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RESUMEN

La pandemia por el SARS-CoV-2, tiene un impacto actual con mas de 114 millones
de casos y una cifra mayor a 2.5 millones de fallecidos. En el contexto diagndstico
aparecen nuevas técnicas inmunoldgicas dentro de ellas el inmunoensayo magnético
con soporte de nanoparticulas. El objetivo del estudio fue evaluar un nuevo ensayo
de aglutinacion inmunomagnética (IMA) microfluidica rapida y semicuantitativa de
anticuerpos anti- SARS CoV-2 IgA-IgM/IgG basado en la agregacion de
nanoparticulas magnéticas detectadas por un lector electrénico (Virotrack Ab. COVID-
19 y Blubox, Blusense diagnostics). El estudio es de disefio analitico, transversal y
prospectivo. Se evaludé 141 muestras de voluntarios con o sin la infeccion y se
compar6 con el método rapido de inmunoensayo de flujo lateral (IEFL) para la
deteccion de los anticuerpos anti- SARS CoV-2. La sensibilidad y especificidad de la
prueba IMA (IgA+IgM/IgG) es del 76% y el 97%, respectivamente; mientras que para
la IEFL (IgM/IlgG) es del 62% y el 91% respectivamente. La deteccion es
potencialmente mayor cuando se combinan los resultados de ambas Igs. En las
pruebas IMA, se observa un mejor desempenfo de esta combinacién, evidencidndose
su potencialidad en la sensibilidad. Se concluye que IMA, como técnica para la
deteccién de anticuerpos anti- SARS CoV-2, presenta un perfil de sensibilidad y
especificidad superior a la prueba IEFL; es una prueba rapida y facil de usar en el

punto de atencion sin la necesidad de contar con mayor maquinaria de laboratorio.

Palabras clave: SARS CoV-2, COVID-19, inmunoensayo, inmunocromatografia.
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ABSTRACT

The SARS-CoV-2 pandemic has a current impact with more than 114 million cases
diagnosed and a figure greater than 2.5 million deaths. In the diagnostic context, new
immunological techniques appear, including the magnetic immunoassay with
nanoparticle support. The aim of the study was to evaluate a new rapid and
semiquantitative microfluidic immunomagnetic agglutination (IMA) assay of anti-SARS
CoV-2 IgA-IgM / IgG antibodies based on the aggregation of magnetic nanopatrticles
detected by an electronic reader (Virotrack Ab. COVID-19 and Blubox, Blusense
diagnostics). An analytical, cross-sectional and prospective study was designed. 141
samples from volunteers with or without infection were evaluated and compared with
the rapid lateral flow immunoassay method (IEFL) for the detection of anti-SARS CoV-
2 antibodies. The sensitivity and specificity of the IMA test (IgA + IgM / IgG) is 76%
and 97% respectively, while for IEFL (IgM / IgG) it is 62% and 91% respectively.
Detection is potentially higher when the results of both Igs are combined. In the IMA
tests, a better performance of this combination is observed, evidencing its potentiality
in sensitivity. It is concluded that IMA as a technique for the detection of anti-SARS
CoV-2 antibodies presents a sensitivity and specificity profile superior to the IEFL test,
it is a quick and easy-to-use test at the point of care without the need for more

machinery from laboratory.

Keywords: SARS CoV-2, COVID-19, immunoassay, immunochromatography.
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I. INTRODUCCION

Descripcion de la situacion problematica

La infeccion por el coronavirus SARS-CoV-2, declarada pandemia por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) tiene un significativo impacto socioecondmico a escala
mundial (1). Con mas de 114 millones de casos diagnosticados y una cifra que rebasa
los dos millones y medio de fallecidos (2), esta pandemia ha requerido la inmediata
movilizacion de cuantiosos recursos materiales y humanos, tanto para limitar su
propagacion, como para manejar a los pacientes con la COVID-19 (enfermedad que

este virus provoca).

Para el manejo adecuado de esta pandemia, lo crucial es contar con apropiados
métodos de diagnostico y seguimiento de la enfermedad, con alta sensibilidad y
especificidad. En este sentido, es muy importante resaltar que alrededor del 80% de
las personas infectadas con SARS-CoV-2 no desarrollan sintomas, o esos son leves,
por lo que contar con un sistema de tamizaje poblacional, con técnicas costo-efectivas,
de simple implementacion y difusiébn, es muy importante. El gold standar para el
diagndstico de la COVID-19 es la deteccion del material genético del virus, con
técnicas de biologia molecular (3). Sin embargo, esta prueba se ha complementado
con la valiosa determinacién de anticuerpos (Acs), fundamentalmente IgG e IgG en el

suero de los sospechosos, o de pacientes diagnosticados con COVID-19 (4-6).

