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Resumen

La pandemia del sindrome respiratorio agudo severo causada por un coronavirus denominado
(SARS-CoV-2), desafid los sistemas nacionales de salud y la economia mundial. El eje central para
su control estd constituido en el seguimiento de las tasas de infeccion y la seroprevalencia. El
presente trabajo se da a costa de la actual situacidn sanitaria que enfrenta el pais y el mundo en
general. Si bien existen estimaciones de la gravedad de la enfermedad, sigue habiendo una gran
laguna de conocimiento. Es asi que el presente proyecto estd elaborado con la finalidad de
mejorar o incrementar el diagndstico seroldgico de la COVID 19, para lo cual se espera utilizar la
proteina S (fragmento RBD) (donada por la Division of Infectious Diseases and Vaccinology, School
of Public Health, University of California, Berkeley) como antigeno en una prueba de ELISA
indirecto.Para la estandarizacién del ensayo, se evalué la mejor dilucidn de suero, usando Buffer
PBS-Tween 20, diluciones a partir de 1/50, 1/100, 1/200 hasta 1/6400. Posteriormente se
evaluaron diluciones de conjugado (1/6000, 1/8000, 1/10000, 1/12000 en Buffer PBS-Tween 20 y
ademas, diferente concentracién del antigeno ( 0.625pug/mL, 1.25ug/mL, 2.5ug/mL) diluido en
PBS 1X, frente a sueros positivos y negativos, para determinar bajo que condicidn la razén entre
ellos es mayor se usé un modelo estadistico DCA para determinar la significancia , lo que resulté
en la distincion de las mejores condiciones; suero 1/100, conjugado 1/10000, antigeno 2.5ug/mL.
Se logré establecer un protocolo para un ELISA facil de realizar y robusto y para la deteccidn de

respuestas de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 dirigidos a la proteina RBD del virus.

Palabras Clave

RBD
SARS-COV-2

ELISA



16

Abstract

The SARS pandemic caused by a coronavirus (SARS-CoV-2) has challenged national health systems
and the world economy. The central axis for its control is constituted in the monitoring of infection
rates and seroprevalence. The present work is given at the expense of the current health situation
facing the country and the world in general. Although there are estimates of the severity of the
disease, there is still a large knowledge gap. Thus, the present project is designed to improve or
increase the serological diagnosis of COVID 19, for which the protein S (RBD fragment) (donated
by the Division of Infectious Diseases and Vaccinology, School of Public Health, University of
California, Berkeley) is expected to be used as an antigen in an indirect ELISA test. For assay
standardization, the best serum dilution was evaluated, using PBS-Tween 20 Buffer, dilutions from
1/50, 1/100, 1/200 to 1/6400. Subsequently, dilutions of conjugate were evaluated (1/6000,
1/8000, 1/10000, 1/12000 in Buffer PBS-Tween 20 and in addition, different concentration of the
antigen (0.625ug/mL, 1.25ug/mL, 2. 5ug/mL) diluted in PBS 1X, against positive and negative sera,
to determine under which condition the ratio between them is higher, a DCA statistical model
was used to determine the significance, which resulted in the distinction of the best conditions;
serum 1/100, conjugate 1/10000, antigen 2.5ug/mL. A protocol for an easy to perform and robust
ELISA and for the detection of anti-SARS-CoV-2 antibody responses directed to the RBD protein of

the virus was established.

Key Words

RBD
SARS-COV-2

ELISA
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Capitulo I: Introduccién

Formulacion del Problema

El actual coronavirus 2, relacionado con el sindrome respiratorio agudo severo y causante
de la actual pandemia de SARS-CoV-2, es una emergencia de salud publica de importancia
internacional. Es por ello, se hace indispensable contar con herramientas de diagndstico sensibles

y precisas (Krahling et al., 2021a).

El presente trabajo, viene dado a costa de la actual situacién sanitaria que enfrenta el pais
y el mundo en general por la pandemia del SARS-Cov-2. Si bien existen estimaciones de la
gravedad de la enfermedad, sigue habiendo una gran laguna de conocimiento, porque las
infecciones leves o asintomaticas son dificiles de estimar. Es asi que el presente trabajo esta
elaborado con la finalidad de mejorar o incrementar el diagndstico seroldgico de la COVID 19,

para lo cual se estandarizo un ELISA indirecto utilizando la proteina S (fragmento RBD).

Dado el rapido desarrollo de alternativas diagndsticas para detectar y diagnosticar la
infeccion por SARS-CoV-2 y sus variantes asociadas, hay muchas opciones disponibles para
diagnosticar la infeccion. Multiples compaiiias de diagndstico establecidas, ahora brindan
alternativas diferentes de diagndstico de la enfermedad, mientras que inicialmente, las pruebas

se realizaban solamente era las qPCR.

En el tiempo, se han continuado desarrollando plataformas de prueba adicionales,

incluidas aquellas pruebas de anticuerpos que se utilizan en ensayos de flujo lateral. Las pruebas
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de anticuerpos también pueden disefarse para detectar la presencia de anticuerpos
neutralizantes que pueden prevenir la entrada del virus a través de la unién directa a la proteina

S RBD (Ejazi et al., 2021)
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Justificacion del problema

La pandemia de COVID-19 es una crisis de salud mundial desafiante que afecta a los
sectores social y econdmico, por ello se han desarrollado varios enfoques de diagndstico para la
COVID-19. Una delas estrategias por las cuales se optd fue la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa en tiempo real (RT-qPCR) es el ensayo de base molecular que se utiliza
en todo el mundo para detectar el ARN del SARS-CoV-2 (Sule & Oluwayelu, 2020). Una de las
valiosas ventajas de la RT-gPCR es la facilidad con la que se puede cuantificar el ARN en general y
la carga viral en particular, si se establecen los pardmetros de ensayo adecuados y se incluyen los
controles apropiados. Sin embargo, la prueba es costosa, requiere equipos especificos de qPCR,
demanda mucha mano de obra, ademas, la recoleccidon tardia de muestras, los suministros
limitados y los requisitos estrictos para los entornos de laboratorio pueden retrasar un
diagndstico preciso(Fuchs Wightman et al., 2021). Estos problemas, combinados con el aumento
drastico de los casos de contagio podria derivar en casos no detectados, en pacientes que no
reciban tratamientos adecuados y aumentar el riesgo de propagacion de la infeccién entre una

poblacién mas grande.

Es por ello que estandarizar el ELISA es importante ya que las pruebas de anticuerpos se
usan con frecuencia en el diagnéstico de infecciones virales, especialmente como una opcion de
menor costo para detectar infecciones virales crénicas. Esto es debido a que el ELISA puede
detectar anticuerpos contra proteinas virales o también neutralizantes especificos contra el
dominio de unidn al receptor (RBD)de la proteina S. Las utilidades potenciales de las pruebas de

anticuerpos son numerosas. Pueden facilitar la deteccién de SARS-CoV-2 en pacientes después de
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dos semanas de haberse infectados o con cargas virales muy bajas por debajo del limite de

deteccion de los ensayos moleculares (Ejazi et al., 2021).

La prueba de anticuerpos especificos de SARS-CoV-2 es una buena opcién para el
diagndstico rapido, simple y altamente sensible de COVID-19. Es asi, que en el presente trabajo

permitird estandarizar un ELISA indirecto utilizando la proteina S (fragmento RBD) recombinante.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar de la cinética de los subtipos de anticuerpos anti SARS-CoV-2 en pacientes
del Ecuador, mediante una prueba de ELISA, utilizando la proteina Spike recombinante como

antigeno .

