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Caracterizacion de niveles séricos IgM, IgG e IgA vs SARS-CoV-2 en
poblacion del "HRAEI"

Nuestra generacion se vio probada por el hallazgo de SARS-CoV-2,
causante de la enfermedad COVID-19. Los reflectores por este virus, fueron
gracias a su alta trasmision y morbimortalidad. Conforme evolucioné la pandemia
muchas preguntas surgieron, entre ellas, cual era el estado seroldgico vs SARS-
CoV-2 en nuestro pais. El presente trabajo se realiz6 en el HRAEI, este hospital
de 3er nivel (reconvertido en hospital COVID-19) tiene una poblacion
heterogénea. En el se realiz6 un cribado en busqueda de COVID-19 mediante
prueba de antigeno rapido, al mismo tiempo, se tomé muestra de sangre con el
fin de obtener una panoramica de la respuesta inmune humoral. Se realiz6 un
estudio de cohorte transversal cuasi experimental, eligiendo como poblacion de
estudio a 40 pacientes ambulatorios, 55 familiares acompanantes de éstos, 168
trabajadores de la salud y 154 administrativos del HRAEI. Se realizé ELISA
indirecta para determinar anticuerpos de las clases IgM, 1gG e IgA contra la
proteina N y los dominios S1 y RBD de la proteina S del virus SARS-CoV-2. Se
obtuvieron 417 sueros entre el 29 de noviembre de 2021 y el 21 de febrero de
2022, en este tiempo ya se contaba con esquema de vacunacién completo vs
SARS-CoV-2 en los mayores de edad. Se encontr6 un aumento en los isotipos
IgG e IgA vs proteina S, en toda la poblacion de estudio. En el caso del isotipo
IgM vs S1, la poblacion que mostr6 mayor nivel de anticurepos fueron los
trabajadores del HRAEI independiente de su area de trabajo (p<0.0001). Los
datos demuestran que no hay diferencias significativas en la seroprevalencia por
area de trabajo, lo que sugiere que la transmision comunitaria puede desempefiar
un papel superior a la exposicion por la actividad laboral. Por otro lado, la
deteccion de aticuerpos vs SARS-CoV-2 en las muestras de la poblacion del
HRAEI, asi como un mayor nivel de anticuerpos IgM, se relaciona directamente
con la exposicién al virus como convivientes. Estos resultados permiten especular
gue la inmunidad poblacional (Ilamada también de rebafio) puede alcanzarse
gracias a la exposicion ambiental a SARS-CoV-2 y mediante campafias de

vacunacion.



Characterization of IgM, 1gG and IgA serum levels vs SARS-CoV-2 in the
"HRAEI" population

Our generation was challenged by the discovery of SARS-CoV-2, which
causes the disease COVID-19. The reflectors for this virus were due to its high
transmission, morbidity and mortality. As the pandemic progressed, many
guestions emerge, including what the serological status vs. SARS-CoV-2 in our
country was. The present work was carried out at the HRAEI, this tertiary level
hospital (converted into a COVID-19 hospital) has a heterogeneous population.
A screening for COVID-19 disease was performed using a rapid antigen test,
at the same time, a blood sample was taken in order to obtain an overview of
the humoral immune response. A quasi-experimental cross-sectional cohort
study was carried out. We selected 40 outpatients,55 family members who
attend with them,168 healthcare workers and154 HRAEI administrative staff as
the study population. Indirect ELISA was assed to determine antibodies of the
IgM, IgG and IgA classes against the N protein, and the S1 and RBD domains
of the S protein of the SARS-CoV-2 virus. Thus, 417 sera were obtained
between November 29, 2021 and February 21, 2022, at which time there was
already a complete vaccination schedule against SARS-CoV-2 in elderly. An
increase in IgG and IgA isotypes was found in the entire study population. In
the case of the IgM vs S1 isotype, the administrative staff and healthcare
workers of the HRAEI were the population that exhibits the highest level of
antibodies regardless their workplace. The data shows that there are not
significant differences in seroprevalence by work area, suggesting that
community transmission may play a major role than exposure by work activity
besides vaccination background. On the other hand, the detection of antibodies
against SARS-CoV-2 in the samples of HRAEI population is related directly to
virus exposure due to co-working. These results allow us to speculate that
population immunity, also called herd immunity, can be achieved thanks to

environmental exposure to SARS-CoV-2 and through vaccination campaigns.



1. Introduccion

En diciembre de 2019, inici6 la mayor pandemia de nuestro siglo
ocasionada por el Coronavirus tipo 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo
(SARS-CoV-2) causante de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19).
Este coronavirus se identificé por primera vez en humanos en la ciudad de
Wuhan, China a través de un brote de neumonia atipica. Los reflectores por
este virus se dieron a nivel mundial debido a su alto nivel de transmision. En
México, se reportd el primer caso importado el 27 de febrero de 2020.123 De
acuerdo a la OMS, los sintomas mas comunes de COVID-19 son fiebre, fatiga,
tos seca y dificultad para respirar, algunos pacientes pueden tener dolor de
cabeza, secrecion nasal, faringodinia (dolor de garganta), congestion nasal,
malestar general, dolor muscular y/o articular, vomito y diarrea, también se ha
reportado pérdida del sentido del olfato (anosmia) y del gusto (ageusia). Al
inicio de la pandemia, se asumi6 que las principales rutas de transmision de
SARS-CoV-2 eran a través de goticulas y fémites sobre la base del nimero de
reproduccion basico (Ro) relativamente bajo en comparacién con el del
sarampion. Posteriormente se documentd el predominio de la transmision
aérea a través de aerosoles (S5um) producidos por personas infectadas al
realizar alguna actividad respiratoria como lo es exhalar, hablar, cantar, gritar,
toser o estornudar; estos aerosoles permanecen suspendidos en el aire, para
luego ser inhalados por otro individuo continuando la cadena de contagio.*>®
Las manifestaciones clinicas pueden ser leves, moderas o0 severas, 0 en su
defecto, no mostrar ningln sintoma (asintomaticas).”® La sintomatologia
puede iniciar a partir de los dias 2-14 dias, después de la infeccion, este
periodo de ventana de la replicacion viral tan largo, conduce a resultados
falsos negativos en las pruebas diagnosticas y en dificultad para prevenir la
propagacion del virus. El diagnéstico de COVID-19, tiene como estandar de
oro, una técnica molecular basada en la deteccion y amplificacion del material
genético viral lamada Reaccion en Cadena de la polimerasa con Transcriptasa

Reversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés), esta prueba ayuda a diagnosticar



una infeccién activa por COVID-19 y su sensibilidad depende de la presencia
de una cantidad suficiente de genoma viral en la muestra del paciente, la cual,
se toma de la nasofaringe y orofaringe. Pero también hay que considerar el
tiempo pos infeccién. Otro tipo de pruebas que se han realizado durante la
pandemia son los ensayos serologicos basados en anticuerpos especificos
contra las proteinas virales. Estas pruebas identifican a las personas que han
estado expuestas al virus, por lo que desarrollan una respuesta inmune

adaptativa contra el virus, como parte de una infeccion activa o previa.’

SARS-CoV-2 es un beta coronavirus envuelto. El genoma es un RNA
de cadena sencilla de sentido positivo, el cual codifica proteinas estructurales
y no estructurales. De las estructurales, esté la proteina espiga o de pico (S) y
la proteina de la nucleocapside (N). La proteina N se encuentra dentro de la
particula viral asociada al RNA, mientras que la proteina S se encuentra en la
superficie viral y es la responsable de unirse al receptor de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2), su receptor de entrada a la célula
huésped. La proteina S estad formada por dos subunidades funcionales: la
subunidad 1 (S1) responsable de la unién al receptor y la subunidad 2 (S2)
quien media la fusion viral con la membrana celular. La serina proteasa
transmembrana tipo 2 (TMPRSS2), presente en la membrana celular del
huésped, facilita la entrada de SARS-CoV-2 al escindir a la proteina S
provocando cambios conformacionales que permiten la fusibn con la
membrana de la célula y depositar al interior el genoma viral. El genoma de
SARS-CoV-2 cuenta con al menos 14 marcos de lectura abiertos (ORF). En el
primer ORF (de 5°-3"), la mayor parte del RNA viral codifica para poliproteinas
PP1A y PP1AB que posteriormente son escindidas por proteasas tipo 3-
quimiotripsina y tipo papaina en 16 proteinas no estructurales. Estas proteinas
forman el complejo replicacion-transcripcion que sintetiza el molde de RNA de
sentido negativo completo usado para producir RNA de sentido positivo, a
partir del cual se traducen las proteinas estructurales y accesorias virales. Las

cuatro proteinas estructurales son: la proteina S que media la entrada viral y



es altamente inmunogénica, la proteina de la envoltura (E) que forma un canal
iGnico esencial para la maduracion y propagacion; la proteina de membrana
(M) es responsable del ensamblaje estructural terciario de la membrana
externa y se une a la proteina N; la proteina N, se une al RNA viral. Estas
proteinas se ensamblan en viriones completos. Que posteriormente son
encapsulados y exocitados. Varias proteinas accesorias codificadas por otros
ORFs de SARS-CoV-2 contribuyen a la patogénesis viral, regulan la
transcripcion, son antagonistas de la respuesta antiviral y de sesgar la
respuesta inmune del huésped a su favor. Cuando los nuevos viriones son
exocitados al espacio extracelular, ademas de infectar células vecinas, se
depositan en la luz del sistema respiratorio para poder salir en forma de

aerosoles o goticulas perpetuando el contagio.”®

La inmunidad innata es la primera en detectar los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) de SARS-CoV-2 a través de los receptores
de reconocimiento de patdégenos (PRRs). Este reconocimiento activa vias de
sefializacion que permiten activacion de factores de transcripcion incluyendo
el factor nuclear kB (NF-xP), proteina activadora 1 (AP-1) y factores
reguladores de IFN (IRFs). Estas moléculas permiten la produccion de
proteinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF, IL-8 y otros mediadores
inflamatorios. IRF permiten la expresion de numerosos genes, sobre todo los
de IFNs tipo | y tipo lll, quienes tienen potente actividad antiviral y capacidad
de regular células efectoras inmunes.'® La respuesta innata tiene tres
propdsitos principales: restriccion de la replicacion viral de las células
infectadas, creacion de un estado antiviral tisular local, incluido el
reclutamiento de células efectoras del sistema inmune innato y servir de
puente para la activacion de la respuesta inmune adaptativa. Una de las
células que permite este puente, es la célula dendritica; ésta capta y procesa
los antigenos para llevarlos a los nddulos linfoides donde activan a las células
T. Las células T CD4" cooperadoras activadas expresan el receptor de

quimiocina CXCR5 para migrar al foliculo primario e interaccionar con los



linfocitos B que ya se han activado por el mismo antigeno. Los linfocitos T
CD4" cooperadores foliculares (Trn por sus siglas en inglés), son una
subpoblacioén de linfocitos que podria decirse son las células orquestadoras de
las reacciones del centro germinal. Este es un sitio en donde se inicia el
proceso de proliferacién de los linfocitos B y de su interaccion con células
dendriticas foliculares. Los linfocitos B se someten a extensas rondas de
hipermutacion somatica y selecciéon que culminan en la maduracion de la
afinidad de sus receptores de antigeno. La célula B activada puede seguir 2
caminos de diferenciacion y ser una célula plasmatica secretora de
anticuerpos o una célula B de memoria. La respuesta de linfocitos B en
pacientes con COVID-19 ocurren concomitantemente con la respuesta de los
linfocitos T cooperadores foliculares alrededor de la segunda semana
postinfeccion. La produccion de anticuerpos neutralizantes dirigidos vs la
proteina S de SARS-CoV-2, bloquean la entrada del virus a la célula. Los
linfocitos B también se activan y producen anticuerpos de forma temprana en
la zona extrafolicular, proceso en el cual no se requiere de la ayuda de los
linfocitos T. Esta respuesta se caracteriza por montarse rapidamente con poca
dificultad. El linfocito B maduro al interaccionar con antigeno y activarse, toma
el camino de célula plasmatica de vida corta, produciendo la primera ola de
anticuerpos especificos que es importante para la protecciéon y defensa
tempranas contra patégenos. Esto permite que se detecte seroconversion en
los pacientes con COVID-19 desde el dia 4-8 después del inicio de sintomas,
siendo los anticuerpos vs proteina N los primeros en aparecer, seguidos de
los dirigidos vs proteina S. 111213 | a respuesta humoral es un elemento clave
en la inmunidad contra el SARS-CoV-2, este conocimiento, aunado al
entendimiento en la patogenia del virus, permitio el desarrollo de vacunas
eficaces contra el mismo. En México, la campafia de vacunacion inici6 el 24
de diciembre de 2020, siendo la proteina S de la primera cepa de SARS-CoV-
2 aislada en Wuhan, China, la base de las vacunas actualmente autorizadas
en nuestro pais. La excepcion es la vacuna Sinovac, que utiliza el método

clasico de virus completo inactivado.'*



2. SARS-CoV-2

2.1 Epidemiologia

En diciembre de 2019, se produjo un brote de enfermedad respiratoria
aguda atipica en la ciudad de Wuhan provincia de Hubei, Republica Popular
de China. Estos pacientes presentaban un cuadro clinico de fiebre, tos seca,
dificultad para respirar (disnea), dolor de cabeza y neumonia, el cual resultaba
en insuficiencia respiratoria progresiva secundaria a dafio alveolar llegando
incluso a la muerte. Los médicos que atendieron estos casos determinaron
gue estas manifestaciones de neumonia no correspondian a un cuadro tipico
de acuerdo con los sintomas clinicos y otros criterios como fiebre, leucopenia,
trombocitopenia, infiltrados pulmonares progresivos que no mejoraban tras
tratamiento con antibiéticos durante 72 horas. El seguimiento epidemioldgico
de los primeros 27 pacientes hospitalizados con manifestaciones clinicas
compatibles estaban ligados al mercado de alimentos de Wuhan en donde no
solo se venden mariscos, sino también animales vivos incluidas aves de corral
y animales de vida silvestre por lo que se determiné como el probable foco rojo
de los contagios. Zhou y colaboradores, obtuvieron una muestra de liquido de
lavado broncoalveolar de un paciente con cuadro severo de neumonia, del
cual utilizando secuenciacién "next-generation” se identificé la secuencia del
agente etiologico (GenBanck nimero de accesion MN908947).1>1€ Afios atras,
a finales de 2002 e inicios de 2003 en China se habia presentado un brote de
una enfermedad respiratoria en humanos con manifestaciones clinicas
similares en un mismo ambiente invernal, el agente causal identificado en ese
entonces fue el Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo
Coronavirus (por sus siglas en inglés, SARS-CoV), al comparar la secuencia
de éste con el nuevo microorganismo presentd una homologia de alrededor
del 80%, por lo que a este nuevo virus se le dio el nombre de Sindrome
Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2 (por sus siglas en inglés, SARS-