Las pruebas, tipo inmunoensayo, para la deteccion de Acs especificos contra
antigenos del SARS-CoV-2 son diversas. En esta diversidad influye significativamente
el fundamento de la técnica, la clase de Ac que se detecta, y la estrategia que permite
revelar la formacion del complejo antigeno-anticuerpo. Estos elementos, asi como el
origen de la técnica (laboratorio fabricante), influyen en la sensibilidad y especificidad
de estas. Los inmuno-ensayos de flujo lateral han sido muy utilizados para detectar
Acs IgM e IgG especificos contra SARS-CoV-2. Lo anterior se basa,
fundamentalmente, en la facilidad con que se realiza la determinacion (no se requiere
laboratorio) y la rapidez del resultado. En Perd, de los mas de 7.5 millones de
muestras procesadas, alrededor del 75% han sido a partir de ensayos serologicos (7).
Las pruebas seroldgicas utilizadas concentran la atencion en la deteccion de Acs IgM
e 1gG, a pesar de que en la respuesta del sistema inmune contra virus respiratorios,
la secrecion de Acs IgA es muy importante. Adicionalmente, estas pruebas no

cuantifican la presencia de los Ac especificos contra el virus.



En este aspecto juega un rol importante el uso de herramientas diagnosticas y de
seguimiento que sean muy complejas para la deteccion de elementos relacionados al
nuevo coronavirus, entre ellos las pruebas indirectas que detectan anticuerpos anti
SARS COV-2, las cuales han presentado diversas plataformas, pero con mucha
variabilidad en su deteccion. En este contexto aparecen nuevas técnicas
inmunoldgicas dentro de ellas el inmunoensayo magnético con soporte de

nanoparticulas.

Entre la diversidad de pruebas para detectar la presencia de Ac contra antigenos de
SARS-CoV-2, se incluye el uso de ensayos inmuno-magnéticos (IMA, de sus siglas
en inglés). Estos ensayos se basan en el uso de nanoparticulas recubiertas con
antigenos o con Acs (8). Esta técnica ofrece la posibilidad de cuantificar la presencia
de Acs contra antigenos virales, como el dengue e influenza (9, 10). Variantes de este
tipo de ensayo se han desarrollado para detectar Acs anti-SARS-CoV-2, como prueba
seroldgica cuantitativa que permite detectar Acs IgM, IgG e IgA (11). No obstante, no
se ha realizado un estudio comparativo de nuevas plataformas como es el ensayo
inmunomagnético con los inmuno-ensayos de flujo lateral utilizados, en el contexto de

la poblacion peruana abierta.

En consecuencia, se planted el siguiente problema de investigacion: ¢Existen
diferencias significativas en la capacidad de detectar Acs especificos contra SARS-
CoV-2 entre el método rapido tradicional de inmunoensayo de flujo lateral y el nuevo
método de ensayo inmunomagnético? El objetivo general fue evaluar un nuevo
ensayo de aglutinacion inmunomagnética (IMA) microfluidica rapida y semicuantitativa
de anticuerpos anti SARS CoV-2 IgA-IgM/IgG basado en la agregacion de
nanoparticulas magnéticas detectadas por un lector electronico (Virotrack Ab. COVID-
19 y Blubox, Blusense diagnostics). El rendimiento de la prueba se evalué en muestras
de voluntarios con o sin la infeccibn y se compardé con el método rapido de
inmunoensayo de flujo lateral para la detecciéon de los anticuerpos anti SARS CoV-2,
en una poblacién abierta. Los objetivos especificos fueron identificar Acs contra
SARS-CoV-2 en suero proveniente de individuos, con o sin diagndéstico previo de
COVID-19 y detectar Acs especificos contra SARS-CoV-2 con el uso del inmuno-

ensayo de flujo lateral y el ensayo inmuno-magnético.

La justificacion, importancia y viabilidad de la investigacién es la siguiente:



Alrededor del 75% de las pruebas que se realizan en Peru en pacientes sospechosos
con COVID-19 son inmunoensayos de flujo lateral, cualitativos y solo centrados en
Acs IgM e IgG. En consecuencia, es muy importante contrastar esta técnica, en
poblacion abierta, con una evaluacion serolégica alternativa, que ha mostrado alta
sensibilidad y especificidad, y que aporta ademas la cuantificacion de Acs, incluyendo
la IgA.

El proyecto cuenta con los recursos humanos, técnicos y las muestras para su
ejecucién en el plazo de tiempo propuesto. Se cuenta con el apoyo del personal de
Laboratorios Ravettino e.i.r.l y de Corporacion ICASA para el acceso a los voluntarios
a evaluar mediante estas pruebas. Los costos de este proyecto, incluyendo los
materiales y el equipamiento requerido, asi como los EPPs, y los costos de traslado
de las muestras seran cubiertos por WAREM, distribuidor de los Viro Track Covid-19

de la empresa danesa Blusense.

