el tiempo, sugiriendo que la inmunidad adquirida

decrece a medida que transcurre mas el tiempo desde la infeccién.

Se comparo los valores de IgM e IgG de la primera y segunda determinacién en
pacientes convalecientes por SARS-CoV-2, donde se muestra una disminucién
significativa en el valor promedio de IgM entre ambas pruebas,
independientemente del sexo del paciente, el IMC y del tiempo de
convalecencia. Ademas, se observa una disminucion significativa en el
porcentaje de pacientes con valores de IgG mayor a 100 Ul/mL entre la primera
y segunda prueba, disminuyendo del 86,5% al 73,1%. Estos hallazgos sugieren
que la inmunidad a largo plazo podria estar disminuyendo en la poblacion
convaleciente, lo que plantea consideraciones importantes de dosis de refuerzo

de vacunas.

Vill. RECOMENDACIONES

Realizar el estudio con una muestra mas amplia y durante un periodo de tiempo
mas prolongado para obtener resultados mas sdélidos y representativos. Esto
permitira obtener una visiobn mas completa de la respuesta de los anticuerpos

IgM e 1gG en diferentes grupos de pacientes.

Comparar con respuestas inmunitarias de otras infecciones virales similares, si
estan disponibles. Esto puede proporcionar informacion valiosa sobre las

caracteristicas especificas de la respuesta inmunitaria al SARS-CoV-2.

Se recomienda realizar investigaciones adicionales para profundizar en el
estudio del comportamiento de los anticuerpos IgM e IgG producidos por el
SARS-CoV-2. Esto podria incluir investigar su persistencia a largo plazo, su
capacidad de neutralizacién del virus y su relacion con la protecciéon contra

reinfecciones.
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e Ademas, se sugiere investigar la posible asociacién entre los niveles de
anticuerpos y la gravedad de la enfermedad, asi como el impacto de otros
factores, como comorbilidades y la administracion de vacunas, en la respuesta
inmunoldgica de los pacientes convalecientes.

e En general, es importante continuar con la investigacion y el seguimiento de la
respuesta de anticuerpos en pacientes convalecientes de COVID-19. Esto
contribuira a una mejor comprensiéon de los diversos tipos de inmunidad, tanto
la natural como la adquirida, y proporcionara informacién valiosa para orientar

estrategias de prevencién y tratamiento efectivas.
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X. ANEXOS

ANEXO N°1

HERRAMIENTAS UTILIZADAS PARA RECOLECCION DE DATOS
FICHA DE DATOS

FECHA CODIGO
I.DATOS PERSONALES
Apellidos y Nombres N° DNI
Direccion
Ocupacién Teléfono Procedencia
Fecha Nacimiento Edad Sexo F M
Peso ‘ ‘ Talla IMC Presién arterial Sp02
Il. HISTORIA DE SALUD
2.1. Antecedentes Patoldgicos
Hipertension arterial Enfermedad cardiovascular Anemia
Diabetes Enfermedad respiratoria Ninguno
Obesidad Enfermedad renal Otros
Enfermedad hepatica Hiperlipidemia
2.2. Consumidor de drogas Si No
Alcohol Fuma Cocaina

87



Estupefacientes

Antidepresivos

Marihuana

Otros

2.3. Datos de Historia Clinica

Prueba SARS-CoV-2

Positivo

Negativo

Diagndstico

Paciente estuvo

hospitalizado

Si

No

Paciente estuvo
en UCI

Si

No

Fecha de la tltima

infecciéon

Reinfeccién (Indicar

namero de veces y mes)

Paciente

vacunado

Si

No

N° Dosis recibida

¢, Qué vacunas recibi6?

2.4. Tratamiento farmacologico

Si

No

Medicamento

Enfermedad

lll. RESULTADOS DE PRUEBAS DE LABORATORIO

3.1 Método ELISA indirecto

Prueba

Fecha

Primer Examen

Fecha

Segundo Examen

IgM

IgG

Fuente: Elaboracion propia (2020).
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ANEXO N°2
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de la investigacion:

Determinacion de IgM e IgG por inmunoensayo ELISA indirecto en pacientes
convalecientes por SARS-CoV-2 procedentes del Cercado de Lima, en el periodo
de Abril a Mayo del 2022.