CoV-2), y a la enfermedad que causa se le denomin6d enfermedad por



coronavirus 19 (por sus siglas en inglés, COVID-19). Esta neumonia atipica,
tuvo reflectores a nivel mundial debido a la alta eficiencia de transmision de
SARS-CoV-2. La abundancia de viajes internacionales, permitio la rapida
propagacion mundial del COVID-19. Para el 26 de enero de 2020, se
encontraban 2,761 personas infectadas en China de las cuales perecieron 80,
sumandose 33 personas infectadas en 10 diferentes paises. El 11 de marzo
de 2020, la OMS caracterizo oficialmente a COVID-19 como una pandemia.
Segun el tablero de COVID-19 del Centro de Ciencia e Ingenieria de Sistemas
de la Universidad Johns Hopkins, al 11 de agosto de 2020, 216 paises y
regiones de los seis continentes habian informado mas de 20 millones de
casos de COVID-19, y mas de 733,000 pacientes habian fallecido.!’” En
México, el primer caso se reportd el 27 febrero de 2021, declarandose alerta
roja epidemioldgica el 1 de abril del mismo afio, al dia 9 de mayo de 2021 se
reportan 2.36 millones de infectados y 219 mil muertes por COVID-19; los
paises con mayor numero de casos son Estados Unidos, India y Brasil, a nivel
mundial el nimero total de casos es de 150 millones de los cuales 3.29

millones han fallecido.18:1°

La habilidad de contener un patdgeno emergente, depende en parte de
su namero reproductivo basico RO, definido como el nimero promedio de
casos secundarios que surgen de un caso primario en una poblacién
completamente susceptible. La estimaciéon de RO para una enfermedad
emergente no es sencilla, hacerlo de manera sélida requiere calcular qué tan
rapido se propaga el virus a través de una poblaciéon y tener una medida del
tiempo entre una infeccion y la siguiente, o que se conoce como el intervalo
de generacion. Para SARS-CoV-2 fue dificil la determinacion del RO ya que
del 18 al 31% de individuos enfermos cursaban asintomaticos, conservando
una gran transmisibilidad del virus. La determinacion del RO para SARS-CoV-
2 se baso en la informacién que se tenia de los coronavirus previos (SARS-
CoV y MERS), los analisis epidemilégicos estimaron un Ro dentre 2 y 4. Esto

se ha visto reflejado en la alta transmisibilidad del virus.?®



2.2 Caracteristicas del virus

Los coronavirus pertenecen al género Betacoronavirus de la familia
Coronaviridae del orden de Nidovirales. La proteina estructural spike esta
ubicada en la superficie externa del virion, simulando la corona del sol
producida tras un eclipse solar, por ello el nombre. En las ultimas dos décadas
otros coronavirus habian provocado brotes, el Sindrome Respiratorio Agudo
Severo (SARS-CoV) surgi6 a finales de 2002 en China, en comparacion a
SARS-CoV-2 mostré una letalidad alta y transmisibilidad baja, por lo que pudo
controlarse adecuadamente el brote. Una década después surgio el Sindrome
Respiratorio de Medio Oriente mostrando una letalidad aun mayor que los
otros dos SARS-CoV, con una transmisibilidad baja y aunque no se ha
erradicado por completo, se han mantenido controlados los brotes. Los tres
tienen en comudn el origen zoonético, de SARS-CoV-2 se sabe de la similitud
del 96% en genoma completo con RaTG13, un coronavirus que infecta a los
murciélagos. Pese a esto, aun no se sabe cual fue el intermediario por el cual
saltd al humano. Estudios indican que el pangolin pudo haber sido el
intermediario entre el murciélago y el humano. Los coronavirus tienen un
tamafo de entre 65-125nm de didmetro, compuestos por RNA de cadena
sencilla positiva, el tamafio del material genético va de los 26 a 32 mil pares
de base. Estan sub agrupados en cuatro familias; alfa (), beta (), gamma (y)
y delta (3). Siendo SARS-CoV-2 un nuevo betacoronavirus, comparte una
identidad de secuencia del genoma del 79% con SARS-CoV1 y del 50% con
MERS-CoV.?22

La descripcién general de la estructura viral de SARS-CoV-2 y su
genoma es fundamental para abordar la patogenia. Como se describio
anteriormente, SARS-CoV-2 es un RNA virus envuelto de cadena sencilla de
sentido positivo protegido con una nucleocapside. La estructura genémica esta
organizada en 30kb de longitud, y una estructura 5"-cap y 3 -poly-A que forma

la cola; este es el mas grande entre los virus de RNA. Estd compuesto por



cuatro proteinas estructurales, la proteina espiga o spike (S), proteina de
envoltura (E), proteina de membrana (M) y nucleocapside (N), junto con 16
proteinas no estructurales y 5-8 proteinas accesorias. La proteina N se
encuentra adosada al material genético formando la nucleocapside, (N es una
proteina altamente conservada entre los diferentes coronavirus y se le conoce,
ademas, con actividad antagdnica de IFNy). La proteina M esta involucrada
en el empaquetamiento del RNA y da estructura a la membrana del virus. La
proteina E es hidrofébica y es importante en la fisiopatogenia, en pequefnas

cantidades forma canales iGnicos (viroporinas).

La glicoproteina S se ensambla en homotrimeros, S monomérica es
una glicoproteina transmembrana tipo |, con 66 N-glicanos por trimero de
proteina S y pertenece a las llamadas proteinas de fusion viral de clase |
ejemplificadas por la proteina hemaglutinina del virus de la influenza; cada
monomero esta formado por la subunidad S1 amino (N)-terminal, que facilita
la incorporacién del virus a la célula huésped y una subunidad carboxilo (C)-
terminal S2 que contiene un péptido de fusién, un dominio citoplasmico y es
responsable de la fusion de la membrana de la envoltura del virus. La
subunidad S1 se divide ademas en un dominio de union al receptor (RBD) y
un dominio N-terminal (NTD). RBD es un dominio peptidico fundamental en la
patogénesis de la infeccion, ya que representa un sitio de unién para la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) que es el receptor del virus y sirve
como blanco principal de los anticuerpos neutralizantes producidor por la
infeccion natural o la vacunacion. La proteina S, adopta una conformacion
“cerrada” en la cual mantiene el dominio RBD escondido, cambios
conformacionales, le permiten a un dominio RBD de los tres, adoptar una
conformacién “abierta” para poder hacer contacto con su receptor. La proteina
S tiene dos sitios principales de escision; el sitio S1/S2 que divide la subunidad
S1 de la subunidad S2 y el sitio S2° dentro de la subunidad S2. El sitio de
escision S2’es fundamental para provocar un cambio conformacional que

permite la fusién con la membrana. Estudios muestran que la escision S1/S2
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mediante furinas previo a exocitosis de los nuevos viriones, le permiten
mantener una conformacion “abierta” para hacer contacto eficientemente con
el receptor ACE2 de las células vecinas. Esto explica el movimiento parecido
a una bisagra en el que el RBD de la proteina S cambia de su posicion cerrada
en el trimero a una expuesta o0 abierta para acceder y unirse de manera

eficiente a su receptor ACE2.23:24:25.26

Figura 1. Estructura de SARS-CoV-2. Se
observa a las 4 proteinas estructurales,
Proteina S, M y E ubicadas en la envoltura
externa, mientras que la proteina N se
encuentra al interior adosada al genoma
viral.

Modificado de Jackson et al; 2022.

Genoma viral (RNA-cadena sencilla, sentido positivo.

2.3Ciclo de Replicacion

Los virus necesitan proteinas de entrada para penetrar en las células
donde se replicaran. EI SARS-CoV-2 se afianza en la superficie de la célula
huésped primero a través de factores de unién (por ejemplo, acido sialico,
sulfato de heparan, etc.) y luego a su receptor especifico el ACE2, a través de
interacciones con la glicoproteina S. Se ha descrito recientemente que
cambios conformacionales producidos mecanicamente pueden permitir a la
proteina S, exponer su dominio RBD para hacer contacto con el receptor
ACE2, adicionalmente la proteasa transmembrana serina 2 (TMPTSS2) con
actividad de serina proteasa, escinde en el sitio S2°, desencadenando un

cambio conformacional extenso e irreversible permitiendo a S2 mediar la
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fusion de membranas permitiendo la entrada del RNA viral a la célula. La

escision en el sitio S2” es esencial en la patogenia viral.?"28

Al entrar en la célula hospedera, se inicia la replicacion del ARN viral
con la sintesis de la poliproteina 1a/lab (ppla/pplab). La transcripcion ocurre
a través del complejo de replicacion-transcripcion (RCT) organizado en
vesiculas de doble membrana y mediante la sintesis de secuencias de RNA
subgendmicos (sgRNA). Por el contrario, la terminacion de la transcripcion
ocurre en las secuencias reguladoras de la transcripcion, ubicadas entre los
llamados marcos de lectura abiertos (ORF) que funcionan como plantillas para
la produccion de RNAmM subgendmicos. En un genoma de CoV atipico, pueden
estar presentes al menos seis ORF. Entre estos, un cambio de marco entre
ORF1la y ORF1b guia la produccion de polipéptidos ppla y pplab que son
procesados por la proteasa similar a la quimotripsina codificada viralmente
(3CLpro) o la proteasa principal (Mpro), asi como una o dos proteasas
similares a la papaina para producir 16 proteinas no estructurales con

funciones de sintesis y modificacién de RNA (NSP 1-16).

Ademas de ORFla y ORF1b, otros ORF codifican proteinas
estructurales, incluidas proteinas S, membrana, envoltura y nucleocépside y
cadenas proteicas accesorias. Los homotrimeros de proteinas S componen
los picos en la superficie viral, guiando el enlace a los receptores del huésped.
Estas proteinas pasan por el reticuloendoplasmico y aparato de golgi para su
maduracion.?® Las proteinas virales y el RNA del genoma viral, se montan
posteriormente en viriones en el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi y
luego se transportan a través de vesiculas para ser exocitados. Cuando los
nuevos viriones son exocitados al espacio extracelular, ademas de infectar
células vecinas, se depositan en la luz del sistema respiratorio para poder salir

en forma de aerosoles o gotitas, perpetuando el contagio. 303!
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Figura 2. Esquema representativo del Ciclo de replicacion de SARS-CoV-2. (1). SARS-CoV-2 se
une al receptor ACE2, con la escision de S por TMPRSS2 logra fusionarse con la membrana. (2). El
virus libera su genoma en el citoplasma. Se traduce la poliproteina ppla/pplb en 16 proteinas no
estructurales que forman el complejo de replicacion-transcripcion. A partir del RNA subgendmico
produccién, se transcriben las proteinas estructurales, se ensambla en el aparato de Golgi el virién
completo y se exocita en vesiculas.

Modificado de Cascella; et al;2022. Contribucion de MD Rohan Bir Singh.