Objetivos Especificos

Realizar la recoleccidn de muestras sanguineas a personas debidamente informadas del
proyecto que participen de forma voluntaria.
Determinar la mayor razén entre sueros positivos y negativos

Determinar el punto de corte (cut off) para cada grupo de muestras a ser analizadas

21
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Capitulo Il: Marco teérico

SARS-CoV-2 Generalidades

Las enfermedades infecciosas emergentes estdn ocurriendo con una frecuencia cada vez
mayor en todo el mundo, lo que tiene un profundo impacto en la salud publica. En las ultimas dos
décadas surgieron dos coronavirus altamente patdgenos y transmisibles, que causan
enfermedades respiratorias graves: el sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 1 (SARS-
CoV-1, en 2002) y el sindrome respiratorio de Oriente Medio coronavirus (MERS-CoV, en 2012)
(Artese et al., 2020). Estos dos virus habian causado mas de 10.000 casos acumulados, con tasas
de mortalidad del 10 % para el SARS-CoV-1y del 34,4 % para el MERS-CoV, lo que representa la

primera amenaza mundial del siglo XXI.

Los coronavirus son agentes infecciosos recurrentes en animales y humanos. Enlos seres
humanos, producen desde resfriados comunes (HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 y Beta-
CoV1), hasta las enfermedades graves como SARS y MERS. Los coronavirus son virus de ARN
monocatenario no segmentado de sentido positivo de aproximadamente treinta mil nucledtidos
(Santos-Lopez et al., 2021a). Por medio de microscopia electrénica se observé que su forma es
redondeada con espiculas ubicadas en una estructura superficial parecida a una corona solar,

derivando de ahi su nombre (Santos-Lépez et al., 2021a)
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Virologia del SARS-CoV-2

Los coronavirus pueden infectar a una amplia gama de vertebrados, dentro de estos se
encuentran murciélagos, pdjaros, pangolines, serpientes, ratones y humanos. Debido a las
similitudes de secuencia con las cepas de coronavirus de murciélago y pangolin RaTG13,
actualmente el SARS-CoV-2 se infiere que es de origen zoondtico y ha adquirido secundariamente

la capacidad de propagacién de persona a persona (Asselah et al., 2021)

El virus se une a la célula hospedera mediante la unién de la proteina S con su receptor
ECAZ2, esta ultima proteina se encuentra en mayor cantidad en el tejido respiratorio alto, como el

epitelio nasal y oral, hasta el bajo, principalmente en los alveolos pulmonares .

Se ha definido que una proteina del hospedero, la serina proteasa transmembranal 2
(TMPRSS2), también tiene un papel en la entrada del virus a las células, ya que activa la proteina
S. permitiéndole al virus ingresa mediante endocitosis a la célula (Hoffmann et al., 2020). Después
de la interaccidn con el receptor, hay un cambio conformacional en la proteina S, lo que origina
la fusidn de las membranas viral y endosémica. Posterior a la liberacidn de la nucleocdpside en el
citoplasma, ocurre la traducciéon ribosomal del ARN gendmico viral originandose la poliproteina
ppla (Santos-Lopez et al., 2021b). Por un desplazamiento del marco de lectura (ribosomal
frameshift) al final del cddigo de la proteina ppla, el marco de lectura se alarga para generar la
poliproteina pplab. Estas poliproteinas son asimiladas por las proteasas virales PLpro y 3CLpro
para producir 16 proteinas no estructurales con funciones enzimaticas y que intervienen en la
sintesis del ARN viral y en el procesamiento proteolitico. Ciertas proteinas forman un complejo
gue se encarga de la sintetizar el genoma viral y los segmentos de ARN subgendmico que dan
inicio a las proteinas estructurales que se sintetizan en los ribosomas asociados al reticulo

endoplasmatico (Park, 2020).
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Posteriormente, los productos virales se unen en el compartimiento intermediario del
reticulo endoplasmadtico y del aparato de Golgi, donde los genes interrelacionan con Ia
nucleoproteina para formar la nucleocdpside y los otros elementos estructurales. Por ultimo, el
componente viral toma forma de vesicula en la membrana plasmatica, para que posteriormente
por exocitosis los nuevos viriones salgan de la célula (Santos-Lopez et al., 2021b). Los pasos de

este proceso se observan en la figura 1
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Figura 1.

Cuadro del ciclo replicativo del SARS-Cov-2
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Nota: El grafico representa ciclo replicativo de los coronavirus. Creado en parte con
BioRender.com, con informacién de (Fehr & Perlman, 2015a) y (Lim et al., 2016)
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Genoma del SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 pertenece a los B-coronavirus (B-CoV); esta familia comprende virus
de ARN monocatenario de sentido positivo, no segmentado y envuelto, con una estructura de
caperuza en 5’ y una cola poli-A en 3/, lo que permite desenvolverse como un ARNm para la
traduccion de las poliproteinas replicasa (Fehr & Perlman, 2015b). El genoma completo de los B-
CoV codifica varias proteinas no estructurales y cuatro estructurales, incluida la espiga (S), la
envoltura (E), la membrana (M) y la nucleocapside (N) (Cui et al., 2019; Ruan et al., 2003) . Entre
los virus de ARN conocidos, los coronavirus de ARN monocatenario y de sentido positivo, tienen
con un contenido de GC que oscila entre el 32 % y el 43 % (Masters, 2006; Woo et al., 2010). Las
secuencias gendmicas del SARS-CoV-2 presentan una longitud diversa de 29,8 kb a 29,9 kb con 12
marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican 27 proteinas (Chan et al., 2020; Wu et al., 2020).
La organizacion gendmica incluye 5'- secuencia lider- ORF1/ab- S- ORF3a- E- M- ORF6a- ORF7a-
ORF7b- ORF8- N- ORF10-3' de izquierda a derecha y carece del gen de la hemaglutinina-esterasa
gue se detecta en algunos B-CoV . Una serie de secuencias reguladoras de la transcripcion (TRS)
estd situada en la unién entre cada uno de estos ORF, asi como en el extremo 5 'del ARN genémico
aguas abajo de la secuencia lider de B-CoV. Alrededor de dos tercios del ARN del SARS-CoV-2
comprende la regién ORFla/b, que con 16 proteinas no estructurales (nsp1-16) se considera el
ORF mas grande. El tercio restante del genoma cerca del extremo 3’ contiene ORF que codifican

proteinas estructurales y accesorias (Cui et al., 2019).
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Figura 2.

Estructura del genoma del SARS-CoV-2
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Nota: El grafico es una representacién esquematica de la estructura y organizacion del genoma
del SARS-CoV-2 . Tomado de Rahimi et al., (2021)
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Proteina S

La glicoproteina espiga homotrimérica (proteina S), que sobresale de la superficie viral,
es el primer punto de anclaje del virus a la célula huésped. La proteina S del SARS-CoV-2 comparte
aproximadamente un 77 % de identidad de secuencia con la proteina S del SARS-CoV. (Wang et
al., 2020). La proteina S (figura 3) tiene dos subunidades principales, S1 y S2. La subunidad S1
distal juega un papel en el reconocimiento y la unién del receptor, mientras que la subunidad S2
anclada a la membrana media la fusiéon de las membranas viral y de la célula huésped. La
subunidad S2 existe en dos conformaciones estructuralmente distintas, prefusion y posfusién. La
subunidad S1 tiene dos dominios estructurales bien definidos, el dominio de unién al receptor

(RBD) y el dominio similar a la galectina N-terminal (S-NTD) (Arya et al., 2021).

Proteina de nucleocapside (N)

Es una proteina estructural importante que empaqueta el ARN viral en la
ribonucleocdpside helicoidal (RNP) e interactia con otras proteinas estructurales durante el
ensamblaje de los viriones, lo que lleva a la encapsidacién del genoma (Chang et al., 2013) . La
proteina N se produce en gran abundancia durante la infeccidn y es altamente inmunogénica, por

lo que es un objetivo potente para el desarrollo de vacunas (Padron-Regalado, 2020).