Objetivo de la investigacion:

Determinar el comportamiento de los anticuerpos IgM e 1gG mediante el
inmunoensayo ELISA indirecto en pacientes convalecientes por SARS-CoV-2
procedentes del Cercado de Lima.

¢ Qué se propone en el estudio?

Determinar y cuantificar los valores de inmunoglobulina IgM e IgG en pacientes
convalecientes por SARS-CoV-2 en 2 eventos diferentes después de haber sido
contagiados.

¢ Como se propone seleccionar a los participantes?
Los participantes seran seleccionados segun criterios de inclusién y exclusién
establecidos en la investigacién.

Cantidad y edades de los participantes

La cantidad de los pacientes participantes del estudio serd determinada segun los
criterios establecidos en el estudio; la edad sera mayores de 18 afos, los cuales se
determinaran segun la ficha de datos de los pacientes convalecientes procedentes
del Cercado de Lima.

Procedimientos:

Si usted acepta participar en el estudio, se le tomara dos muestras de sangre por
via venosa en las fechas indicadas por el investigador.
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Riesgos y ventajas:
No existen riesgos asociados a este estudio y, como beneficio, el participante
recibira los resultados de la evaluacion de los anticuerpos IgM e IgG.

Compensacion:

No se proporcionard compensacion de ningun tipo por ser parte del estudio.

Confidencialidad:
La confidencialidad sera estrictamente respetada. El nombre del participante no se

utilizara en ningun informe al publicar los datos del estudio.

Participacion voluntaria:

Es completamente voluntaria.

Derecho a retirarse del estudio:
El individuo tiene la facultad de abandonar la investigacion en todo momento sin
consecuencias negativas, siempre y cuando se coordine previamente con la

investigadora.

A quién contactar sobre los derechos de preguntas:
Katherine Miriam Soto Soto,
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AUTORIZACION

Yo, , he leido el

procedimiento descrito con anterioridad. La investigadora me ha brindado una
explicacion sobre la investigacion y ha respondido a mis interrogantes. De manera
voluntaria, otorgo mi autorizacién para formar parte del estudio ejecutado por
Katherine Soto sobre la Determinacién de IgM e IgG por inmunoensayo ELISA
indirecto en pacientes convalecientes por SARS-CoV-2 procedentes del Cercado
de Lima, en el periodo de Abril a Mayo del 2022. Me han entregado una copia de
este procedimiento.

Firma del participante
DNI:
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ANEXO N°3
COMITE DE ETICA

Universidad Macional Mayor de San Marcos
3] Universidad del Perl. Decana de América
i Facultad de Farmacia y Bioguimica

UNIDAD DE INVESTIGACION
“Alo peL BecenTENARMD DEL PErt: 200 afos oE INDEFENDENCEA ™

Oificio N* (0L FFB-UDI- 3031

Lima, 0 de abril del 2021
cfiori
Katherine Adiriam Sofo Soto
Presemte.-

fAsunto: EL QUE SE INDICA

Por medio de la presente le salado mory cordialments v en atencion a L meferenda, ls
mforme que &l Provecto de investizacion thilade: “Determinacion de IzA ¢ TeG medianie
immumeensayo ELISA fipe “sandwich™ en padentes comvalecientes al fercer v sexin mes
cansade por SARS-CoV-I procedentes del Hospital de Emergenciaz Villa El Salvader,
2020.", ha sido evaluado v aprobade por & Comite de Eoca ds ousstra Facultad: el cual s
encizenira certificade con el reEistre Nro. 001-CE-UDI-EFB-2021.