2.4Enfermedad COVID-19

Los sintomas de COVID-19 aparecen en las personas dentro de los dos
a catorce dias posteriores a la exposicion al virus. Una persona infectada con
el coronavirus es contagiosa para los deméas hasta dos dias antes de que
aparezcan los sintomas, y sigue siendo contagiosa para los demas durante
10-20 dias, segun su sistema inmunolégico y la gravedad de su
enfermedad.223 Las manifestaciones clinicas mas comunes son fiebre y tos,
seguidos de mialgia y fatiga. Con menos frecuencia, los pacientes pueden
presentar produccion de esputo, dolor de cabeza o sintomas abdominales
como diarrea. COVID-19 tiene una presentacion clinica heterogénea, de ésta
depende la gravedad de la enfermedad, la cual puede ir desde asintoméatico

(que en ningiln momento tiene sintomas y se diagnostica por cribado),
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enfermedad leve, moderada (pueden tratarse de forma ambulatoria), COVID-
19 severo y critico, lo cual requiere de manejo intrahospitalario. La evolucion
de la enfermedad depende de la triada ecologica (huésped, patégeno y
ambiente), siendo las comorbilidades en el caso del huésped, las que podrian
sumar en una mayor gravedad de la enfermedad. En México, el sobrepeso y
obesidad han sido los factores de riesgo mayormente asociados a morbi-
mortalidad. En el caso del patégeno, han surgido distintas variantes; estas son
producidas por mutaciones pueden permitir que el coronavirus se propague
mas rapido de persona a persona, como en el caso de las variantes delta y
omicrén. Més infecciones pueden provocar que mas personas se enfermen
gravemente y también crear mas oportunidades para que el virus desarrolle
mas mutaciones. En la tabla 1. se muestran los sintomas asociados a la
gravedad de COVID-19. 34

Tablal. Clasificacion clinica de Covid-19

Asintomético PCR+ Imagen de térax
Sin ningdn sintoma o signo clinico normal
Leve -Sintomas de infeccion aguda del sistema respiratorio  -Sintomas digestivos
superior (fiebre, tos, faringodinia,odinofagia, (ndusea, hemesis,
rinorrea, estornudos) dolor abdominal,
-Sintomas atipicos como anosmia y/o ageusia, mialgias diarrera)
Moderado Neumonia (fiebre recurrente, tos) sin hipoxia obvia TAC con lesiones
Severo Neumonia con hipoxia (disnea, FR >30x" SpO; <94%
Critico Sindrome de dificultad respiratoria aguda, (SDRA o Puede haber shock,
ARDS) falla orgénica
multiple

2.5Variantes

A lo largo de la pandemia, se han identificado diferentes variantes de
SARS-CoV-2, algunas de las cuales se les ha denominado variantes de
preocupacion (Variant of Concern: VOC por sus siglas en inglés) Segun los
Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, se le denomina
VOC a la variante responsable del aumento de la transmisibilidad, el curso

grave de la enfermedad, la reduccion de la eficacia de los tratamientos, entre
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otros factores alarmantes. La variante identificada como Omicron (B.1.1.529)
en noviembre 2021, se le catalogd como VOC, tras generar preocupacion
acerca de la continuidad de la eficiencia de las vacunas, el futuro curso de la
pandemia, y una alternativa potencial en la estrategia de vacunacion. Esto
debido a que tan solo en la proteina S suma 30 diferentes mutaciones ubicadas
principalmente en el dominio de union al receptor de la proteina S, en
comparaciéon con la cepa original de Wuhan. Curiosamente, algunas de las
mutaciones ya se encontraron en VOC anteriores que ayuda a los anticuerpos
neutralizantes. Cinco variantes diferentes de SARS-CoV-2 se han considerado
VOC en diferentes momentos. 3 Segun el Consorcio Mexicano de Vigilancia
Gendmica, en el tiempo de recoleccion de las muestras de este proyecto, (29
de noviembre de 2021 y el 21 de febrero de 2022) se encontraban en

circulacion las variantes Delta y Omicrén.

Republica Mexicana

1.00

CoViGen
Mex

Omicron BA.1
0.75

Figura 3. Frecuencia
relativa de variantes de
SARS-CoV-2 en México.
Se analizaron 21,647
secuencias de personas
con COVID-19. En el eje
de las x se marca la
temporalidad en meses,
enelejedelasy se
representa la frecuencia
relativa de las diferentes
— variantes secuenciadas.
ot dio ene  feb mar Tomado de @CoViGen

n=21,647 secuencias * Mex.

0.50

Omicron BA.1.1

Frecuencia relativa

0.25

La variante Delta antecedi6 a omicron, fue secuenciada por primera vez
en India a finales del afio 2020, ésta necesitd poco tiempo para ejercer

predominio a nivel mundial gracias a que las personas infectadas con delta
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emitian una mayor carga viral, lo que se traduce en poder contagiar a un mayor
numero de personas que las personas infectadas con la versién original del
SARS-CoV-2, ademas, el tiempo de incubacion se acortd, lo que facilité su

propagacion. 3637

3. Respuesta inmunologica vs SARS-CoV-2

3.1 Respuesta innata

La respuesta inmune innata es la primera linea de defensa contra las
infecciones. El pulmdn es un tejido que se encuentra expuesto constantemente
al ambiente debido al re-cambio de gases durante la inhalacién y exhalacion,
por lo tanto, al igual que el intestino, tiene mayor riesgo a una invasion por
patégenos virales o bacterianos. Los coronavirus tienen la capacidad de
inducir inflamacion y dafio al tejido, llevando a una disfuncion pulmonar. Tanto
las células del sistema inmune innato, como las células dendriticas y
macrofagos, forman la primera linea de defensa al reconocer los PAMPs a
través de sus PRRs.® Las respuestas inmunitarias innatas limitan la entrada,
traduccion, replicacion y ensamblaje viral, ayudan a identificar y eliminar las
células infectadas y coordinan y aceleran el desarrollo de la inmunidad
adaptativa. En respuesta a los mecanismos innatos de eliminacién de virus,
los coronavirus (CoV) poseen estrategias de evasion para limitar el control del

huésped y mejorar la replicacion y la transmision.*®

Los pasos en la entrada y replicacion viral presentan varias
oportunidades para que el sistema inmunitario innato detecte los componentes
virales. Por ejemplo, las proteinas S, E y M del virion se exponen a los
sensores de la superficie de la célula huésped durante el paso de union (TLR3,
TLR4) y los sensores citoplasmicos del huésped podrian detectar proteinas
virales y acidos nucleicos antes de su compartimentacion por parte de las

proteinas no estructurales (NLRP3). Estos pasos de deteccién facilitan la
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activacién de las vias de sefalizacion inflamatorias, la produccion de citocinas

y la muerte celular.x

3.2Respuesta adaptativa

La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por la expansion clonal
de linfocitos B y T antigeno-especificos y generacion de memoria a largo
plazo.*® El papel de las células B en la infeccion por virus es dinamico,
incluyendo la produccién de citocinas, presentacion de antigenos y secrecion
de anticuerpos. Los linfocitos B pasan por varios estadios en su desarrollo, van
de células pro-B, las células pre-B, las células B inmaduras y por ultimo una
célula B madura inexperta. A su vez, hay subpoblaciones de células B
maduras; las células B-2 se originan en la médula 6sea y contienen a las
células B foliculares (Bro) y las células B de la zona marginal (Bzm). Los
linfocitos B maduros inexpertos que salieron de la meédula 6sea, van
patrullando los tejidos linfoides secundarios a través de las vénulas
endoteliales altas, hasta encontrarse con su antigeno cognado. Después de la
interacciéon de la célula B con su antigeno, esta debe activarse, y lo puede
hacer a través de dos mecanismos, uno T-dependiente, que como su hombre
lo dice, requiere de la ayuda de células T, y otro T-independiente, es decir, no
depende de ellas para su activacién. En general, las células Bzwm participan en
respuestas T-independientes para porducir inmunidad a corto plazo, mientras
gue las células Bro participan en respuestas T-dependientes para producir una

proteccion duradera contra la reinfeccién con el mismo patégeno.*!

Los linfocitos B se localizan en sitios que parecen estar especializados
en atraer y mantener clonas en proliferacién. En el caso de los ganglios
linfaticos, estos linfocitos B se ubican en los cordones medulares, ahi puede
llegar su antigeno a través de la linfa o de proveniente de la circulacién. En
esta zona extrafolicular, la célula B se activa de forma T independiente. Esta

respuesta se caracteriza por montarse rapidamente con poca dificultad, el
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linfocito B maduro al interaccionar con antigeno y activarse, toma el camino de
célula plasmatica de vida corta, produciendo la primera ola de anticuerpos
especificos de antigeno que es importante para la proteccién y defensa

tempranas contra patogenos.*?43

Por otro lado, en los tejidos en donde ocurre una infeccién, las células
dendriticas captan y procesan los antigenos, para llevarlos a los ndédulos
linfoides donde activan a las células T. Las células T CD4"* cooperadoras
activadas, expresan el receptor de quimiocina CXCR5 para migrar al foliculo
primario e interaccionar con los linfocitos B que ya se han activado por el
mismo antigeno. Los linfocitos T CD4" cooperadores foliculares (TrH por sus
siglas en inglés), son una subpoblacién de linfocitos que participan en la
generacion del centro germinal (CG). En el CG inicia el proceso de
proliferacion de los linfocitos B y su interaccibn con células dendriticas
foliculares. Alli las células B se someten a extensas rondas de hipermutacion
somatica y seleccién que culminan en la maduracion por afinidad del BCR. Las
células B con maduracion de la afinidad, pueden unir antigenos mas
eficientemente gracias a la diversificacion del repertorio. Las células B forman
interacciones cognadas con las células Trn para recibir sefales de seleccion
positiva, que luego promueve su diferenciacion a célula B secretora de
anticuerpos de larga vida (células plasmaticas (LLPC) o célula B de memoria
(Bm). Las células TrH, producen caracteristicamente la citocina IL-21, pero
también la expresion de otras citocinas como IL-2, IFNy, IL-4 e IL-10, las cuales
son fundamentales para el cambio de isotipo.**4>464” Después de la respuesta
en el centro germinal, los LLPC migran y se ubican en la médula 0sea y
podrian producir Abs neutralizantes continuamente para proteccion de
reinfeccion. Turner, J.S. y colaboradores encontraron que los LLPC
especificos de SARS-CoV-2 podrian permanecer de 7 a 11 meses en la
médula Osea y proporcionar una proteccion eficaz en la infeccion leve por
COVID-109.
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Figura 4. Respuesta humoral vs SARS-CoV-2. La respuesta humoral contra SARS-
CoV-2, depende del reconocimiento del virus por parte del BCR de los linfocitos B,
para poder activarse y madurar hacia celulas productoras de anticuerpos de corta
vida (respues T-independiente, extrafolicular), o formar un centro germinal y elegir
uno de los dos caminos de maduracion ayudados por un linfocito T (T-dependiente)
ya sea hacia células productoras de anticuerpos de larga vida o células B de memoria.

Desde el inicio de la pandemia se han identificado anticuerpos de
pacientes con COVID-19, contra la proteina spike de SARS-CoV-2, la
glicoproteina antigénica mas importante del virus. Dichos anticuerpos se unen
e inhiben la entrada en las células huésped al bloquear estéricamente la
interacciéon de RBD con ACE2. Varios estudios realizados en pacientes con
COVID-19 severo, han reportado que hay una mayor respuesta contra
proteina S que contra la proteina N, ademas de una mejor respuesta de Bw de
larga vida vs S, sugiriendo que entre mas severo sea el cuadro de COVID-19,
la protecién contra re-infeccion podria ser mayor.*! Si bien RBD es el objetivo
dominante de los anticuerpos neutralizantes, se ha visto que el dominio N-
terminal (NTD) de S, también es blanco de anticuerpos neutralizantes (nAbs).
El SARS-CoV-2 provoca una solida respuesta de las células B, como lo
demuestra la deteccion rapida y casi universal de IgM, IgG e IgA especificas

del virus y los anticuerpos IgG nAbs en los dias posteriores a la infeccién. La
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seroconversion ocurre en la mayoria de los pacientes con COVID-19 entre 7 y
14 dias después del inicio de los sintomas, y los titulos de anticuerpos
persisten en las semanas posteriores a la eliminacion del virus.
Candnicamente, en una infeccién viral, la generacion de IgM sérica es
dominante sobre los otros isotipos de inmunoglobulinas especificas en la
primoinfeccion.*®4° Sin embargo, la produccién de anticuerpos séricos de IgM,
IgA e IgG contra las proteinas S y N de SARS-CoV-2 ocurre casi
simultaneamente en los pacientes con COVID-19, gracias a la rapida
respuesta extrafolicular y posterior mantenimiento de la respuesta de centro

germinal.>

La respuesta de las células B a un virus no solo sirve para proteger del
desafio inicial, a través de la secrecidén de anticuerpos que limitan la entrada
del virus a la célula, sino también para ofrecer inmunidad extendida contra la
reinfeccion. Las células B de memoria, toman un papel importante en una
subsecuente exposicion a SARS-CoV-2. Si las células Bm son altamente
reactivas a su antigeno, generan nuevas células plasmaticas de alta afinidad,
lo que conlleva un cuadro clinico leve e incluso asintoméatico de la enfermedad,
por lo que la induccion y estimulacion de estas células es clave en el desarrollo
de vacunas.’. Se han identificado células Bw dirigidas contra la proteina spike,
nucleoproteina (NP) y las proteinas del marco de lectura abierto 8 (ORF8).
Més alla de su longevidad, los Bwm especificas contra spike contindan
adaptandose al SARS-CoV-2 hasta 6 meses después de la infeccion, de
manera consistente con la persistencia del antigeno y los centros germinales

en curso.>? >3
4. Vacunas
La pandemia de SARS-CoV-2 ha causado una pérdida significativa de