La proteina N del SARS-CoV-2 consta de dos dominios altamente conservados: el dominio
de unién al ARN N-terminal (N-NTD; 46-174) y el dominio de dimerizacién C-terminal (N-CTD;
247-364) (Kang et al., 2020; Ye et al., 2020) separados por una regién conectora intrinsecamente
desordenada y altamente fosforilada, rica en serina/arginina. Los extremos N- y C-terminales de

la proteina estan desordenados (Kang et al., 2020).
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Proteina E

La proteina E del SARS-CoV-2 es la proteina estructural transmembrana mds pequefia de
75 aminoacidos que comprende tres dominios: un ectodominio hidrofilico N-terminal, un dominio
transmembrana hidrofdbico (TMD) seguido de un endodominio C-terminal hidrofilico largo. La
estructura de RMN reciente de TMD de la proteina E del SARS-CoV-2 mostré un haz de hélice
pentamérica que rodea un poro central hidrofilico catidnico estrecho, similar a las viroporinas

(Mandala et al., 2020).

Los ultimos cuatro aminoacidos (DLLV) de la proteina E estan implicados en su interacciéon
con proteinas asociadas a la union del huésped (PALS1 y sintenina) que pueden facilitar la
diseminacion viral. Este evento junto con la actividad de viroporinas de la proteina E se proponen
para inducir la tormenta de citoquinas. Los CoV recombinantes que carecen de proteina E
muestran titulos virales reducidos, maduracién viral alterada y propagacion viral incompetente y,

por lo tanto, se ha sugerido como un buen candidato a vacuna (Sarkar & Saha, 2020).
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Figura 3.

Representacion esquemdtica de la estructura de la proteina S.
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Nota: El grafico representa el dominio N-terminal (NTD), dominio de unidn al receptor (RBD),
motivo de unidn al receptor (RBM), el mondmero de la proteina S en la conformacidn abierta (PDB

ID: 6VYB) con dominios marcados . Tomado de Structural insights into SARS-CoV-2 proteins, por
Arya et al., (2021)
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Epidemiologia

Transmision del SARS-CoV-2

Esta es una proteina considerada altamente antigénica, ademas de iniciar una buena
respuesta de células T tras ser bien expresada en células presentadoras de antigenos(Rump et al.,
2021). Por otra parte reportes indican que en otros tipos de coronavirus como el coronavirus de
Turquia, el coronavirus murino y el coronavirus porcino, este es un antigeno bastante
potente(Timani et al., 2004). Otros analisis como los de la Figura 5, muestran gran antigenicidad
ante anticuerpos IgG, IgA e IgM, permitiendo confirmar que este es un buen candidato para el
diagnéstico de la enfermedad en los pacientes(Zeng et al., 2020), ademas que la proteina N se
mantiene en total expresidon durante la infeccion(Timani et al., 2004), generando que los
anticuerpos contra dicha proteina tengan una duracién de hasta 52 semanas tras no presentar

sintomas de la enfermedad(Rump et al., 2021).

Patogénesis del SARS-CoV-2 Signos Clinicos

Los CoV del resfriado comun tienden a causar sintomas leves originando procesos
inflamatorios en la cavidad nasal, oral, faringe y laringe y afectacidon gastrointestinal ocasional.
Por el contrario, la infeccion por CoV altamente patdgenos, incluido el SARS-CoV-2, causa
sintomas similares a los de la gripe que pueden progresar a dificultad respiratoria aguda (SDRA),
neumonia, insuficiencia renal y muerte. Los sintomas mas comunes son fiebre, tos y disnea

(Harrison et al., 2020b).

La COVID-19 se presenta inicialmente con sintomas parecidos a los de la 'gripe' y luego
puede progresar a una inflamacién sistémica potencialmente mortal y disfuncion multiorganica.

El periodo de incubacion en COVID-19 es de aproximadamente 5 a 6 dias. A medida que avanza
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la pandemia, se ha vuelto cada vez mas claro que la COVID-19 engloba no solo enfermedades
respiratorias/gastrointestinales, sino que también puede tener derivaciones a largo plazo, como

la inflamacion del miocardio (Puntmann et al., 2020).

Hoy dia ha avanzado nuestro conocimiento sobre la COVID-19, sabemos que no se limita
a la poblacion anciana como se informé inicialmente, dado que los nifios y los adultos jévenes

también estan en riesgo de sufrir la faceta mas grave de la enfermedad (Chao et al., 2020).

Respuesta inmune a la infeccion por SARS-Cov-2

La infeccidn por SARS-CoV-2 inicia en las células epiteliales en las vias respiratorias, células
epiteliales alveolares, células endoteliales y macréfagos alveolares, ya que todos estos tipos
celulares presentan en comun el receptor ACE2, principal mecanismo de infeccion (Tay et al.,
2020). El virus se replicara en estas células, las cuales se estresaran o seran destruidas, lo que
permite, por un lado, la amplificacién del ciclo viral y su transmisidn a otras células adyacentes y,
por otro lado, la generacion de distintas sefiales de alarma. Estos signos, son detectados por
mecanismos defensivos humorales tales como son las células dendriticas, macrdfagos,

mastocitos, natural killer (NK), entre otros (Sanz et al., 2021).

En el periodo inicial de la infeccién por SARS-CoV-2 se da la presencia de linfocitos T de
memoria y anticuerpos inducidos producidos por células B plasmaticas, mismos que resultan
indispensables para una eliminacion rapido del virus. La presencia del virus o de células contiguas
infectadas activan in situ a los macréfagos alveolares, lo que produce la liberacién de citocinas
proinflamatorias como la IL-6, IL-8, IL-B, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Merad & Martin,
2020). Otros mecanismos inmunoldgicos como la activacién de los mastocitos son encargados de
liberar histaminas, el complemento que produce anafilotoxinas C3ay C5a o anticuerpos naturales

o inducidos, de forma simultdnea en la activacion de los endotelios. Esto se deriva en un
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reclutamiento de células inmigrantes y la amplificacion de la inflamacidn inicial (Lozada-Requena
& Ponce, 2020). Las primeras células que se filtran son los monocitos y los neutrdfilos, siendo los
monocitos rdpidamente diferenciados a macrdfagos, que reemplazardn a los macréfagos
alveolares y a células dendriticas, estableciendo en el tejido respiratorio nuevas células inmunes.
Las células presentadoras de antigeno, como las células dendriticas, recogeran particulas del
virus, maduraran y migraran a los dérganos linfoides secundarios (OLS) mas cercanos, donde
podran activar a linfocitos T colaboradores (Th) y citotdxicos (Tc) especificos del virus, que
proliferaran y seran reclutados entre 6 y 10 dias después al epitelio alveolar inflamado, donde se
encargaran de dirigir una respuesta defensiva mucho mas contundente, liberando grandes
cantidades de citocinas y por ello produciendo la muerte de las células infectadas. Juntamente,
las células T cooperadoras foliculares (Tfh) colaboran con las células B en los OLS, previamente
activadas por el virus, produciendo un cambio de isotipo e hipermutacién somatica y elaborando
anticuerpos mas especificos frente al virus (Tay et al., 2020). En la figura 4 se describe de manera

mas grafica la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2.
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Figura 4.

Representacion esquemdtica de la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2.
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Nota: El grafico representa la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2. Modificado de (Merad &
Martin, 2020)
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Técnicas de Diagndstico

Segun el informe de la OMS, (2020) el diagndstico de laboratorio de infeccion por SARS-
CoV-2 resulta de gran ayuda para la atencidn clinica y el control de contagios. La finalidad de las
pruebas diagndsticas permite la deteccion del virus (deteccion de ARN viral o de antigenos virales)
o la detecciéon de la respuesta inmunoldgica humana a la infeccidn (anticuerpos u otros

biomarcadores) (Tabla 1).