Sin ofro en particolar, hapn propicia la ocasion para expresarle los sentinventos de md
al deracion y esti
Arenfamente,
|g'.|=\'F'-E5_:"'"‘:
=i ritre:

MG. CELIA BERTHA VARGAS DE LA CRUZ
NRECTORA DE LA UNIDAD DE INVES

CVDava

mmsunﬂummmmrum %
br. Prama W® 4000, burclin Riodinkes — Lira 1 -
Tl caca: [5A1) TRTAT | [E1H] ARG AR A% Ap. Forte S - L 1

o o m@]
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ANEXO N°4
IMAGENES DE LA PARTE EXPERIMENTAL

Figura 14. Muestras de suero de pacientes convalecientes de SARS-
CoV-2.
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Figura 15. Tampdn de dilucion de muestra para IgM e 1gG,

respectivamente.

Figura 16.Muestras diluidas en el tampén de dilucion para IgM e IgG

respectivamente
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50/™

microplate washer

Figura 18. Lavador Automéatico de Microplacas Elisa
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Figura 19. Calibradores (1Ul/mL,10Ul/mL, 30Ul/mL, 100Ul/mL) y
controles (positivo y negativo) listos para el uso por cavidad en las placas
de microtitulacion

Figura 20. Muestras listas para ser incubadas durante 30 minutos a 20-
32°C.
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Figura 21. Lavado de muestras con la solucién de lavado para IgM e

IgG, respectivamente.

wsK 2 [T
W28 106 i Acav25140 : .
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i 3 p I e

Figura 22. Se adicioné el conjugado, el cual es el anticuerpo de
deteccién que estd marcado con la enzima a las muestras de IgM e IgG.
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Figura 23. Se adicioné el sustrato, dando una reaccién coloreada azul en

ambas placas de microtitulacion.

Figura 24. Se agrega solucién de parada produciendo un cambio de

coloracion de azul a amarillo en ambas placas de microtitulacion.

Figura 25. Lector de microplacas BioTek Instruments Synergy MX.

98



Figura 26. Se procedié a medir la densidad 6ptica a 450 nm en el Lector de

microplacas BioTek.
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ANEXO N°5
CURVA DE CALIBRACION PARA LA IgM
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ANEXO N°6

Tabla 15. Concentracion de IgM e IgG en pacientes convalecientes de SARS-

CoV-2
PACIENTE PRIMERA SEGUNDA IgM (lera IgG(lera IgM(2da  IgG (2da
PRUEBA PRUEBA Prueba), Prueba), Prueba), Prueba),
ul/mL ul/mL ul/mL ul/mL
1 12/04/2022 17/05/2022 1.000 >100.000 0.900 >100.000
2 12/04/2022 17/05/2022 6.251 >100.000 3.794 >100.000
3 12/04/2022 17/05/2022 1.000 >100.000 0.900 >100.000
4 12/04/2022 17/05/2022 1.217 >100.000 0.900 >100.000
5 12/04/2022 17/05/2022 1.000 >100.000 0.900 67.752
6 12/04/2022 17/05/2022 1.187 >100.000 0.900 >100.000
7 12/04/2022 17/05/2022 6.015 >100.000 4.513 >100.000
8 12/04/2022 17/05/2022 2.962 >100.000 3.380 >100.000
9 11/04/2022 17/05/2022 1.911 99.9454 0.900 >100.000
10 12/04/2022 17/05/2022 0.900 >100.000 0.900 >100.000
11 12/04/2022 17/05/2022 6.787 >100.000 3.476 >100.000
12 12/04/2022 17/05/2022 1.689 >100.000 0.900 >100.000
13 12/04/2022 17/05/2022 1.000 >100.000 0.900 >100.000
14 12/04/2022 17/05/2022 0.900 >100.000 0.900 >100.000
15 11/04/2022 17/05/2022 1.000 >100.000 0.900 >100.000
16 11/04/2022 17/05/2022 1.011 >100.000 0.900 >100.000
17 12/04/2022 17/05/2022 1.000 >100.000 0.900 57.89
18 12/04/2022 17/05/2022 0.900 >100.000 0.900 >100.000
19 12/04/2022 17/05/2022 2.063 73.416 0.900 >100.000
20 12/04/2022 17/05/2022 0.900 99.3 0.900 54.037
21 12/04/2022 17/05/2022 1.792 >100.000 1.217 86.62
22 11/04/2022 17/05/2022 1.000 >100.000 0.900 >100.000
23 11/04/2022 17/05/2022 0.900 45.41 0.900 52.603
24 11/04/2022 17/05/2022 16.436 >100.000 11.199 56.609
25 11/04/2022 17/05/2022 19.573 >100.000 21.737 >100.000
26 12/04/2022 17/05/2022 1.377 >100.000 1.268 >100.000
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27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