vidas, una profunda irrupcion de vidas y medios de subsistencia, y dafios

econdémicos, sociolégicos y psicolégicos generalizados. La alta
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transmisibilidad del virus, la presencia de individuos asintomaticos y la
aparicibn de nuevas variantes, han prolongado el camino hacia la
“normalidad”, la historia nos ha mostrado que la vacunacién es un arma
poderosisima para erradicar enfermedades, Edward Jenner fue el primero en
mostrarlo tras la vacunacion para combatir la viruela, enfermedad que
actualmente se encuentra erradicada. El principio fundamental de la
vacunacion es administrar un componente del agente que queremos combatir,
gue no cause la enfermedad que queremos prevenir, pero que, si sea lo
suficientemente bueno para provocar una respuesta inmune robusta que
provea proteccion contra el agente en cuestién, con el fin de atenuar la
severidad de la enfermedad o de ser posible, evitarla. Desarrollar una vacuna
con estas caracteristicas, es una tarea titanica. En la actual pandemia se puso
a prueba al gremio cientifico quien sali6é avante ya que, en menos de 12 meses,
ya se encontraban 13 vacunas en ensayos clinicos fase Ill. El avance
tecnoldgico, la experiencia acumulada durante el desarrollo de vacunas contra
coronavirus relacionados como el MERS y SARS-CoV-1, asi como las plantas

de produccioén existentes hicieron esto posible.>*

Las vacunas que fueron aprobadas para uso en humanos y que
actualmente forman parte del esquema de vacunaciéon vs SARS-CoV-2
incluyen a las vacunas basadas en RNA mensajeros como lo son Moderna
Spikevax y Pfizer-BioNTech’s Comirnaty. Otras basadas en vectores de
adenovirus recombinantes como Vaxzevria de Oxford-Astra-Zeneca; la
vacuna Janssen de Jhonson & Jhonson farma; CanSino; y Sputnik-V, esta
tltima de Gamaleya Research Center. Por otro lado, Sinovac opt6 por producir
su vacuna con el método tradicional usando virus inactivado. El objetivo de
todas estas vacunas, independientemente del método de produccion utilizado
era inducir y promover la respuesta inmune adaptativa y particularmente de

anticuerpos neutralizantes.?
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En el contexto de la actual pandemia de COVID-19, la llamada
inmunidad hibrida inducida por una combinacién de infeccion previa por
SARS-CoV-2 y la posterior vacunaciéon contra el COVID-19 proporciona una
mayor proteccién contra la reinfeccion y el COVID-19 grave, en comparacion
a inmunidad Unicamente adquirida por enfermedad previa o solo la
vacunacion.®® Una pregunta que estuvo en boga durante toda la pandemia era
si las vacunas mantendrian su papel protector pese a las variantes de SARS-
CoV-2 que han ido surgiendo. Rosati y colaboradores, realizaron un
seguimiento durante 14 meses a pacientes que se enfermaron entre marzo y
mayo 2020, en Grecia. Ellos midieron mediante ensayos de ELISA,
anticuerpos contra la proteina N y S de SARS-CoV-2 de la cepa original,
tomaron muestra de los mismos individuos en dos ocasiones, a los dos y
catorce meses de inicio de los sintomas y en ambas tomas se detectaron
anticuerpos contra ambos antigenos, siendo mayores los niveles de
anticuerpos vs proteina S. Ademas, los sueros obtenidos, también se probaron
en ensayos de Elisa contra proteina N y S con las respectivas mutaciones de
las variantes de preocupacién alpha, delta, beta y mu, los cuales se siguieron
detectando, (aunque en menor medida contra la variante beta). Sin embargo,
este estudio muestra que la policlonalidad de los anticuerpos, permite

mantener niveles detectables de anticuerpos pese a las mutaciones del virus.>®

La vacunacion en México inicio el 24 de diciembre de 2020, siendo el
personal de salud los primeros en recibirla, debido a que son personas con
alto riesgo a enfermarse de COVID-19 por la exposicion que tienen al atender
pacientes con la enfermedad. Los hospitales representan puntos criticos
potenciales para la transmisiéon de SARS-CoV-2, primordialmente para los
trabajadores de la salud. En Morges, Suiza se realizé un estudio en febrero-
marzo de 2021 en el Ensemble Hospital de la Céte, tras la segunda ola de
COVID-19, con el objetivo de identificar los grupos con mayor riesgo, dentro y
fuera del entorno de atencién a pacientes. En el estudio particip6 poblacién del

hospital con perfiles de riesgo muy diferentes para la exposicién al SARS-CoV-
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2. Se hicieron ELISAS IgG vs proteina S, utilizando el sistema Luminex. Se
analizaron 594 muestras de voluntarios sin vacunacion, de los cuales, 45.3%
tenian una prueba seroldgica vs SARS-CoV.2 positiva. Entre los sintomas
reportados por los participantes, se observd una fuerte asociacion para la
alteracion del olfato y gusto, con anticuerpos positivos anti-SARS-CoV-2.
Cuando se hizo una comparaciéon estratificando al personal entre los que
atendian pacientes positivos a COVID-19 y los que no, se mostré una
seroprevalencia de 53.7% y 25.2%, respectivamente, con el correspondiente
OR de 3.1. para personas expuestas directamente. Dicho estudio concluyo
gue la segunda ola de la pandemia de SARS-CoV-2 afect6 significativamente
a los trabajadores de la salud y propusieron acelerar las camparfas de
vacunaciéon combinadas con el cribado de personal, sobre todo el no
vacunado, para detectar a los individuos asintomaticos como estrategia dual
para optimizar la seguridad de los pacientes y del personal hospitalario al

minimizar el riesgo de transmisiones nosocomiales. ®’

En nuestro pais, una estrategia para luchar contra la pandemia fue
realizar pruebas solo a sujetos sintomaticos, por lo que realmente se
desconoce la cifra precisa de personas que han padecido COVID-19. Los
meétodos seroldgicos basados en pruebas de anticuerpos (anti-SARS-CoV-2)
pueden proporcionar una estimacién mas precisa del tamafio de la epidemia
al detectar casos diagnosticados y no diagnosticados. Detectar anticuerpos
séricos contra la proteina N, permitird4 identificar a las personas que han
padecido COVID-19. Por otro lado, la busqueda de anticuerpos contra los
dominios S1 y RBD de la proteina S, permitira conocer el estado seroldgico

obtenido a través de la vacunacion.
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5. Justificacion

Después de tres olas de COVID-19 a las que se ha enfrentado la
poblacion de México (hasta noviembre 2021), no se tienen cifras exactas de
las personas que han padecido la enfermedad en nuestro pais. Por otra parte,
una vez iniciadas las campafas de vacunacion tampoco hay datos del nimero
de personas que desarrollaron anticuerpos especificos. El detectar
anticuerpos séricos contra la proteina N, permitira identificar a las personas
gue han padecido COVID-19. Por otro lado, la busqueda de anticuerpos contra
los dominios S1 y RBD de la proteina S, permitirh conocer la seroconversion

debida a la vacunacion.

Mediante una técnica de ELISA indirecta es posible identificar a las
personas que padecieron COVID-19 , asimismo, obtener una panoramica de
la respuesta inmune humoral en una poblacion heterogénea en un hospital de
tercer nivel (reconvertido en hospital COVID). En dicho hospital seria posible
identificar zonas de alto riesgo a la exposicion al virus entre el personal médico
gue atiende pacientes con COVID-19, y el personal administrativo que supone
tendrian un menor riesgo de infeccién por SARS-CoV-2. Asi mismo, también
es importante conocer la situacion seroldgica los usuarios del hospital y sus
familiares, quienes transitoriamente forman parte de la comunidad
hospitalaria. La evaluacién serologica de las personas que transitan las
distintas zonas hospitalarias permitiria evaluar como se mueve el virus en esta

comunidad y tomar medidas que restrinjan las posibilidades de infeccion.
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6. Hipotesis

Los anticuerpos vs proteina S prevaleceran en la poblacion debido al
alto indice de vacunacion y antecedente de COVID-19. Los trabajadores del
HRAEI mostraran anticuerpos séricos contra proteina N, por su estrecho
contacto con SARS-CoV-2.

7. Objetivos
7.10bjetivo General
Determinar la presencia de anticuerpos séricos IgM, 1gG e IgA vs SARS-
CoV-2, en personal administrativo, trabajadores de la salud, pacientes
ambulatorios y familiares del HRAEI.
7.2 Objetivo especifico
7.2.1 Detectar anticuerpos IgM, IgG e IgA contra la proteina N y los dominios
S1y RBD de la proteina S.
7.2.2 Realizar una correlacion entre los anticuerpos IgM, IgG e IgA contra la

proteina N y los dominios S1y RBD de la proteina S entre los individuos

gue se encuentran en las distintas zonas del ambiente hospitalario.
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8. Estrategia experimental

Se realiz6 un estudio piloto de cohorte transversal cuasi experimental.
Se eligié como poblacion de estudio a los pacientes, familiares acompafiantes
de éstos, personal de la salud y administrativo del Hospital Regional de Alta
Especialidad de Ixtapaluca debido a la reconversion temprana del mismo para
atender pacientes COVID-19. En el departamento de Biomedicina Molecular
del CINVESTAV se realizaron las pruebas serolégicas para determinar
anticuerpos de las clases IgM, IgG e IgA contra la proteina N y los dominios
S1y RBD de la proteina S del virus SARS-CoV-2 causante de la enfermedad
denominada COVID-19. Se tomaron muestras sanguineas (de 5mL) en tubos
sin anticoagulante y posteriormente se separo el suero de cada muestra el cual
se almaceno a -80°C grados. Todos los sueros se obtuvieron entre el 29 de
noviembre de 2021 y el 21 de febrero de 2022. Ademas, se le pidi6 a los
participantes, firmar consentimiento informado (Anexo 14.1) y llenar un
cuestionario epidemioldgico (Anexo 14.2). Se obtuvieron 417 sueros de

voluntarios del Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca.

Para el escrutinio de anticuerpos vs SARS-CoV-2 se realizo la prueba
de ELISA indirecta (Figura 5).

Figura 5. Prueba seroldgica indirecta

ELISA de inmunoensayo enzumatico (por
Proteina S

. sus siglas en inglés, ELISA). Se utilizan
Proteina N \ antibodies in blood J o :

los dominios RBD y S1 de la proteina S,
asi como la proteina N de SARS-CoV-2
como Ag para recubrir la placa. Como
analito se agrega el suero de los
pacientes. Posteriormente se coloca el
anticuerpo secundario acoplado a HRP,

| o S o jde'em por Ultimo, se agrega el sustrato de la
— LL X X enzima acompafiado de TMB, se
SARS-CoV-2 - r's detiene la reaccion con acido sulfdrico y

Vs

se leen las densidades Opticas.
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8.1 Producciéon de Proteinas

El dominio RBD y S1 de la proteina S al igual que la proteina N utilizadas
para recubrir la placa fueron producidas por el laboratorio de la Dra. Leticia
Cedillo del departamento de Biomedicina Molecular de CINVESTAV.%®

8.2 ELISAS

Este ensayo utiliza tres diferentes proteinas para el recubrimiento
especifico de pozos de una placa de microtitulacion (Thermo Scientific Nunc,
MaxiSorp Surface, de 96 pozos). Los pozos se recubren con los dominios RBD
0 S1 de la proteina S o con la proteina N. Se sensibilizé una placa por antigeno

para cada uno de los isotipos (IgM, IgG e IgA) con el siguiente disefio:

Figura 6. Disefio de
placa para ELISA
indirecto. Se
sensibiliza cada placa
con un antigeno
diferente (N, S1 o
RBD), y se detectan
los isotipos IgM, IgG e
IgA por antigeno de
forma independiente.
Es decir 3 placas por
antigeno por 3 isotipos
igual a 9 placas por
muestra. Los sueros
se colocan por
triplicado.
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S/ Mtra
S/ 2rin
Control -
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Se dejé incubando la placa con el antigeno durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con 250 pyL de PBS-t 0.05% por pozo.
Posteriormente se realizO un bloqueo para disminuir interacciones
inespecificas durante 2 horas a temperatura ambiente con solucion KPL 1x
modificada (PBS-t 0.05% + imidazol 0.004M + leche al 3%).

Mientras transcurrié el tiempo de bloqueo se prepararon los sueros de

los diferentes pacientes. En primer lugar, las muestras se descongelaron y se
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re suspendieron por vortex durante 10 segundos. Como pretratamiento, las
muestras se sometieron a un ciclo de centrifugado a 13 000 rpm durante 10
minutos. Esto se realiz6 con el fin de separar la capa de lipidos que pudiera
contener la muestra. Una vez que los sueros estaban pre-tratados se diluyeron
en PBS-1x + leche 1% (dilucion 1:100 para IgA, 1:50 para IgM y 1:800 para
IgG) y se incubaron a 37°C durante una hora. Las muestras se colocaron por
triplicado, de acuerdo con el disefio de placa. Para conocer la dilucidén 6ptima
a utilizada, se parti¢ de la estandarizacion del Dr. Erick Saul Sanchez Salguero
hecha en el laboratorio y se ajusté cada uno de los isotipos (IgM, 1gG e IgA),
contra los tres antigenos diferentes (N, S1 y RBD). Se utilizaron diferentes
diluciones de suero y se eligi6 la dilucion en la que se apreciaba una diferencia
clara entre los sueros en los que se detectaba anticuerpo contra el antigeno

en cuestion y los sueros en los que no habia deteccion.

Los sueros controles para las muestras consisten en: un control positivo
(Control+) que es un suero de paciente con reporte de PCR+ para SARS-CoV-
2 con alta reactividad Ag-Ab, un control negativo (Control-) el cual es un suero
de paciente tomado en 2017, cuando aun no se detectaba el virus. Los
controles se someten al mismo pretratamiento y dilucion que las muestras

problema.