Tabla 1.

Pruebas de deteccion del SARS-CoV-2

RT-PCR RT-PCR RT-PCR en Test Test de
dad i exudado antigénicos determinacion
(exuda ,o (saliva) nasofaringeo rapidos de de anticuerpos
nasofaringeo

(Multiplex) ultima

/Jorofaringeo) generacion

(exudado
nasofaringeo)
85-90% Muy Similar al e Sintomaticos: Dependiente
d variable  gold >95% del tiempo
(Go (5-91%)  standard ) ... desdeiniciode
standard) e sintomaticos: sintomas
(escasa
evidencia) ¢ 1-5d: <50%
Sensibilidad * 6-10 d: 50-
75%
* 10-20 d: >75%
¢ >20d: >90%
Especificidad 99,5% Similar Similar al
al gold gold
(Gold standard standard 95-33% 90-99%
Standard)
Hisopo Si No Si Si No
Toma de Si* / No**

muestra por
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personal Si No Si Si * Venopuncién
especializado
P ** Sangre
capilar
Tiempo de 1-6h 2-6h 2-6h 15 min 15 min-3 h
respuesta
Comentarios La RT-PCRy otras pruebas NAAT Las pruebas de e Principal
(pruebas de amplificacion de acido antigenos son utilidad:
nucleico) pueden producir resultados inmunoensayos )
estudio de

positivos durante semanas o meses
después de la infeccidn inicial y pueden
detectar niveles de acido nucleico viral
incluso cuando no se puede cultivar el
virus, lo que sugiere que la presencia de
acido nucleico viral no siempre indica
contagiosidad(Testing | CDC, 2021)

que detectan la
presencia de un
antigeno viral
especifico, lo
que implica una
infeccidn viral
actual.

e Sensibilidad
en
sintomaticos:
>93%: Bajo
condiciones
Optimas de uso;
ensayo
realizado
durante los
primeros 5-7
dias tras el
iniciode la
clinica.

e Sensibilidad
en
asintomaticos:
Existe poca
experiencia
aun. Los
resultados
aportados por
el CNM
alcanzan hasta
el 90%

seroprevalencia

e Criterio
diagndstico de
infeccion
pasada. e
Aporta
informacién
sobre la
cronologia de
infecciones
asintomaticas
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ELISA indirecto contra proteina RBD

ELISA son ensayos simples, rapidos y seguros que analizan muestras de suero o plasma
de pacientes infectados. El diagndstico por ELISA se basa en la deteccion de anticuerpos IgM e IgG
contra la proteina RBD del SARS-CoV-2 durante las etapas iniciales de la enfermedad por COVID-
19 (Singh et al., 2020). Esta es una técnica en la cual se da una deteccion indirecta, es decir que
no se detecta el virus, sino que ponemos de manifiesto la respuesta inmune frente a el (Beavis et

al., 2020).

Los anticuerpos neutralizantes del coronavirus se dirigen a la proteina S (Spike) que a su
vez interviene en la entrada del virus en la célula huésped. El trabajo de Oliveira et al.,( 2020)
describe el desarrollo de ensayos seroldgicos para la deteccidn de anticuerpos neutralizantes, asi
como anticuerpos contra las proteinas Ny S, las subunidades S1y el dominio de unidn al receptor
(RBD) de la proteina S del SARS-CoV-2. Se expone que los anticuerpos reaccionaron con las
proteinas S, S1y RBD del SARS-CoV-2, ademas seiiala a S1 como el antigeno mas especifico para
el diagndstico de COVID-19. Al evaluar los otros dominios de la proteina S, observaron que la
subunidad S2 es la mas conservada, desempefiando un papel en la reactividad cruzada con la

proteina S del MERS-CoV.

Aunque el ELISA para la deteccién de proteina S es mds especifico, en pacientes con
infeccidn leve, las proteinas N y RBD fueron mas sensibles que S1, lo que indica la necesidad de

detectar anticuerpos contra diferentes antigenos para evitar falsos negativos



38

Hipétesis

H1: La estandarizacion del ELISA indirecto permite la deteccidon de anticuerpos contra la

proteina RBD del SARS-Cov-2.

Ho: La estandarizacidn del ELISA indirecto no permite la deteccién de anticuerpos contra

la proteina RBD del SARS-Cov-2
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Capitulo lll: Materiales y métodos

Obtencion de las muestras

Las muestras de sueros control (negativo) pre-pandemia (n=18), fueron donados por
Zurita y Zurita Laboratorios sucursal de Cumbaya, Quito. Que habian sido confirmados por clinica
y laboratorio y que no recibieron tratamiento. Para proteger la identidad de los pacientes se
entregd las muestras bajo codificacidn, por lo cual no se conoce el nombre ni la edad del paciente,
la procedencia, la fecha exacta de la toma de la muestra, ni el tiempo en que esta habia estado

guardada.

Se recolectaron muestras problemas (vacunados y no vacunados) en la Ciudad de Santo
Domingo de Los Tsachilas, (n=25), procurando que los individuos vacunados tengan mas de dos
semanas de inmunizados contra la COVID-19. Igual que en el caso anterior las muestras se las

codificé y se omitid toda informacion personal del paciente.
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Reactivos especificos

Antigeno RBD: El antigeno (Ag) es una proteina recombinante RBD-SARS-CoV-2 (rRBD),
donado por Division of Infectious Diseases and Vaccinology, School of Public Health, University

of California, Berkeley.

Reactivos requeridos

Albumina Bovina Sérica (BSA)

Leche de SOYA descremada en polvo 5%

Conjugado: Anticuerpo secundario de cabra Anti IgG humana-conjugada con Peroxidasa de
rabano picante (HRP)

Sustrato: Comprimidos de diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD)

Detergente Monolaurato de polioxietileno-20-sorbitan (Tween 20)

Peréxido de hidrogeno al 30%
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Estandarizacion de la técnica de ELISA indirecto para determinar anticuerpos

Fijacion de antigeno (RBD): se utilizaron placas de poliestireno (Thermo Scientific
MaxiSorp, Immulon 4 HBX) de 96 pocillos de fondo plano. El antigeno de RBD se prepard en
diferentes concentraciones, diluido en PBS (Buffer fosfato salino) (tabla2). De las soluciones
diluidas se colocaron 50 pL por pozo y se dejaron en incubacion a temperatura ambiente durante

toda la noche, para que los antigenos se fijen adecuadamente a los pocillos.

Lavados de placa: se realizan con el buffer de lavado el cual consistia en una solucién de
600mL PBS con 0.6mL Tween 20 (PBS-T). Los lavados se realizaron con 270uL de PBS-T después
de cada fase, usando una micropipeta multicanal; después de la fijacién del antigeno, la placa se
lavd 5 veces después del bloqueo, 5 veces después de afiadir los sueros y 7 veces después de
afadir el conjugado. Esta solucion ademds de usarse para el lavado de microplacas ELISA, se utiliza

como solucién base para la solucidn de bloqueo, dilucién de los sueros y dilucién del conjugado.

Fase de Bloqueo: como diluciones de bloqueo se evaluaron dos, PBS-T/BSA (Solucion de
Blogueo con Albumina Sérica) 4% p/vy PBS-T/L (Solucién de Blogueo con Leche de Soya) 5% p/v.

Afadido la solucién de bloqueo se deja incubar a 37°C por 30 minutos.

Unidn Ag-Ac: se evaluaron distintas diluciones de los sueros (Tabla2) desde 1/50, 1/100,
1/200, 1/400, ..., 1/6400 diluidos en Buffer dilucién (PBS-T/L). Se afiadieron 100 pL de cada una
de las muestras diluidas en el buffer y se distribuyeron en la microplaca ELISA. Se incubé por a

37°C por 1 hora.