11/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
12/04/2022
11/04/2022
12/04/2022
12/04/2022

17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022
17/05/2022

0.900
1.613
1.731
0.900
1.532
1.195
0.900
1.056
3.677
1.059
1.867
1.000
1.000
0.900
2.063
6.251
1.792
1.532
1.000
1.613
1.000
0.900
1.056
16.436
1.000
1.377

68.069
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000

81.796
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000

73.416
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000

0.900
1.040
0.900
0.900
0.900
0.900
0.900
0.900
1.534
0.900
1.414
0.900
0.900
0.900
0.900
3.794
1.217
0.900
0.900
1.040
0.900
0.900
0.900
11.199
0.900
1.268

>100.000
96.796
>100.000
>100.000
68.953
>100.000
97.688
>100.000
>100.000
55.027
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
>100.000
86.62
68.953
>100.000
96.796
>100.000
>100.000
>100.000
56.609
>100.000
>100.000

Fuente: Elaboracion propia (2023)
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ANEXO N°7

CERTIFICADO DE CONTROL DE CALIDAD DE LAS PRUEBAS

AESKULISA®SARS-CoV-2 S1 IgM

6126 21220 ed 2023-01 o
Borderline Range / Grenzwertbereich 8-12 U/mL
Measurement Range / Messbereich 3-100Y
CALIBRATORS LoT 2
cAL|A|  CA 21050 2023-01 L 59
cAL|B| CB 21050 2023-01 (1
CC 21050 2023-01 30V
caLlp| CD 21050 2023-01 100Y/
CONTROLS LoT 2 > <
PC 21050 2023-01 48 2a=72 Y
con]-]  NC 21050 2023-01 LR S
REAGENTS LoT %
21220 2024-05
RA M21170 2023-03
WB 21180 2024-05
condfigM  A21010050 2023-01

STOP STS 21190

5

/s

7 |2021-06-18

Lot JowCC

TMB WK 502121 2024-03

2024-05

el @reskunaostes | IVD

AESKU.DIAGNOSTICS GmbH&Co.KG
Mikroforum Ring 2 c €
D-55234 Wendelsheim

GERMANY
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ECD AESKULISA®SARS-CoV-2 S1 1gG

> _
5 6125 21080 53 2023-02 oy
- Borderline Range / Grenzwertbereich 8-12Y/ =

8 Measurement Range / Messbereich 3-100 U/rnL

—

—

S

rc_> CALIBRATORS LoT e

o caLla|  CA21110 2023-02 52

m CB 21110 2023-02 O

E". GG 29110 2023-02 20

my caL[o] CD 21110 2023-02 100Y_

Pl covtroLs LoT . o

oLy PC 21110 gogate  mY. . 26-78 Y.
o NC 21110 2023-02 U9 9=
? 'REAGENTS LoT )

= 21080 2024-01

3_>|= SD P21087 2024-02

w WB 21070 2024-02

é conllgg] A21101110 2023-02

= TMB WK 502112 2024-01

;—UI STS 21100 2024-03

o

r

r

N YYYY-HM-0D

sl [ /]eozror0 gl gaesuongroses | IVD
g

n e AESKU.DIAGNOSTICS GmbH&Co.KG

N C_Qf. Crtlan S Mikroforum Ring 2 C €
> ' D-55234 Wendelsheim

=] GERMANY
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