Al termino de las dos horas del bloqueo a temperatura ambiente, se
realizaron 3 lavados con PBS-t 0.05% y se procedi6é a adicionar 50 uL de la
dilucion de las muestras en los pozos correspondientes, segun el disefio de
placa (muestras por triplicado). Se Incubaron las placas durante 1 hora a 37°C.
Se realizaron 3 lavados con PBS-t al 0.05%, posteriormente se coloco el
anticuerpo secundario anti-lgG humano acoplado a HRP (Peroxidasa de
Rébado picante), hecho en cabra, lote:147168 Jackson Immuno Research a
una dilucién 1:20,000, el anti-lgM humano acoplado a HRP, hecho en cabra,
lote: 137051 de Jackson Immuno Research a una dilucién 1:20,000, el anti-

IgA humano acoplado a HRP, hecho en cabra, lote: 1484621 de Jackson
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Immuno Research a una diluciéon 1:5,000. Para llegar a esta dilucion de
anticuerpo secundario, previamente se titularon los isotipos con cada uno de
los antigenos. Se coloca 50 uL del anticuerpo secundario correspondiente y
se incubo durante 1 hora a 37°C. Se realizaron 3 lavados con PBS-t 0.05%.
Se colocd sustrato para la enzima HRP (peroxido) acompafiado de un
cromogeno, la tetrametilbenzidina (TMB) (Santa Cruz nimero de catalogo sc-
286967A) que produce un producto de color azul cuya intensidad esta
relacionada con la cantidad de analito en la muestra. Se agrega una solucién
de &cido sulfurico (H2SO4 0.2M) para detener la reaccidn enzimatica
(cambiando el color a amarillo) y se leen las densidades 6pticas (OD) a 450
nm en el Multiskan™Sky (Thermo Scientific, nGmero de catalogo N18965).
Todos los lavados se realizan en el Wellwash (Thermo Scientific, nUmero de
catadlogo N15775).

9. Resultados

9.1 Curvas ROC

Las condiciones utilizadas en el ensayo de ELISA indirecta se basaron
en la estandarizacién del Dr Erick Saul Sanchez Salguero. El punto de corte
de los ensayos de ELISA se determind a través del andlisis de curvas ROC.
Se consideraron 54 muestras verdaderas negativas (sueros pre-pandémicos
2017) para el isotipo 1gG vs proteina N, y dominios S1 y RBD de la proteina N.
Las mismas 54 muestras verdaderas negativas se utilizaron para el isotipo IgA
vs Ny S1. De estos sueros pre-pandémicos, se utilizaron 27 para el isotipo IgA
vs RBD y para el isotipo IgM vs N, S1y RBD.

Para los verdaderos positivos, se tomaron en cuenta 471 muestras de
personas con las siguientes caracteristicas, eran pacientes con COVID-19,
individuos vacunados o con ambas. De estas, se filtraron las personas

vacunadas con Sinovac para los isotipos IgM, IgG e IgA vs proteina N; con
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base en ello se seleccionaron 5 muestras de pacientes con COVID-19 y 6
muestras de vacunados con Sinovac para IgM vs N, las 460 muestras
restantes no se tomaron en cuenta, debido a que no habia presencia de este
isotipo contra la proteina N en particular. Con el mismo criterio, para IgG vs N,
se seleccionaron 34 muestras de personas con COVID-19, 6 personas
vacunadas con Sinovac y 3 personas con ambos criterios. Al igual que IgM vs
N, el resto de las muestras no se tomaron en cuenta, ya que no se detectaron
anticuerpos IgG vs N. Siguiendo con los mismos criterios, para IgA vs N, se
seleccionaron 14 muestras de personas con COVID-19 y un vacunado con
sinovac; Los 456 restantes, no se utilizaron por la misma razén que en los
isotipos anteriores. (Resumen en tabla 2.)

Tabla 2. Compendio de muestras con deteccion de anticuerpos vs COVID-19 utilizadas
para la construccion de curvas ROC.

471 IgM [s]€] IgA
sueros Deteccion de Ab Deteccion de Ab Deteccidn de Ab
Vacunados | COVID- Ambos Vacunados | COVID- Ambos Vacunados | COVID- Ambos
Proteina Sinovac 19 + Sinovac 19 + Sinovac 19 +
N 6 5 0 6 34 3 1 14 0
471 COVID- COVID- COVID-
sueros Vacunados 10 + Ambos | Vacunados 10 + Ambos | Vacunados 19 + Ambos
DO“S“'l”'O 58 27 1 192 23 57 72 5 18
Dominio
RBD 41 1 28 113 7 32 88 5 17

Se tenian 471 sueros disponibles para la construccion de curvas ROC, estos pertenecian a personas
diagnosticadas con COVID-19 y/o con esquema completo de vacunacion (Astra, Sinovac, Moderna,
Pfizer, Sputnik V, CanSino). En el caso de los anticuerpos vs proteina N, solo se tomaron en cuenta
las muestras de individuos vacunados con Sinovac. Se realiz6 ELISA de las tres inmunoglobulinas
(IgM, 1gG e IgA) vs los tres antigenos de SARS-CoV-2 (Proteina N y dominio S1y RBD de la proteina
S. Las muestras con O.D. >0.1 fueron seleccionadas para realizar las curvas ROC, las muestras con
0.D <0.1 fueron descartadas.

Las muestras verdaderas positivas de los isotipos IgM, 1gG e IgA vs los
dominios S1 y RBD eran las mismas 471 anteriores, utilizando los mismos
criterios de eleccion, con la particularidad de tomar en cuenta a todos los
vacunados. En este tenor, para IgM vs S1, se filtraron 27 sueros de individuos
con COVID-19, 58 muestras de personas vacunadas y una con ambos
criterios. Para el isotipo IgM vs RBD, se eligi6 una muestra de una persona
con COVID-19, 41 muestras de personas vacunadas, y 28 de individuos

vacunados y enfermos. (Resumen en tabla 2.)
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Para el isotipo IgG vs S1, se filtraron 23 sueros de personas enfermas
con COVID-19, 57 muestras de personas vacunas y enfermas con COVID-19
y 192 individuos vacunados. En el caso del isotipo 1gG vs RBD, se tomaron en
cuenta 7 muestras de individuos enfermos con COVID-19, 113 sueros de
personas vacunadas y 32 personas con ambas caracteristicas. (Resumen en
tabla 2.)

Para IgA vs S1, se tomaron 5 muestras de personas con COVID-19, 72
sueros de individuos vacunados y 18 sujetos con ambas caracteristicas. Por
otro lado, para IgA vs RBD se eligieron 5 muestras de pacientes con COVID-
19, 88 sueros de pacientes vacunados y 17 muestras de individuos con ambas
caracteristicas. El resto de las muestras no se tomé en cuenta, por la misma
razon que la de los isotipos anteriores, no habia presencia de anticuerpos por

el antigeno. (Resumen en tabla 2)

Las cruvas ROC, son una técnica grafica para describir y comparar la
precision de una prueba, con el fin de ayudarte a decidir el limite de
discriminacion a partir del cual decidimos que una muestra problema es
positiva 0 negativa para el diagnostico de cierta enfermedad. Para dibujar una
curva ROC es necesario conocer la razén de verdaderos positivos (VPR), es
decir, la probabilidad de que la muestra del sujeto enfermo, efectivamente sea
positiva. Esto también se conoce como la sensibilidad de una prueba, es decir,
la fraccion de muestras identificadas correctamente como positivas. La VPR
se obtiene mediante la formula estadistica; el cociente de verdaderos positivos
(VP), entre VP + Falsos negativos (FN). Otro dato necesario, es la
especificidad, quien hace referencia a la fraccion de personas sin la
enfermedad, que la prueba identifica correctamente como negativa. La
especificidad es equivalente a 1- falsos positivos (FPR), los cuales alucen a la
muestra de un sujeto enfermo con un resultado negativo, cuando realmente si
tiene la patologia. El FPR se obtiene con la formula estadistica del cociente de

verdaderos negativos (VN), entre Falsos positivos (FP) + VN. Al momento de
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graficar, se representa en el eje de las X" FPR y en el eje de las "y" los VPR.
El método perfecto de prediccion se situaria en un punto en la esquina superior
izquierda, representando un 100% de sensibilidad (ningun falso negativo) y un
100% también de especificidad (ningun falso positivo). La diagonal divide el
espacio ROC. Los puntos por encima de la diagonal representan resultados
verdaderos positivos, puntos por debajo de la pendiente representan
resultados verdaderos negativos. *° Las curvas ROC se construyeron en el

programa Prism 8.1.0.

El punto de corte para ELISA indirecta IgM anti-N fue de 0.05 (D.O. 450
nm.) con una sensibilidad del 90.91% (95% intervalo de confianza (IC) 62.26-
99.53%) y una especificidad del 100% (95% IC 87.54-100%). Dos de las
muestras verdaderas positivas, se encontraban en el limite de deteccion.

Todas las muestras verdaderas negativas, se encontraban debajo del punto

de corte.
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Figura 7. Curva ROC ELISA indirecta IgM vs proteina N. En A vemos la dispersion de O. D. (Densidad
Optica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se indica el punto de
corte en la linea punteada, en donde se visualizan dos muestras VP sobre el punto de corte, mientras que
todas las VN se encuentran por debajo del punto de corte. En B vemos la representacién de la Curva ROC
con la sensibilidad en el eje de las "y" y la especificidad en el eje de las "x", cada uno de los puntos representa
una muestra.

El punto de corte para ELISA indirecta IgM anti S1 fue de 0.05 (D.O.
450 n.m.) con una sensibilidad del 91.86% (95% IC 84.14-96.0%) y una
especificidad del 100% (95% IC 87.54-100%). Veintisiete muestras verdaderas
positivas, se encuentran en el limite de detecciéon. Todas las muestras

verdaderas negativas, se encuentran debajo del punto de corte.
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Figura 8. Curva ROC ELISA indirecta IgM vs dominio S1 de la proteina S. En A vemos la dispersion de O.
D. (Densidad 6ptica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se indica
el punto de corte en la linea punteada, en donde se visualizan veintisiete muestras VP sobre el punto de corte,
mientras que todas las VN se encuentran por debajo del punto de corte. En B vemos la representacion de la
Curva ROC con la sensibilidad y especificidad en porcentaje.

El punto de corte para ELISA IgM anti RBD fue de 0.0552 (D.O. 450
n.m.) con una sensibilidad del 91.84% (95% IC 80.81-96.78%) y una
especificidad del 85.19% (95% IC 67.52-94.08%). Veintidés muestras
verdaderas positivas, se encuentran en el limite de deteccion. Una de las
muestras verdaderas negativas se encontré sobre el punto de corte y tres por
arriba del mismo.
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Figura 9. Curva ROC ELISA indirecta IgM vs dominio RBD de la proteina S. En A vemos la dispersion de
O. D. (Densidad 6ptica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se
indica el punto de corte en la linea punteada, en donde se visualizan cincuenta y cuatro muestras VP sobre
el punto de corte, mientras que todas las VN se encuentran por debajo del punto de corte. En B vemos la
representacion de la Curva ROC con la sensibilidad y especificidad en porcentaje.

El punto de corte para ELISA indirecta IgG anti-N fue de 0.09 (D.O. 450
n.m.) con una sensibilidad del 72.09% (95% IC 57.31-83.88%) y una
especificidad del 98.15% (95% IC 90.23-99.92%). Ocho muestras verdaderas
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positivas, se encuentran debajo del limite de deteccion. Dos muestras
verdaderas negativas se encuentran sobre el limite de deteccidon y una se

encuentra por arriba del punto de corte.
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Figura 10. Curva ROC ELISA indirecta IgG vs proteina N. En A vemos la dispersion de O. D. (Densidad
Optica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se indica el punto de
corte en la linea punteada, en donde se visualizan ocho VP sobre el punto de corte, mientras que dos VN se
encuentran sobre del punto de corte y una por arriba. En B vemos la representacién de la Curva ROC con la
sensibilidad y especificidad en porcentaje.

El punto de corte para ELISA indirecta IgG anti-S1 fue de 0.10 (D.O.
450 n.m.) con una sensibilidad del 99.63% (95% IC 97.95-99.98%) y una
especificidad del 100% (95% IC 93.36-100%). Once muestras verdaderas
positivas, se encuentran sobre el punto de corte. Todas las muestras

verdaderas negativas se encuentran por debajo del punto de corte.
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Figura 11. Curva ROC ELISA indirecta IgG vs dominio S1 de la proteina S. En A vemos la dispersion de
O. D. (Densidad 6ptica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se
indica el punto de corte en la linea punteada, en donde se visualizan once VP sobre el punto de corte. Ninguna
muestra VN se encuentran arriba del punto de corte. En B vemos la representacion de la Curva ROC con la
sensibilidad y especificidad en porcentaje.
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El punto de corte para ELISA indirecta IgG anti-RBD fue de 0.10 (D.O.
450 n.m.) con una sensibilidad del 99.34% (95% IC 96.37-99.97%) y una
especificidad del 100% (95% IC 93.36-100%). Diecisiete muestras verdaderas
positivas, se encuentran sobre el punto de corte. Todas las muestras

verdaderas negativas se encuentran por debajo del punto de corte.
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Figura 12. Curva ROC ELISA indirecta IgG vs dominio RBD de la proteina S. En A vemos la dispersion
de O. D. (Densidad éptica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se
indica el punto de corte en la linea punteada, en donde se visualizan diecisiete VP sobre el punto de corte.
Ninguna muestra VN se encuentran arriba del punto de corte. En B vemos la representacion de la Curva ROC
con la sensibilidad y especificidad en porcentaje.