Adicién del conjugado: se prepararon 4 diluciones de conjugado diferentes a evaluar
(tabla2). Para cada pocillo de la microplaca se adicionaron 100 uL del conjugado diluido en PBS-

T/L. Se incubé a 37°C por 30 minutos.



42

Adicién de Sustrato: Es un comprimido de diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD) de 5
mg, que se diluyd en un frasco ambar, con 10 mL de agua, previo al uso se afiadié 5uL H202 30%
(peroxido de hidrogeno) y homogenizé. A continuacién, se incubd 10 minutos en oscuridad a

temperatura ambiente.

Parado de la reaccion: se realizé afladiendo 100 pL / pocillo de acido clorhidrico 3N.

Lectura de las densidades dpticas: se realizaron lecturas a 450 nm de longitud de onda,

en un lector de ELISA (Multiscan PLUS, Thermo ELECTRON CORPORATION).

Para los tiempos de cada etapa se siguidé el protocolo establecido por el Instituto de

Investigacion en Zoonosis — CIZ.
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Tabla resumen de los diferentes protocolos usados en la estandarizacion del ELISA para detectar

anticuerpos anti SARS-CoV-2.

Dilucié  Dilucién  Dilucién  Dilucion Tiempoy Tiempoy Tiempoy
o nde | del del temperatur temperatur temperatur
S sueros Blogueo conjugad  antigen ade ade ade
g o o] incubacién incubacion incubacion
a con el suero con el con el
conjugado sustrato
1/50
1/100
1 1/200  -SOYA
1/400 30 1/8000 2,5 1 horaa 30 minutos 10 minutos
minuto ug/mL 37°C a37°C
1/800 ¢4 37°c
1/1600
1/3200
1/6400
-BSA 1/6000 2,5 1horaa 30 minutos 10 minutos
L 37°C a37°C
1/100 30 1/8000 M&/M
minuto
2 1/200 s237°C 1/10000
1/12000
- SOYA
-BSA 1/10000 2,5 1horaa 30 minutos 10 minutos
L 37°C a37°C
3 1/100 30 ug/m
minuto
sa37°C
0,625
L
-SOYA ug/m 1horaa 30 minutos 10 minutos
1,25 37°C a37°C
4 1/100 30 1/10000
inut pg/mL
1/200 minuto
sa37°C 2,5

pg/mL
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Determinacion del punto de corte del ELISA

Para la determinaciéon del punto de corte del ELISA estandarizado, se utilizaron las
diluciones de los sueros, conjugado y del antigeno previamente estandarizado, de la siguiente

manera: 1/100, 1/10000 y 2,5 ug/mL respectivamente.

En estas condiciones, se procesaron 20 muestras negativas (prepandemia) por duplicado.
Los valores de DO de estas muestras, fueron promediados y se determiné la desviacion estandar
(DS), al valor promedio se le sumo el valor de 3 veces la desviacion estandar y de esta manera se

encontro el cut-off del test.

Evaluacién de la cinética de anticuerpos, en pacientes que sufrieron COVID-19 después de la

segunda vacunacién en comparacién con sus propios sueros prevacunados, con una y dos dosis

Para este analisis se trabajé con casos fortuitos de pacientes, de los cuales ya se habian
obtenido muestras sin vacuna y con vacuna. Sin embargo, se dio el suceso de que pacientes
vacunados adquirieron la infeccidn por SARS-CoV-2, que fue confirmada por una prueba de

antigeno de hisopado.

Se tomd la muestra de 3 pacientes, en donde del Paciente 1 (P1) inmunizado con
BNT162B2 (Pfizer-BioNTech), se tenia muestras prevacunacion, con primera dosis, con segunda
dosis. Luego de la segunda dosis, este paciente se contagié con el SARS-CoV-2 y se tomd una

muestra 30 dias después de su recuperacion.

Para los pacientes 2 y 3 (P1-P2) que habian sido inmunizados con CoronaVac (Sinovac) y
con BNT162B2 (Pfizer-BioNTech) respectivamente, se tenian muestras prevacunados, con

primera dosis y con segunda dosis, pero adquirida la infecciéon por SARS-CoV-2.
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Disefio experimental

En este trabajo se usé un modelo de DCA (Disefio experimental completamente
aleatorizado ) para verificar si existe diferencia significativa entre la razén de sueros positivo y
negativos aplicando cada uno de los protocolos planteados: Se evalué la diferencia de las DO, de
muestras positivas entre negativas, aplicando el DCA, para constatar o no, si existe diferencia
significativa al usar parametros de: diluciones de los sueros, las concentraciones de conjugado y
antigeno, asi también el tipo solucién de bloqueo (BSA o Soya). Se utilizaron los programas

Infostat versidn 20201 y SPSS Statistics version 27.0.1.

El nivel de significancia a usarse fue de 0.05.

Analisis funcional

Para las variables, cuyos analisis de varianza resultaron significativos, se aplicé la prueba

de significancia de Tukey al 5 %.
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Capitulo IV: Resultados

Diferencias entre las diluciones de suero usando el protocolo 1

Realizadas las diluciones seriadas de los sueros humanos de 1/50, 1/100, 1/200, 1/400,
1/800, 1/1600,1/3200 y 1/6400 en el buffer de dilucion(PBS-T/L), acogiéndose al protocolo
nuimero uno (tabla2), los resultados del ANOVA (tabla 3) nos muestran que existe diferencia
significativa en la DO resultante de las diferentes diluciones de los sueros (la diferencia de la
densidad optica de las muestras se encontré restando las DO de sueros positivos contra sueros

negativos). Figura 5

Tabla 3.

Andlisis de Varianza para diluciones de suero

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
MODELO 0,12 7 0,02 34,64 <0,0001
DILUCION SUEROS 0,12 7 0,02 34,64 <0,0001
ERROR 4,1E-03 8 5,1E-04

TOTAL 0,13 15

Para verificar que dilucién de suero presenta la mayor diferencia entre positivo y negativo
se realizéd una prueba de Tuckey con un nivel de significancia del 5% (tabla4). En donde se
formaron 5 grupos independientes , siendo el grupo E que pertenece a la dilucién 1/100 la que
presentaba mayor diferencia entre sueros positivos y negativos con una media de 0,272. Mientras
que la dilucién 1/50 arroja una media de 0,235, cercana a la dilucién 1/100 pero, con la diferencia

estadistica respectiva.
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Resultados de la prueba de significancia - Andlisis Tukey (P>0,05) de diluciones de sueros

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,08967

Error: 0,0005 gl: 8

DILUCION SUEROS MEDIAS E.E

1/6400 0,010 0,016 A

1/3200 0,059 0,016 A B

1/1600 0,079 0,016 A B C

1/800 0,105 0,016 B C

1/400 0,150 0,016 C D
1/200 0,225 0,016 D E
1/50 0,235 0,016 D E
1/100 0,272 0,016 E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura 5.

Diferencia entre diluciones de sueros humanos positivos y negativos

0,29

0,19

0,09

DIFERENCIA DO
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1/50  1/100  1/200 1/409 1/800 1/1600 1/3200 1/6400
DILUCION SUEROS

Nota. En el grafico se muestra, que la dilucién 1/100 es la que mayormente se diferencia del resto
de diluciones sueros positivos contra negativos

-0,01

Diluciones del Conjugado anticuerpo secundario de cabra Anti IgG humana-conjugada con HRP

Respecto al protocolo 2, en el que se probaron cuatro diluciones de conjugado (1/6000,
1/8000, 1/10000, 1/12000), después del analisis de varianza (tabla 5) de la diferencia entre sueros
positivos y negativos, se encontrd que existe diferencia entre las diluciones del conjugado .

Tabla 5.

ANOVA de diluciones de Conjugado

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
MODELO 0,08 3 0,03 0,94 0,5013
DILUCION CONJUGADO 0,08 3 0,03 0,94 0,5013
ERROR 0,12 4 0,03

TOTAL 0,20 7
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Para comprobar la diferencia existente entre las diluciones de Conjugado se realizd una

prueba de significancia de Tukey (tabla 6).

Tabla 6.

Resultados prueba de significancia - Andlisis Tukey (P>0,05) de diluciones del Conjugado

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,69874
Error: 0,0295 gl: 4

DILUCION CONJUGADO MEDIAS n E.E GRUPOS HOMOGENEOS
1/6000 0,53 2 012 A
1/12000 0,61 2 012 A
1/8000 0,64 2 012 A
1/10000 0,81 2 012 A

Se encontrd un grupo homogéneo A, lo que denota que no hay diferencia entre las

diluciones del conjugado, sin embargo, el grupo que visualmente (Figura 6) se ve mas alejado en

comparacién del resto es la dilucion 1/10000.
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Figura 6.

Grdfico de diluciones Conjugado
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DILUCION CONJUGADO
Nota. Se muestra como las diluciones de conjugado muestran diferencias en las DO entre sueros
positivos y negativos.

DIFERENCIA DO

Soluciones de Boqueo ( BSA o Soya)

En lo que se refiere a la Soluciéon de Bloqueo se probaron dos tipos con 20 sueros
negativos prepandemia; BSA 4% p/v y Leche de Soya en polvo descremada 5% p/v, se encontré
con ayuda del ANOVA (tabla7) que existe una diferencia entre las diferentes diluciones de
bloqueo, sin embargo, esta diferencia al realizar las pruebas de significancia se aprecié que no es

estadisticamente significativa (tabla8) .

Tabla 7.

ANOVA de Soluciones de Bloqueo

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razéon-F  Valor-P
MODELO 0,01 1 0,01 0,99 0,3248
SOLUCIONES BLOQUEO 0,01 1 0,01 0,99 0,3248

ERROR 0,19 38 0,01
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TOTAL 0,20 39

Tabla 8.

Resultados prueba de significancia - Andlisis Tukey (P>0,05) de diluciones de Bloqueo

Test: Tukey Alfa=0,0051 DMS=0,04556
Error: 0,051 gl: 38

DILUCION BLOQUEO MEDIAS n E.E GRUPOS HOMOGENEOS

BSA 0,22 20 0,02 A
SOYA 0,24 20 0,02 A

Se observa, que las densidades o6pticas para cada caso BSA y Soya no varian
significativamente por lo que se formd un solo grupo homogéneo A, lo que denota que no hay
efecto relevante en la densidad dptica por el uso de estas dos diluciones. Mas claramente se lo

observa en la figura 7 en el diagrama de Cajas y Bigotes

Figura 7.

Grdfico de diluciones de Bloqueo
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Nota: Grafico realizado usando software Infostat version 20201

0,097
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Diluciones de Antigeno (RBD)

Para esta variable se realizd un recubrimiento de la placa con tres concentraciones
diferentes del antigeno (RBD); 0.625 pg/mL, 1.25ug/mLy 2.5ug/mL. Y usando sueros humanos de
gente vacunada y no vacunada, este ELISA se realizé siguiendo los parametros del protocolo 4,

descritos en la tabla 2.

Los resultados del ANOVA mostraron que existia una diferencia altamente significativa

entre los tres tipos de concentracion de antigeno (tabla 9).

Tabla 9.

ANOVA de Concentracion de Antigeno

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-  Valor-
Cuadrados Medio F P

MODELO 0,08 2 0,04 51,73 0,0002

CONCENTRACION DE 0,08 2 0,04 51,73 0,0002

ANTIGENO

ERROR 4,8E-03 6 8,1E-04

TOTAL 0,09 8

Al verificar que al menos una concentracidn de antigeno es mejor que el resto se procedio
a realizar una prueba de significancia de Tukey (p>0,05) y contrastar cudl de las concentraciones

causa mayor diferencia de sueros positivos y negativos (tabla 10).
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Tabla 10.

Resultados prueba de significancia - Andlisis Tukey (P>0,05) de diluciones de Antigeno

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0, 07114
Error: 0,0008 gl 6
DILUCION ANTIGENO MEDIAS n E.E GRUPOS HOMOGENEOS

0,625ug/mL 0,20 3 002 A
1,25ug/mL 0,35 3 002 B Se constaté que
2,5ug/mL 0,43 3 002 C

existe diferencia

significativa entre las concentraciones de antigeno y el andlisis de Tukey permitié saber que la
concentracién que permitié mayor diferencia entre sueros positivos de los negativos fue la de

2,5ug/mL. Se lo evidencia de manera mas gréfica en la figura 8.

Figura 8.

Grdfico de diferencia de Densidad Optica a diferentes concentraciones de antigeno
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Determinacion de la Linea de corte del ELISA estandarizado

Para la el calculo del cut-off se procedié a usar el protocolo 4 (tabla 2). Se midio la
absorbancia a 450nm de 20 sueros NEGATIVOS prepandemia (figura 9), para a continuacién sacar

la respectiva media y desviacion estandar.

Cut of f = Media + 2DS + 0 3DS + 0 4DS

Cut off =0,13 + (0,09 * 3)

Cutoff =04

Figura 9.

Determinacion del Cut off

Nota. El rectangulo rojo que se muestra en el gréfico, son sueros positivos, se usaron para
establecer diferencias mas visuales en el ELISA. El resto de pocillos son muestras pre pandemia,
con sus respectivas réplicas
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Resultados de D.O de muestras positivas y negativas siguiendo los parametros del protocolo

numero 4

Para este ensayo se probaron un total de 33 muestras, de los cuales 12 de estos sueros
pertenecian a 6 pacientes, a los cuales se les tomo una muestra sin vacuna, y con vacuna después

de 2 semanas de inmunizados. El resto de sueros (n=21) eran pacientes sin vacuna.

Figura 10.

Grdfico de la DO de muestras positivas y negativas.
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Nota. Linea roja es el cut off que permite la discriminacidn entre sueros positivos y negativos

En la figura 10 se observa que bajo las condiciones establecidas del protocolo N°4, la
dilucién de sueros 1/100, conjugado 1/10000, con Bloqueo de leche de Soya 30 minutos,
concentracion de antigeno 2.64pug/ml y los tiempos de 1 hora de incubacién de suero, 30 minutos
de conjugado, 10 minutos de sustrato. Se logré obtener una buena discriminacién entre los

valores de DO entre sueros positivos y negativos.
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Se encontré que de los 12 sueros de los pacientes de los cuales se extrajo la muestra antes
y después de la vacunacién, se pudo diferenciar en funcién de las DO, los que presentaban
anticuerpos contra la COVID-19 pudiendo discriminar los sueros de las 6 personas vacunadas
contra los sueros de las mismas personas, pero sin vacuna. Y, en lo que respecta al resto de sueros,

las 21 muestras presentaron DO inferiores al cut off, manteniéndose como negativos.

Para confirmar la fiabilidad y la repetibilidad, se utilizé un control positivo, un control

negativo y un blanco en cada placa.

Evaluacién de la cinética de anticuerpos, en pacientes con varias dosis de vacunas, diferentes
tipos de vacunas y vacunados que se contagiaron del SARS-CoV-2

Para este ensayo se usaron sueros de tres pacientes en diferentes estadios de
tiempo/condiciones. El paciente 1 (P1), se tomaron muestras prevacunacion, luego de la primera
dosis con BNT162B2 de Pfizer-BioNTech y de la segunda. Luego de la segunda dosis, este paciente

se contagid con el SARS-CoV-2 y se tomd una muestra 30 dias después de su recuperacion.