El punto de corte para ELISA indirecta IgA vs N fue de 0.10 (D.O. 450
n.m.) con una sensibilidad del 86.67% (95% IC 62.12-97.63%) y una
especificidad del 100% (95% IC 93.36-100%). Diecisiete muestras verdaderas
positivas, se encuentran sobre el punto de corte. Todas las muestras

verdaderas negativas se encuentran por debajo del punto de corte.
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Figura 13. Curva ROC ELISA indirecta IgA vs proteina N. En A vemos la dispersion de O. D. (Densidad
Optica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se indica el punto de
corte en la linea punteada, en donde se visualizan tres VP sobre el punto de corte. Ninguna muestra VN se

encuentran arriba del punto de corte. En B vemos la representacion de la Curva ROC con la sensibilidad y
especificidad en porcentaje.
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El punto de corte para ELISA indirecta IgA anti S1 fue de 0.10 (D.O. 450
n.m.) con una sensibilidad del 91.58% (95% IC 84.25-95.67%) y una
especificidad del 100% (95% IC 93.36-100%). Ocho muestras verdaderas
positivas, se encuentran sobre el punto de corte. Todas las muestras

verdaderas negativas se encuentran por debajo del punto de corte.
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Figura 14. Curva ROC ELISA indirecta IgA vs dominio S1 de la proteina S. En A vemos la dispersién de
O. D. (Densidad optica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se
indica el punto de corte en la linea punteada, en donde se visualizan ocho VP sobre el punto de corte. Ninguna
muestra VN se encuentran arriba del punto de corte. En B vemos la representacion de la Curva ROC con la
sensibilidad y especificidad en porcentaje.

El punto de corte para ELISA indirecta IgA anti RBD fue de 0.10 (D.O.
450 n.m.) con una sensibilidad del 91.89% (95% IC 85.31-95.68%) y una
especificidad del 100% (95% IC 87.54-100%). Trece muestras verdaderas
positivas, se encuentran sobre el punto de corte. Todas las muestras

verdaderas negativas se encuentran por debajo del punto de corte.
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Figura 15. Curva ROC ELISA indirecta IgA vs dominio RBD de la proteina S. En A vemos la dispersion
de O. D. (Densidad éptica) tanto de los verdaderos negativos (VN) como de los verdaderos positivos (VP). Se
indica el punto de corte en la linea punteada, en donde se visualizan trece VP sobre el punto de corte. Ninguna
muestra VN se encuentran arriba del punto de corte. En B vemos la representacion de la Curva ROC con la
sensibilidad y especificidad en porcentaje.
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Una vez establecido el punto de corte mediante las curvas ROC, para
poder establecer positividad de las muestras, se le restdé el promedio del
blanco (S/Antigeno, S/muestra, S/secundario; por triplicado), al promedio del
triplicado obtenido en densidad Optica de los sueros; lo que depura sefiales

inespecificas o de fondo.

9.2 Deteccién de anticuerpos IgM, IgG e IgA vs SARS-CoV-2 en pacientes del
HRAEI

Se obtuvieron 417 sueros de la poblacion del Hospital Regional de Alta
Especialidad de Ixtapaluca. Las muestras se tomaron entre el 29 de noviembre
de 2021 y el 21 de febrero de 2022. Estos sueros pertenecen a 154
administrativos, 168 trabajadores de la salud, 40 pacientes ambulatorios y 55
familiares de pacientes. Del total de sueros, 399 contaban con esquema de
vacunacion completo, 155 refirieron haber enfermado de COVID-19
previamente (inmunidad hibrida) y se registraron 35 reinfecciones, siendo los
trabajadores de la salud en donde mas habia (20 individuos). Entre la
poblacién, 257 eran mujeres y 160 hombres. La edad de los participantes se
concentraba entre los 19 y 59 afios. Durante el protocolo, al mismo tiempo de
la toma de muestra de sangre, se les realiz6 prueba de antigeno rapido con la
cual, resultaron 62 mujeres positivas a COVID-19 y 33 hombres. Todos
cursaron con COVID-19 leve, sin necesidad de requerir oxigeno suplementario

u hospitalizacion.

9.2.1 Seroprevalencia vs SARS-CoV-2 entre mujeres y hombres de la
poblacién del HRAEI

Se detect6é presencia de anticuerpos IgM, IgG e IgA vs proteina N y
dominio S1 y RBD de la proteina S de SARS-CoV-2 (Tabla 3). Se determiné
la seroprevalencia entre mujeres y hombres de la poblacion del HRAEI, se

evaluo la significancia estadistica con la prueba de Mann Whitney, utilizando
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Tabla 3. Prevalencia de los isotipos IgM, IgG e IgA vs SARS-CoV-2 en poblacién del HRAEL.

Caracteristicas
Total 417

Mujeres 257
Hombres 160
Edad
18-29
30-39
40-49
50-59
60 +
Poblacion del hospital
Administrativos
Trabajadores de la salud
Px ambulatorio
Familiar
Ag rapido +
Administrativos
Trabajadores de la salud
Px ambulatorio
Familiar
Antecedente COVID-19
Administrativos
Trabajadores de la salud
Px ambulatorio
Familiar

IgM 19G IgA
N S1 RBD N S1 RBD N S1 RBD
33(7.91%) 86(20.62%) 48(11.51%) 25(5.9%) 248(59.47%) 145(34.77%) 3(0.71%) 87(20.86%) 103 (24.7%)
22 58 34 14 159 88 1 51 60
11 28 14 11 89 57 2 36 43
16 39 22 12 96 52 0 36 41
13 36 18 7 83 45 0 29 28
5 3 5 38 23 2 11 15
6 5 1 26 21 1 8 17
0 0 0 5 4 0 3 2
18 35 18 13 87 56 1 30 45
10 40 23 10 112 52 1 37 35
2 1 2 1 23 14 1 8 9
3 10 5 1 26 23 0 12 14
5(5.26%) 28 (29.47%) 8(8.42%) 6 (6.31) 57 (60%) 32 (36.84%) 0% 18 (18.94%) 17 (17.89%)
1 8 2 2 14 9 0 4 6
2 16 4 4 36 17 0 13 8
0 0 0 0 1 0 1 1
2 4 2 0 6 6 0 0 2
16(3.83%). 39(9.35%) 23(5.51%). 11(2.63%). 114(27.33%). 72(17.26%). 1 (0.23%). 45(10.79%). 54(12.94%)
8 18 9 6 36 24 0 13 21
5 18 11 3 53 28 0 20 18
1 1 1 13 10 1 7 7
2 1 12 10 0 5



la mediana aritmética, mediante el programa PRISM 8. Se observé una mayor
seropositividad en mujeres en el isotipo IgM vs N e IgM vs RBD. En el resto de

los isotipos no se observo diferencia significativa. (Figura 16).

(a) lgMvsN (o) IgMvs RBD

Figura 16. Seroprevalencia vs
0157 0.4 * SARS-CoV-2 entre mujeres y
hombres del HRAEI. Solo se

| 1 0.3- * observé diferencia entre sexo en el

E 0.10- . g isotipo IgM, a y b). El nivel de
8 YA 3 . anticuerpos detectados fue mayor
~ < 0.29 en las muestras correspondientes a
2 .05 1 T A— ______ a . muijeres, que en la de los hombres.
o odes  o° o Mujeres n= 257, Hombres n=160.

A Ot IS 0.1
o_oo_ﬁﬁ 0.0-

Refirieron antecedente de COVID-
19 93 mujeres y 64 hombres.

9.2.2 Seroconversion vs SARS-CoV-2 por grupo etario en poblacion del HRAEI

En cuanto a la edad, se establecieron grupos etarios por rango
consecutivo. Se evalud la significancia estadistica con la prueba de Kruskal-
Wallis, utilizando la mediana aritmética, mediante el programa PRISM 8. En el
isotipo IgG vs proteina N, se observo un mayor nivel en el grupo de 18-29 afios

en comparacioén al grupo de 50-59 afios y de 60-80 afios.

Por otro lado, el isotipo IgM fue en donde se observé una mayor
diferencia entre grupos, IgM vs dominio S1 se encontré en mayor nivel en el
grupo de 18-29 afios en comparacién al grupo de 50-59 afios y de 60-80 afios,
el grupo de 30-39 afios tuvo un mayor nivel de seropositividad en comparacion
al grupo de 50-59 afios y 60-80 afios. En el isotipo IgA no hubo una diferencia
significativa (Figura 17).
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Figura 17. Seropositividad vs SARS-CoV-2 entre grupos etarios del HRAEI. El rango de edad
en donde se detect6 mayor nivel de anticuerpos fue en jovenes de 18-29 afios. a). Refirieron
antecedente de COVID-19 56 jovenes de 18-29 afios, 61 jovenes de 30-39 afios, 19 individuos entre
40-49 afos, 20 personas entre 50-59 afios y un adulto mayor de 60-80 afios. b y ¢). Al momento de
la toma de muestra tenian prueba de antigeno rapido positiva, 41 jévenes de 18-29 afios, 32 jovenes
de 30-39 afios, 11 individuos entre 40-49 afios, 7 personas entre 50-59 afios y ningun adulto mayor
de 60-80 afios. El valor de P esta indicado en la gréfica de la siguiente manera: P>0.05, *, P< 0.01,
™, P<0.001, ™, P< 0.0001, ™. Control - sueros recolectados en afio 2017 n=54 IgG vs N, n=27 IgM
vs S1y RBD. 18-29 afios n=145, 30-39 afios n=127, 40-49 afios n=70, 50-59 afios n=51, 60-80 afios
n=14. Se agrupd a la poblacién con respecto a la estrategia de vacunacion en nuestro pais.

9.2.3 Seroconversion vs SARS-CoV-2 en la distinta poblacién del HRAEI

Se evalud la seropositividad entre la diferente poblacion hospitalaria, la
significancia estadistica entre las comparaciones se realiz6é con la prueba de
Kruskal-Wallis, utilizando la mediana aritmética, mediante el programa PRISM
8. Los anticuerpos contra la proteina N fueron los de menor prevalencia, en
comparacién del resto de los antigenos. La prevalencia contra N fue de 7.91%
para IgM, 5.9% para IgG y 0.71% para IgA. Estratificando por area del hospital,
los isotipos IgM e IgG vs N no mostraron diferencia significativa entre ellos.
(figura 18ay 18b). En el caso de IgA vs N, los pacientes ambulatorios tuvieron
un mayor nivel en comparacion a los trabajadores de la salud (figura 18c).
Cabe sefialar que uno de los pacientes ambulatorios con presencia de

anticuerpos IgA vs N, curso6 previamente con COVID-19.
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Figura 18. Seroprevalencia de proteina N, comparando la diferente poblaciéon del HRAEL ay b.
No hay diferencia significativa en la seroconversion del isotipo IgM e 1gG vs proteina N en la comunidad
hospitalaria. ¢). Se aprecia significancia de dos cruces entre trabajadores de la salud y pacientes
ambulatorios, cabe sefialar que el paciente con mayor nivel de anticuerpos IgA vs N, tenia antecedente
de COVID-19. El valor de P estéa indicado en la gréfica de la siguiente manera: P>0.05, *, P< 0.01, ™,
P<0.001, ™, P< 0.0001, ™. En donde no hay barra, estadisticamente no es significativo (NS). Control
-1 sueros recolectados en afio 2017 n=54 1gG e IgA vs N, n=27 IgM vs N, Administrativos n=154,
Trabajadores de la salud n=168, Px ambulatorio n=40, Familiar n=55. Fueron vacunados con Sinovac
39 administrativos, 5 trabajadores de la salud, 2 Px ambulatorios y 6 familiares. Del total de
participantes (n=417), refirieron antecedente de COVID-19 51 Administrativos, 71 trabajadores de la
salud, 16 px ambulatorios y 17 familiares.

Los pacientes que cursaban con infeccion activa por SARS-CoV-2
diagnosticada por prueba de antigeno rapido, tuvieron un nivel de anticuerpos
contra la proteina N menor que el resto de la poblacion y no hubo una
diferencia significativa entre las diferentes areas del hospital. La prevalencia

por isotipo vs antigeno N se muestra en la tabla 3.

Los anticuerpos contra el dominio S1 tuvieron una mayor prevalencia
en comparacion a los anticuerpos contra el dominio RBD y la proteina N, sin
embargo, no hubo una diferencia significativa entre la poblacion hospitalaria,
a excepcion del isotipo IgM, en donde el nivel de los sueros de los
administrativos y trabajadores de la salud contra el antigeno S1, fueron
mayores que los de los pacientes ambulatorios. Cabe sefialar, que de los
administrativos con presencia de anticuerpos IgG vs S1, 36 tenian
antecedente de COVID-19, 53 trabajadores de la salud también habian
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enfermado previamente de COVID-19, asi como 13 pacientes ambulatorios y
12 familiares. El nivel de anticuerpos IgM vs S1 de los familiares fue mayor
gue el de los pacientes ambulatorios (Figura 19). La prevalencia por isotipo vs
antigeno S1, se muestra en la tabla 3.
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Figura 19. Seroprevalencia de dominio S1 de la proteina S, comparando la diferente poblacién
del HRAEI. a) Los administrativos, trabajadores de la salud y familiares tuvieron mayor seroprevalencia
que los pacientes ambulatorios en el isotipo IgM vs S1. Todos contaban con esquema de vacunacion
completo. b y c). No hay diferencia significativa en la seroconversion del isotipo 1gG e IgA vs dominio
S1 en la comunidad hospitalaria. El valor de P esta indicado en la grafica de la siguiente manera:
P>0.05, %, P< 0.01, ”, P< 0.001, ™, P< 0.0001, ™. En donde no hay barra, estadisticamente no es
significativo (NS). Control -: sueros recolectados en afio 2017 n=54 IgG e IgA vs S1, n=27 IgM vs S1,
Administrativos n=154, Trabajadores de la salud n=168, Px ambulatorio n=40, Familiar n=55. Fueron
vacunados con Sinovac 39 administrativos, 5 trabajadores de la salud, 2 Px ambulatorios y 6 familiares.
Del total de participantes (n=417), refirieron antecedente de COVID-19 51 Administrativos, 71
trabajadores de la salud, 16 px ambulatorios y 17 familiares.

Los individuos con prueba de antigeno rapido tuvieron un nivel menor
de anticuerpos contra la proteina S1 que el resto de la poblacién. En el isotipo
IgG vs S1 tanto los administrativos como los trabajadores de la salud tuvieron
una mayor seroprevalencia que los pacientes ambulatorios. La prevalencia por

isotipo se muestra en la tabla 3.

Los anticuerpos contra el dominio RBD tuvieron una prevalencia menor
gue los anticuepros contra el dominio S1, sin embargo, no hubo una diferencia
significativa entre la poblacion hospitalaria, a excepcion del isotipo IgM, en
donde el nivel de los sueros de trabajadores de la salud contra el antigeno
RBD, fueron mayores que los de los pacientes ambulatorios. (Figura 20). La

prevalencia por isotipo vs antigeno RBD, se muestra en la tabla 3.
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Figura 20. Seroprevalencia de dominio RBD de la proteina S, comparando la diferente poblacién
del HRAEI. a) La seroprevalencia en los trabajadores de la salud, fue mayor que la de los pacientes
ambulatorios. Todos contaban con esquema de vacunacion completo. b y ¢). No hay diferencia
significativa en la seroconversion del isotipo 1gG e IgA vs dominio RBD en la comunidad hospitalaria.
El valor de P esta indicado en la gréfica de la siguiente manera: P>0.05, ", P< 0.01, ™, P< 0.001, ™, P<
0.0001, ™. En donde no hay barra, estadisticamente no es significativo (NS). Control -: sueros
recolectados en afio 2017 n=54 1gG e IgA vs S1, n=27 IgM vs S1, Administrativos n=154, Trabajadores
de la salud n=168, Px ambulatorio n=40, Familiar n=55. Fueron vacunados con Sinovac 39
administrativos, 5 trabajadores de la salud, 2 Px ambulatorios y 6 familiares. Del total de participantes
(n=417), refirieron antecedente de COVID-19 51 Administrativos, 71 trabajadores de la salud, 16 px
ambulatorios y 17 familiares.

Los pacientes enfermos con COVID-19 diagnosticado por prueba de
antigeno rapido, tuvieron un nivel menor de anticuerpos contra la proteina RBD
gue el resto de la poblacién. La prevalencia por isotipo vs antigeno RBD se

muestra en la tabla 3.

9.2.4 Seroconversion vs SARS-CoV-2 entre inmunidad humoral adquirida por

vacunacion e inmunidad hibrida en la comunidad del HRAEI.

Se evalud la seropositividad en grupos de individuos, ya sea que
tuvieran esquema de vacunacién completo, individuos vacunados que ademas
dieron positivo a COVID-19 por prueba de antigeno rapido al momento de la
toma de muestra (vacunacion+infeccion), otro grupo que ademas de esquema
de vacunacion completo, refirieron antecedente de COVID-19 (inmunidad
hibrida), y un ultimo grupo de individuos que ademas de referir inmunidad
hibrida dieron positivo a COVID-19 por prueba de antigeno rapido al momento

de la toma de muestra (inmunidad hibrida+infeccion). La significancia
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estadistica entre las comparaciones se realiz6 con la prueba de Kruskal-Wallis,

utilizando la mediana aritmética, mediante el programa PRISM 8.

El nivel de anticuerpos contra la proteina N fue menor en comparacion
al resto de los antigneos. Entre los grupos, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en los isotipos IgM e IgA vs N. En general, el
nivel de anticuerpos IgG vs N, fue menor en el grupo de vacunados. (figura
21).

(@) IgM vs N (0) IgGvs N (c) IgAvs N
0.15+ 0.204 .
0.5
.
0.4 | £ 0.15-
. .o :
o 0.3 2 o0.10 %°
2 . a *
a 0.2+ :
G o . ges © 0.054
0.1 %6 [ H o8 .
0.0- 0.00
Q,bo & P {\y ' ({d'o 3
Q‘Q \)QQ 00 (\{0 ‘Q\
O AN
& x\(i\“' \gbb \sb'
o 6‘0 ~o‘é
(&b RS b"'b S
A’Do &0& 400

Figura 21. Seroconversion en individuos del HRAEI via vacunaciéon o inmunidad hibrida. ay
c). No hay diferencia significativa entre los grupos. b) El grupo con menor seropositividad, fue el de
los vacunados, en comparacion con el resto de la poblacidn. El valor de P esté indicado en la gréafica
de la siguiente manera: P>0.05, *, P< 0.01, ™, P< 0.001, ™, P< 0.0001, ™. En donde no hay barra,
estadisticamente no es significativo (NS). Control - sueros recolectados en afio 2017 n=54 IgG e
IgA vs N, n=27 IgM vs N. Vacunados n=183, Vacunados + infxn activa n=60, Inmunidad hibrida
n=129, Inmunidad hibrida + reinfxn n=29. No se tomaron en cuenta 10 individuos debido a que se
desconocia si habian o no enfermado previamente de COVID-19. Se eliminaron 7 personas
menores de edad, debido a que no estaban vacunados.

El nivel de los anticuerpos contra el dominio S1 fue mayor que el de los
otros dos antigenos. Los individuos con imunidad hibidra que ademas se
encontraban cursando una reinfeccion por COVID-19, al igual que quienes
estaban vacunados y cursaba con infeccion por COVID-19, diagnosticada por
antigeno rapido, presentaron un mayor nivel de anticuerpos Isotipo IgM vs S1
en comparacion a las personas unicamente vacunadas. El nivel de anticuerpos
lgG vs S1 fue mayor en individuos con inmunidad hibrida, en comparacion a
personas unicamente vacunadas. En cuanto al nivel de anticuerpos IgA vs S1,

fue mayor en sujetos con imunidad hibrida, que en aquellos vacunados o
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vacunados y enfermos de COVID-19, diagnosticado por prueba de antigeno

rapido. (Figura 22).
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Figura 22. Seroconversion en individuos del HRAEI via vacunacion o inmunidad hibrida. a)
Vacunados mostraron mayor seropositividad. b y c) el grupo con mayor seropositividad fue el de
inmunidad hibrida. Del grupo de vacunados, 15 individuos se les aplico dosis de refuerzo entre 3-
26 dias antes de la toma de muestra de sangre. En cuanto al grupo de vacunados+infxn, a 21
sujetos se les aplico dosis de refuerzo entre 0-30 dias antes de la toma de muestra de sangre. Del
grupo de inmunidad hibrida, a 15 personas se les aplicé dosis de refuerzo entre 0-26 dias antes de
la toma de muestra de sangre. Del grupo de inmunidad hibrida+infeccién, a 13 personas se les
aplicé dosis de refuerzo en un lapso de 4-25 dias antes de la toma de muestra de sangre. El valor
de P esta indicado en la grafica de la siguiente manera: P>0.05, *, P< 0.01, *, P< 0.001, ™, P<
0.0001, ™. En donde no hay barra, estadisticamente no es significativo (NS). Control - sueros
recolectados en afio 2017 n=54 IgG e IgA vs S1, n=27 IgM vs S1. Vacunados n=183, Vacunados +
infxn activa n=60, Inmunidad hibrida n=129, Inmunidad hibrida + reinfxn n=29. No se tomaron en
cuenta 10 individuos debido a que se desconocia si habian o no enfermado previamente de COVID-
19. Se eliminaron 7 personas menores de edad, debido a que no estaban vacunados.

La seroprevalecia del isotipo IgM contra el dominio RBD no tuvo

diferencia significativa entre los diferentes grupos. Por otro lado, el nivel de

anticuerpos IgG vs RBD fue mayor en el grupo de sujetos con inmunidad

hibrida en comparacion a los individuos vacunados. Por ultimo, el nivel de

anticuerpos IgA vs RBD, también fue mayor en los individuos con inmunidad

hibrida en comparacién a los vacunados y vacunados + infeccion por COVID-

19 diagnosticada por prueba de antigeno rapido. (Figura 23). La prevalencia

por isotipo vs antigeno RBD, se muestra en la tabla 3.
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Figura 23. Seroconversion en individuos del HRAEI via vacunacién o inmunidad hibrida. a)
no se muestra diferencia significativa entre los grupos. b y c) el grupo con mayo seropositividad fue
el de inmunidad hibrida. El valor de P esta indicado en la gréfica de la siguiente manera: P>0.05, ",
P<0.01, ", P<0.001, ™, P<0.0001, ™. En donde no hay barra, estadisticamente no es significativo
(NS). Control - sueros recolectados en afio 2017 n=54 1gG vs RBD, n=27 IgM e IgA vs RBD.
Vacunados n=183, Vacunados + infxn activa n=60, Inmunidad hibrida n=129, Inmunidad hibrida +
reinfxn n=29. No se tomaron en cuenta 10 individuos debido a que se desconocia si habian o no
enfermado previamente de COVID-19. Se eliminaron 7 personas menores de edad, debido a que
no estaban vacunados.

10.Discusién

La pandemia de COVID-19, ha afectado a millones de personas a nivel
mundial. En México, después de tres olas de COVID-19 (hasta noviembre
2021), a las que se habia enfrentado la poblacién, no se tenian cifras exactas
de las personas que habian padecido la enfermedad. Por otra parte, una vez
iniciadas las campafias de vacunacién tampoco hay datos del niumero de
personas que desarrollaron anticuerpos especificos. Nuestro objetivo, fue
detectar anticuerpos séricos contra la proteina N, y contra los dominios S1y
RBD de la proteina S de SARS-CoV-2 para identificar personas que
enfermaron de COVID-19 y, ademas, conocer la seroconversion obtenida a
través de la vacunacion.®® Este estudio transversal, cuasiexperimental, lo
realizamos mediante técnica de ELISA indirecta con muestras del Hospital
Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca (reconvertido en hospital COVID).
El HRAEI es un hospital con una poblacion heterogénea, por ello nos

interesaba evaluar como se mueve el virus en esta comunidad para dictar
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medidas que restrinjan las posibilidades de infeccion. Cuatrocientos diecisiete
sujetos aceptaron participar en el estudio, 154 eran sujetos administrativos del
hospital, 168 individuos eran trabajadores de la salud con trato directo a
pacientes COVID-19 y pacientes no COVID-19, 40 pacientes ambulatorios y
55 familiares de pacientes. La seroprevalencia de IgG e IgA contra los tres
antigenos de SARS-CoV-2 (N, S1 y RBD) entre la comunidad hospitalaria no
tuvo diferencia significativa (figuras 17-20), debido a que, en un hospital, la
zona de hospitalizacion y administrativa, no estan herméticamente aisladas,
esto nos podria estar hablando de la dispersion del virus en el ambiente
hospitalario dado que SARS-CoV-2 es un virus respiratorio que puede
mantenerse suspendido en el aire en forma de aerosoles. Aunado a esto, se
identificaron brotes de COVID-19 en grupos de trabajo especificos tanto del
area administrativa como de la hospitalaria, por ejemplo; 4 personas en la
seccion de direccién, 6 individuos del grupo de personal, 2 personas de
nutricion, 9 meédicos obstetras, 4 meédicos radidlogos, 3 pediatras, 4
urgencibélogos, 8 enfermeras y 5 médicos intensivistas. La mayoria refirid
haberse contagiado en el lugar de trabajo, lo cual correlaciona con datos
obtenidos por Korona-Glowniak y colaboradores en 2022, quienes reportaron
gue una actividad especifica dentro del hospital, no se relaciona a la
seroprevalencia, sugiriendo un mayor rol la transmisién comunitaria en el
ambiente hospitalario.®! El isotipo IgM tuvo una mayor heterogeneidad entre la
poblacién, anticuerpos vs proteina N, se mantuvieron sin diferencias
significativas entre la poblacién, sin embargo, la mayoria de los individuos con
seroprevalencia de IgM vs N, también tenian presencia de IgM vs S1 y RBD
(Figura 21-23), siendo siete de estos individuos positivos a COVID-19 al
momento de la toma de muestra, todos con sintomas leves que fueron
manejados en casa. Cabe resaltar que se ha relacionado la gravedad de la
infeccion con la intensidad y nivel de respuesta vs SARS-CoV-2, siendo
directamente proporcional, por lo que el ser sujetos cursando con un cuadro
leve, mantiene bajos sus niveles de anticuerpos. El grupo con mayor