Para el primer paciente los resultados de las DO mostraron (figura 11), que sus niveles
de anticuerpos fueron en aumento desde la primera dosis de la vacuna , hasta la segunda dosis,
y los niveles se mantuvieron después de la infeccién con SARS-CoV-2. , siendo en este paciente
homogéneo los niveles de anticuerpo, después de la primera y segunda dosis, incluso aun después

de haberse contagiado.
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Cinética de anticuerpos Paciente 1
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Como se puede observar en la grafica, los mayores titulos de anticuerpo son obtenidos

por el paciente P1, luego de la primera dosis, observandose que pasa el punto de corte en la

dilucién 1/3200. Curiosamente, luego de las dos dosis y la enfermedad, el suero de este paciente,

cruza el punto de corte a los 1/1600, al igual que después de la segunda dosis. En cuanto al suero

pre-vacunacion, esta cruza el punto de corte en la dilucion 1/100, sefialando efectivamente su

negatividad

Para el Paciente 2, se tomaron muestras con la primera dosis de vacuna, con la segunda

dosis y una muestra mas 12 dias después de que el paciente adquirié el virus del SARS-CoV-2. El

paciente fue sido inmunizado con la vacuna CoronaVac de Sinovac.
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Los resultados del segundo paciente (figural2) arrojaron que hubo un aumento

considerable de los anticuerpos en el suero con segunda dosis mas infeccién por SARS-CoV-2, en

comparacion con el suero del mismo paciente con Unicamente la segunda dosis sin la infeccidn,

esto en funcidon de las DO registradas.

Figura 12.

Cinética de anticuerpos Paciente 2
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En el caso del Paciente 3, se tomaron muestras con la primera dosis de vacuna, con

segunda dosis; el paciente se contagio con el SARS-CoV-2 y se tomd nuevamente una muestra

12 dias después de su recuperacion. El paciente fue sido inmunizado con la vacuna BNT162B2 de

Pfizer-BioNTech.
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Para el Paciente 3,los resultados de las DO nos muestran que se repite la tendencia del

Paciente 2, en donde las mayores DO obtenidas fueron en el caso del suero con segunda dosis

mas infeccion por SARS-CoV-2.

Figura 13.

Cinética de anticuerpos Paciente 3
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Capitulo V: Discusion

Los datos obtenidos en este ensayo, demostraron que la mejor dilucién de sueros, donde
se encuentra la mayor diferencia positivo/negativo, se da en la diluciéon 1/100 resultado que
coincide con valores obtenidos en un protocolo establecido en el Centro Internacional de
Zoonosis (CIZ). Ademas (Krahling etal., 2021b), reportan en el procedimiento de su estudio el uso
de una dilucién 1/101 para los sueros de pacientes con COVID-19. Con lo cual podemos decir que
nuestro escrutinio de la mejor dilucién de los sueros es la dptima para la estandarizacion de este

ELISA.

En lo que respecta a la solucién de Bloqueo este es un paso necesario para llevarse a cabo
el ELISA. Este Buffer de Bloqueo rellena los espacios que no han sido ocupados por las proteinas
o los anticuerpos inmovilizados en la placa en este caso el antigeno RBD, esto con la funcién de
prevenir uniones inespecificas de los anticuerpos y asi evitar falsos positivos o a su vez problemas
de ruido de fondo (Abyntek, 2016). En el presente estudio se analizaron dos soluciones de
Bloqueo, Leche de Soya 5%p/v y BSA 4%pv. Se obtuvo (tabla 3) que no hay diferencia significativa
en las densidades dpticas al usar cualquiera de estas soluciones bloqueantes. Optando por la leche
de Soya para la estandarizacién, debido que trae varios beneficios usarla, tal como lo describe

(Abyntek, 2016) dentro de los que se encuentran su bajo coste y su facil adquisicion.

Sin embargo, tiene también sus desventajas y es que contiene proteinas fosforiladas, por
lo que su uso junto con anticuerpos fosfoespecificos podria incrementar el ruido de fondo.
Ademas, tampoco se debe utilizar con sistemas de deteccién de avidina-biotina, ya que también
en su composicidn se encuentra la biotina enddgena. No obstante, para este estudio no aplican

estas situaciones.
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En lo que respecta el BSA, junto con la leche de Soya y la gelatina, son los agentes de
bloqueo de uso mas frecuente y este no interfiere con anticuerpos fosfoespecificos, aunque
puede contener IgG o proteinas séricas que pueden originar ruido de fondo inespecifico, ademas
esta el hecho de que tiene un coste mas elevado en comparacién con la leche de Soya (Xu et al.,

2018).

Para encontrar la mejor dilucidon de conjugado se probaron cuatro diluciones, de las cuales
resultd ser 1/10000, la que mejor discriminaba entre los sueros positivos y los negativos. Puesto
que con las concentraciones de 1/6000, 1/8000 y 1/12000 las DO obtenidas resultaban menores
a las deseadas en los sueros positivos y muy elevadas en los sueros negativos, produciendo una
baja discriminacion entre los sueros, por tanto, estas condiciones de trabajo no eran las

adecuadas para conducir una prueba de ELISA.

Y segun bibliografia consultada se puede llegar a observar que las diluciones del
conjugado son muy variables en los estudios como es el ejemplo del trabajo de Klumpp-Thomas
etal., (2021) el cual usa el mismo anticuerpo anti-lgG humana de cabra conjugada con HRP, a una
dilucién de 1/4000, con lo que se concluye diciendo que esta variable se debe probar o

estandarizar en cada laboratorio.

En relacidn al antigeno, se encontrd que la mejor concentracion en donde la absorbancia
de los sueros positivos no fue muy baja y la de los sueros negativos no fue muy elevada fue de
2,5ug/mL. Resultado que se asemeja con el trabajo de (Klumpp-Thomas et al., 2021) el cual usé
una concentracion de 2ug/mL del antigeno RBD para sensibilizar las placas. De igual manera para
evaluar los anticuerpos que se unen a la RBD del SARS-Cov-2 (Robbiani et al., (2020) usan una
concentracién de 1ug/mL. En este estudio también se informé que el valor de absorbancia entre

muestras positivas y negativas fue mayor cuando se usé la proteina de pico que cuando se uso la
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proteina S-RBD. Sin embargo, las lecturas de absorbancia producidas se consideran que fueron

notablemente similares.

La evaluacion de la cinética de los anticuerpos en los pacientes mostrd que los niveles
fueron en aumento a partir de la inoculacién con una primera dosis independientemente de la
vacuna utilizada, y estos niveles fueron en aumento con la segunda dosis y de igual forma
aumentaron con la segunda dosis mas infeccién con SARS-CoV-2 a excepcion del Paciente 1, que
sus niveles de anticuerpos disminuyeron. Lo que muestra que después de la inmunizacién se
elevan los niveles de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 y de manera mucho mds evidente cuando
se tienen vacunas de refuerzo. Lo que constata (Galvan-Casas et al., 2021), que las vacunas
entrenan al sistema inmunoldgico usando antigenos inofensivos del SARS-CoV-2 para estimular
una respuesta inmunitaria y por medio de la administracién intramuscular inducen
fundamentalmente una inmunidad humoral, pero son capaces de mejorar la respuesta con un
refuerzo homélogo. Como Voysey et al., (2021) lo informa en su estudio que una segunda dosis
de la vacuna ChAdOx1 nCoV-19 induce un aumento de los niveles de anticuerpos y
probablemente sea necesaria para una proteccién duradera. De igual manera (Hervé et al., 2019)
nos dice que, una administracién conjunta de vacunas proporciona ventajas significativas para
garantizar una cobertura y un cumplimiento éptimos de la vacuna. Como se observa en este
estudio, la segunda dosis logrd elevar la cantidad de anticuerpos totales circulantes en pacientes

de Ecuador.