seroconversion fue el de trabajadores de la salud y administrativos, quienes

47



estdn un mayor tiempo en el ambiente hospitalario. EI que hayan estado
expuestos a enfermos con COVID-19 por el brote que hubo entre areas
especificas de trabajo en el hospital y no hayan enfermado, y los que se
enfermaron de COVID-19 tuvieron sintomas leves tratados en casa, sugieren
gue anticuerpos IgM vs S1 y RBD podrian tener actividad neutralizante, como
se ha descrito en el trabajo de Malika Hale y colaboradores (2022).%2 Al
momento en que consentian participar en el estudio, se les tomaba muestra
de sangre para evaluar la presencia de anticuerpos vs SARS-CoV-2 y ademas
se les realizaba prueba rapida de antigeno. Veinte trabajadores
administrativos, 58 trabajadores de la salud, 4 pacientes ambulatorios y 13
familiares de pacientes, resultaron positivos. Del total de positivos a SARS-
CoV-2, 33 habian recibido dosis de refuerzo entre 0-30 dias antes de la toma
de muestra de sangre (Astra:25, Pfizer:2, Moderna:3), en ninguno de los
sueros se detectd anticuerpos IgM o IgA vs N y Unicamente en 5 de las
muestras, se detecté anticuerpos IgG vs N, concordando con los datos de
Anita Slomski (2022), quien sugiere que personas que recibieron dosis de
vacuna mRNA previo a enfermar de COVID-19, limita la deteccion de
anticuerpos vs proteina N de SARS-CoV-2. A diferencia de los datos de
Slomski, los individuos contaban con vacunas que contienen la proteina S en
adenovirus o vacuna de mRNA, sin embargo, se observa el mismo resultado,
por lo que habria que considerar una cohorte mas grande para poder
establecer un valor significativo.®® Al 06 de septiembre 2022, el 63.1% de
personas a nivel mundial estd vacunada y en México 62% de individuos
cuentan con esquema completo de vacunacion (sin refuerzo), por lo que debe
considerarse el historial de vacunacion cuando se utilizan las pruebas de

anticuerpos como complemento diagnostico para COVID-19.%4

Durante la pandemia, se ha reportado que los individuos que han sufrido
infeccion natural por COVID-19 y posteriormente fueron vacunados o
visceversa (inmunidad hibrida) tienen una respuesta mas eficiente y robusta

de anticuerpos ®°. En nuestro estudio, habia individuos con inmunidad hibrida,
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ademas, de sujetos con inmunidad adquirida por vacunacién que al momento
de la toma de muestra cursaban con COVID-19 (vacunacion + infeccion), y a
personas con inmunidad hibrida que, al momento de la toma de muestra,
cursaban con reinfeccion por COVID-19. El grupo de inmunidad hibrida
presenté una mayor seroposirividad de 1gG e IgA vs los dominios S1y RBD,
lo cual no sorprende, debido a que las vacunas aplicadas en México contenian
a la proteina S, independientemente de la forma en que se produjeron. Los
pacientes que cursaban con COVID-19 al momento de la toma de muestra,
independientemente de si solo habian sido vacunados o cursaban con
reinfeccion, mostraron un menor nivel de anticuerpos, sugiriendo que podrian
ser un grupo de riesgo en el que se tendrian que adoptar medidas como dosis
de vacunacion extra, si son trabajadores de salud, adecuado uso de
mascarilla, evitar lugares cerrados poco ventilados e incluso disminuir
interaccién con pacientes con COVID-19. En el caso del isotipo IgM, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos, sin embargo, la
seroprevalencia de IgM vs N, mostr6 mayor nivel en sueros de personas
vacunadas y con inmunidad hibrida, perteneciente a administrativos y
trabajadores de salud. El ambiente hospitalario implica un medio de exposicién
al virus que se confirma con la seroprevalencia de anticuerpos dirigidos contra
la proteina N, el que sea el isotipo IgM el de mayor seroconversion, sugiere

con mayor fuerza su papel de neutralizante.

Nuestro estudio tuvo varias limitaciones. Por ejemplo, las muestras
recopiladas de los pacientes no se seleccionaron de forma aleatoria, y solo se
realizé en un hospital de tercer nivel reconvertido COVID-19. Se lanzé la
convocatoria a todo el HRAEI, y una pequefia porcion de la comunidad
hospitalaria decidié participar en el protocolo. Esto podria dar lugar a una
sobreestimaciéon de la seroprevalencia si los trabajadores tuvieran una
sobrerrepresentacion de personas que habian experimentado sintomas en el
pasado, ya que llenaron los cuestionarios de forma autonoma. Por otro lado,

hubo cuestionarios que no fueron llenados de forma correcta, por lo que, en
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algunas comparaciones, no se tomaron en cuenta y la n es menor, como en el
caso de inmunidad hibrida vs vacunados, sujetos no indicaron si habian

padecido previamente COVID-19 o no, por lo que fueron eliminados.

11.Conclusion

Nuestros datos demuestran que no hay diferencias significativas en la
seroprevalencia por area de trabajo, lo que sugiere que la transmisién
comunitaria puede desempefiar un papel superior a la exposicion en la
actividad laboral. Por otro lado, la deteccién de anticuerpos vs SARS-CoV-2
en las muestras de la poblacion del HRAEI, se relaciona directamente con la

exposiciéon al virus como convivientes.
12.Perspectivas

Realizar ensayos de neutralizacion de las muestras en las que se
detectaron anticuerpos vs SARS-CoV-2, con el fin de evaluar si estos

impediran la entrada del virus a la célula.

Secuenciar las muestras de los individuos positivos a COVID-19 para

conocer la variante que los infecté.
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14. Anexos

14.1 Consentimiento informado

DIRECCION GENERAL
DIRECCION DE PLANEACION, ENSENANZA E INVESTIGACION
HOSPITAL REGIONAL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

ALTA ESPECIALIDAD

IXTAPAL

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Protocolo/Tesis: Generacién y aplicacién de herramientas serolégicasy moleculares y rastreo de movilidad para el estudio de |a epidemia de
COVID-19 en el Hospital Regional de Alta especialidad Ixtapaluca.

**Investigador principal: Dra. Martha Espinosa Cantellanoy Dr. Gustavo Acosta Altamirano
**Teléfono de emergencia: 5557473800 extension: 3893 y 5585807539.

**Direccion: Carr Federal México-Puebla Km. 34.5, Zoquiapan, 56530 Ixtapaluca, Méx.
**Nombre del paciente:
A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno
de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier
aspecto queleayudeaadlarar susdudas al respecto. Unavez que haya comprendido el estudio y siusted desea participar, entonces se le pedird que
firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregard una copia firmada y fechada.

**1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO. (Dar razones de cardcter médico y social).
La realizacién del proyecto conjunto por parte del Centro de Investigaciony de Estudios Avanzados (CINVESTAV)y el Hospital Regional de Alta
Especialidad Ixtapaluca (HRAEI) contribuye al andlisis de |a efectividad de la aplicacion de estas herramientas tecnoldgicas conlafinalidad de contar con
métodos de diagndstico y seguimiento mas rapidos para una pronta resolucién de casos, estopudiera representar la contencion en la dispersion de la
infeccién por SARS-CoV-2.
**2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
Se realiza este estudio con el fin de desarrollarestrategias de mitigaciony de contencion integral de la pandemia por COVID-19 en México, identificar
linajes/variante, asicomo desarrollary aplicar ensayos seroldgicos para la detecciénde anticuerpos totales y neutralizante s dirigidos contra el virus
SARS-CoV-2
**3, BENEFICIOS DEL ESTUDIO
Dado que la pandemia es un problema de caracter publico, el beneficio es a todo personal que colabore en el HRAEI y al publico en general que se
encuentrenenlazona hospitalaria, ademas de: identificar zonas de riesgo, implementar mecanismos automatico por la App mavil, y que por medio del
ensayo seroldgicos obtener la determinacion de titulos de anticuerpos dirigidos contra SARS-CoV-2.
Este estudio consta de las siguientes fases:

(1) Registro, (2) Toma de hisopado nasofaringeoy sangre periférica en tubos morados para las técnicas planteadas.
Posterior ala toma de sangre, se puede presentar dolor o se puede llegar a formar una equimosis o morete. Para el hisopado nasofaringeo puede ser
incémodo y causar tos o nauseas, sin embargo todos estos efectos son pasajeros.
**4_PROTECCION DE DATOS PERSONALES

El tratamiento de sus datos personales de identificacion y datos personales sensibles, se realiza con fundamento en lo establecido en el Titulo Primero “Disposiciones
Generales” Capitulo | "Del Objeto de la Ley”, articulo 1, 2 en sus fracciones I- IX, 3,4,5,6,7,8, Capitulo Il Del Sistema Nacional de Transparencia, Acceso a la Informacion y
Proteccion de Datos Personales, articulo 14. Titulo segundo “Principios y Deberes” Capitulo | “De los Principios”, articulo 16,17,18,19,20y 21,22, 23, 24, 25, 26, 27 fraccion
Ill, 28 y demas relativos de la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos Obligados publicado en Nueva Ley DOF 26-01-2017. Del Decreto por el que
se crea el Hospital Judrez de México, como un Organismo Descentralizado de la Administraciéon Publica Federal, publicado en el Diario Oficial de la Federacion, el 26 de enero

de 2005. De igual manera, en el capitulo | “Disposiciones generales” Articulo 1, 2 fraccion I, XV y articulo 3 fraccion |, I, lll, VI, VII, X1, XIV y capitulo VI “De los servicios médicos
sustantivos y administrativos” articulo 40, 41, 42 y 43 en todas sus fracciones y del Estatuto Organico del Hospital Regional de Alta E iali de I enel
Diario Oficial de la Federacién 29 de Noviembre del 2021.

Los datos que le solicif seran util exclusi para las finali en este documento. Usted puede solicitar la correccion de sus datos o

que sus datos se eliminen de nuestras bases o retirar su consentimiento para su uso. En caso de que los datos personales se compartan con otras instancias: Como parte de la
colaboracién de este estudio, su informacidn sera compartida con los investigadores del: CINVESTAV. Si no estd de acuerdo en que se compartan sus datos con dicha instancia,
le pedimos nos lo comunique enviando un mensaje al investigador principal a la siguiente direccion de correo|

Sus datos personales y/o resultados que arroje el estudio, NO seran transferidos a ninguna persona fisica o moral.

Sus datos personales y/o resultados del estudio podran ser transferidos al CINVESTAV, a la Dra. Martha Espinoza Cantellano titular del proyecto de investigacién.

**5. PAUTA DE LA INFORMACION

La informacién que requiera a todo paciente que participe en este protocolo de investigacion, podra ser proporcionada con Dr. Gustavo Acosta Altamirano, Director de
Planeacion, Ensefianza e Investigacion o el Dr. Pedro José Curi Curi Presidente del Comité de Etica en Investigacion, que se encuentran ubicados en el edificio E del HRAEI.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.

Yo, he leido y comprendido esta carta de consentimiento informado, me hanexplicado
el estudio deinvestigacion incluyendo el objetivo, los posibles riesgos y beneficios, y otros aspectos sobre mi participacion en el estudio, me han
respondido satisfactoriamente mis dudas. Autorizo se me permita grabar durante la toma de muestra Ginicamente con fin académico y como evidencia

de la realizacion del protocolo en estudio.

Firma del participante

Carretera Federal México-Puebla km. 34.5, Pueblode Zoquiapan, C.P. 53530, Municipio de Ixtapaluca, Estadode México.
Tel: (55)5972 9800 www.hraei.gob.mx
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14.2 Cuestionario

Cinvestav

Generacion y aplicacion de herramientas serolégicas y moleculares y
rastreo de movilidad para el estudio de la epidemia de COVID-19
en el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca"”

Folio No. CINV- 001

Datos personales
Nombre completo:

Domicilio donde reside: Calle, No., Alcaldia, C.P. Ciudad:
Teléfono: | Correo electrénico: |
Padece alguna enfermedad:
Estatura | Edad: | |Peso: |
Datos epidemiolégicos
Durante este periodo de confinamiento ¢ ha enfermado de si No
COVID-19?
Fecha de inicio desintomas: Fecha de diagnostico:
¢, ha convivido con alguien COVID-19 positivo? Si No
Datos clinicos
En la ultima semana, ¢ha presem_ad_o tos, fiebre, dolor de si No
cabeza, dolor de garganta, escurrimiento nasal?
Vacunacién
¢, Se ha vacunado vs COVID-19? Si No
¢ Qué vacuna se aplicé? (pfizer, astra, moderna, cansino,
sputnik)
Fecha primera dosis
Fecha segunda dosis
¢ Qué vacuna de refuerzo le aplicaron?

Perfil de Participante

Familiar de Paciente del HRAEI Area en la que se encuentra el paciente:
Trabajador Operativo del RAEI Area al que se encuentra adscrito:
Paciente del HRAEI Area al que se encuentra adscrito:

Médico (a)/ Residente
Enfermera (0)
Vendedor Ambulante

Otra: Especificar:




14.3 Férmula utilizada para el tamafio de la muestra

Férmula para calcular el tamafio de muestra en una poblacién finita

NZ2pq

= = 376
T IN-D+22pq

* n=Tamafio de muestra

* N= Tamafio poblacional en riesgo = 15,000 - 100,000

» Z= parametro estadistico que depende del nivel de confianza (NC)= 95%
*  p= Proporcion de interés = 0.30

* g=(1-p)=0.70

» e=error de estimacion maximo aceptado = 5%
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