Cada vacuna desencadena una respuesta inmune especifica que, a su vez, genera la
memoria inmunitaria que permite combatir al SARS-CoV-2 ante futuras exposiciones (Galvan-
Casas et al., 2021). En el presente estudio se presentaron resultados en donde se observa que
independientemente del tipo de vacuna se observa un incremento en los anticuerpos circulantes,

en funcién de las DO y las diluciones evaluadas.
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En nuestro caso, se pueden observar algunas diferencias entre los pacientes, esto se
puede deber a que la recoleccidon de las muestras se realizdé en tiempos distintos, pues fueron
casos especiales con los que se pudo trabajar. Esta diferencia de tiempos pudo hacer que no se

encuentren mayores diferencias entre los niveles de anticuerpos de los pacientes.

Se ha reportado que con la vacuna CoronaVac de Sinovac a partir de la tercera semana
después de la segunda dosis, se experimentd una disminucidn significativa en la seropositividad
y se evidencié también que los niveles de anticuerpos fueron menores entre las personas de 60
afios o mas que entre las de 18 a 39 afios. En este mismo estudio se mostré que con un refuerzo
con la vacuna de Sinovac o de otro tipo, se podria restaurar los niveles de anticuerpos (Sauré et
al., 2022). Con la vacuna BNT162b2 de Pfizer-BioNTech, se observd en cambio que la
seropositividad se mantenia por mds tiempo en comparacién con CoronaVac, sin embargo,
sucedia el mismo caso con los grupos de personas mayores de 60 afios, se observd una
seropositividad mas baja entre estos participantes que entre los de 18 a 39 afos. Para prevenir la
hospitalizacidn, un ensayo de Fase 3 en 10.000 voluntarios encontré que un refuerzo de Pfizer-
BioNTech tiene una eficacia del 95,6 por ciento contra la enfermedad (Walsh et al., 2020),

mostraron un claro beneficio de una segunda dosis.

Existen varios factores por los cuales una vacuna puede inducir altos o bajos niveles de
anticuerpos y que estos sean duraderos en el tiempo, dentro de estos factores estd el hecho de
como se da la presentacion del antigeno en el sistema inmune. En el caso de Sinovac al ser una
vacuna de tipo inactivada debido a que se presenta todo el virus al sistema inmunitario es
probable que las respuestas inmunitarias se dirijan no solamente a la proteina espiga del SARS-
CoV-2, sino también a la matriz, la envoltura y la nucleoproteina, lo que afectaria el rendimiento

de la vacuna disminuyendo la eficiencia al ser menos especifica (Krammer, 2020).



64

En cambio, las vacunas de Pfizer-BioNTech que trabajan con ARNm, tienen la ventaja de
que, en lugar de presentar el antigeno completo, se entrega la informacion genética de este, y
luego el antigeno se expresa en las células del individuo vacunado, para a continuacién ser
localizado y reconocido por el sistema inmune. La ventaja de este enfoque de ARNm incluye la
capacidad de imitar la infeccién natural, ademds de estimular una respuesta inmune mucho mas

potente, especifica y posiblemente mas duradera (Alturki et al., 2020).

Para el caso de los pacientes 2 y 3 con vacunas de Sinovac y Pfizer-BioNTech
respectivamente (figuras 12 y 13), los niveles de anticuerpos cuando tenian la infeccion por SARS-
Cov-2, fue mas elevada en comparacidn cuando se tenia la segunda dosis sin infeccién, esto se
puede deber que a que una estimulacion por parte del virus, desencadena una reaccién inmune
mucho mds completa. Lo que tendria sentido comparando con el estudio de Sun et al., (2020) en
donde las respuestas IgM e IgG especificas del SARS-CoV-2 aumentaron con el curso de la

enfermedad en pacientes con COVID-19.

En lo que respecta especificamente a la reaccion inmune contra el receptor RBD articulos
recientes han demostrado que los anticuerpos que se unen al dominio de unién al receptor RBD
son fundamentales para la inmunidad protectora a largo plazo contra la infeccidn por COVID-19 y
se asocian con una mejor supervivencia del paciente (Barnes et al., 2020). Estos autores concluyen
gue la medicion de anticuerpos contra epitopos especificos de los antigenos del SARS-CoV-2
ofrece una evaluacion mas precisa de la inmunidad esterilizante y clinicamente significativa. Por
lo tanto, es importante analizar la naturaleza y especificidad de las respuestas de IgG a COVID-19,
puesto que, si los anticuerpos no se dirigen al RBD y no pueden unirse de manera efectiva a los

trimeros de punta, es probable que sean ineficaces para prevenir la infecciéon (Jordan, 2021).



65

Capitulo VI: Conclusiones

Se establecié un protocolo para un ELISA facil de realizar y robusto y para la deteccién de
respuestas de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 dirigidos a la proteina RBD del virus. El protocolo
N°4 establecido durante el trabajo y que permitié discriminar de manera mas notoria los sueros
positivos de los negativos, constd de las siguientes condiciones: dilucion de sueros 1/100,
conjugado 1/10000, con Blogueo de leche de Soya 30 minutos, concentracién de antigeno
2.64pg/mly los tiempos, 1 hora de incubacidn se los sueros, 30 minutos de conjugado, 10 minutos

de sustrato.

Se encontrd que el punto de corte fue de 0,4. Los resultados se expresan como: Positivos
si las muestras presentan valores superiores en por lo menos 0,100 de Absorbancia del nivel del

cut off y superiores.

Variables como la concentracidn de Conjugado, deben estandarizarse en cada laboratorio

al igual que el punto de corte.

La solucidn de Bloqueo de Leche de Soya es la mds practica para este ensayo, ya que
reduce costos, es de fdcil adquisicion y ademds se comprobd que no presenta diferencia

significativa en las lecturas de densidad dptica al compararlo con BSA.

En lo que respecta a la concentracion del antigeno (2,5ug/mL), se concluye que esta
dentro de los valores usados en la mayoria de los estudios, que han trabajado con la

estandarizacién de ensayos seroldgicos contra el SARS-CoV-2.

Se concluye que es importante analizar la naturaleza y especificidad de las respuestas de
IgG a COVID-19, puesto que, si los anticuerpos no se dirigen al RBD y no pueden unirse de manera

efectiva a los trimeros de punta, es probable que sean ineficaces para prevenir la infeccién.
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Se concluye que las personas muestreadas, desarrollaron anticuerpos IgG contra el
antigeno RBD del virus SARS-CoV-2 causante de la COVID-19,y ademds se constaté que
dependiendo de la vacuna aplicada la positividad de IgG era mas alta, en este caso la vacuna
BNT162b2 de Pfizer-BioNTech mostrd niveles de anticuerpos mads elevados en comparacion a
CoronaVac de Sinovac, ademds la vacuna de Pfizer-BioNTech evidencié que mantuvo una
seropositividad por mds tiempo que la vacuna de Sinovac. Este tipo de ensayos son de gran ayuda
para monitorear la positividad de IgG de la poblacidn al SARS-CoV-2 en presencia o ausencia de
vacunacion y determinar la disminucion de anticuerpos a lo largo del tiempo, lo que proporciona

datos que son de gran utilidad para evaluar futuras estrategias de vacunacion.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Se recomienda realizar el mismo estudio haciendo un seguimiento a mds pacientes y
verificar en que lapso de tiempo los niveles de anticuerpos comienzan a disminuir con diferentes

vacunas.

Se recomienda que el nivel de cut off se estandarice en cada laboratorio, ademds de

calcularlo para cada grupo de muestras que se procesan.

Realizar alicuotas de las muestras de suero en diferentes tubos eppendorf para que en el
proceso de congelacién y descongelacion se tenga siempre sueros sin descongelar, pues los

niveles de anticuerpos tienden a disminuir al realizar continuamente este proceso.
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