Limitaciones del estudio
La principal limitante fue el agrupamiento de los trabajadores voluntarios de cada una
de las empresas que aceptaron participar en el estudio, los turnos de trabajo eran

diferentes, asi como el acceso para cubrir el total de todos ellos.



II. MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacién

Como antecedentes del uso de los ensayos inmunomagneticos, estos se han
realizado de manera mas amplia en infecciones por el virus del dengue, y en otras

infecciones virales semejantes.

Hung LY (12) publico en 2013, una investigacion de desarrollo de una herramienta de
diagndstico de influenza, r4pida, precisa y automética. Este estudio present6 un nuevo
sistema microfluidico integrado para la deteccion rapida de infecciones por influenza;
integr6 un modulo de control de microfluidos de tipo succién, un inmunoensayo
fluorescente basado en perlas magnéticas (FIA) y un médulo de deteccion 6ptica de
punto final. Este nuevo sistema puede distinguir con éxito entre la influenza Ay B
mediante una prueba de un solo chip en 15 minutos automaticamente y reduce el
volumen de muestra requerido a 40 pL. Resultados de ensayos de diagnostico de 86
muestras de pacientes demostraron que este sistema tiene una sensibilidad del 84,8%

y una especificidad del 75,0%.

Antunes P (13) present6 en 2015, una nueva plataforma de biosensores automatizada
de bajo costo para la deteccion del biomarcador NS1 de la infeccion por dengue y lo
demostr6 en NS1 enriquecido en suero humano; las nanoparticulas magnéticas
(MNP) estaban recubiertas con anticuerpos monoclonales de alta afinidad contra NS1
a través de una quimica de "clic" bioortogonal sin Cu en una arquitectura molecular
de superficie antiincrustante. La presencia del antigeno objetivo NS1 desencadena la
aglutinacién de MNP y la formacion de nanoclusters con una cinética rapida mejorada
por la actuacibn magnética externa. La cantidad y el tamafio de los nanoclusters se
correlacionan con la concentracién objetivo y se pueden cuantificar utilizando un
método de lectura optomagnética. El andlisis automatizado del dengue resultante
tomd solo 8 minutos, requirid6 6 uL de muestra de suero y muestra un limite de
deteccion de 25 ng / mL con un rango superior de 20000 ng / mL. La tecnologia tiene
un gran potencial para aplicarse a la detecciébn de NS1 en muestras de pacientes.
Como el ensayo se implementa en un disco de microfluidos de bajo costo, la
plataforma es adecuada para una mayor expansion a la deteccion multiplexada de un

amplio panel de biomarcadores.



Partha R (14) evalu6 en 2019, un total de 309 muestras de forma anénima y no
vinculada. Cada muestra se analiz6 utilizando NS1 Ag ELISA (Microlisa, J. Mitra),
ViroTrack y NS1 RDT (SD Alere) y las que eran discordantes se analizaron
adicionalmente mediante ELISA dengue NS1 AG (Panbio) y dengue IgG / IgM Maclisa.
En comparacion con los kits ELISA aprobados que se utilizan a nivel mundial, la
prueba Virotrack arrojo una sensibilidad del 94,74%; especificidad del 97,44%; VPP
del 97,30%; VPN del 95% y precision del 96,10%. El rendimiento por hora es de 5-6
muestras. Concluy6 que el sistema Virotrack y su equipo son muy adecuados; el
primero es rapido, facil de usar y comparable al ELISA en sensibilidad y especificidad;

el segundo, y puede funcionar tanto con plasma/ suero como con sangre total.

Izaskun AC (15) present6 en 2020, una nueva técnica de deteccion de antigenos
basada en la agregacién de nanoparticulas magnéticas. El método combina un corto
tiempo de obtencién de resultados (12 minutos) con un alto rendimiento diagnéstico.

Analizé un panel de 135 muestras de suero de viajeros que regresaban de paises
donde el dengue era endémico (74 positivas para DENV, incluidos los cuatro serotipos
DENV, 26 positivas para el virus del Zika, 25 positivas para el virus chikungunya, 5
positivas para la malaria y 5 muestras negativas). Estas se analizaron mediante tres
meétodos diferentes de deteccidn de antigenos: SD Dengue NS1 Ag ELISA, SD
BIOLINE Dengue Duo y ViroTrack Dengue Acute. La sensibilidad observada para SD
Dengue NS1 Ag ELISA, ViroTrack Dengue Acute y SD BIOLINE Dengue Duo fue del
97,2%, 91,1% y 68,1%, respectivamente. Todos los métodos mostraron una alta
especificidad (98,4% para ViroTrack Dengue Acute y 100% para SD Dengue NS1 Ag
ELISAy SD BIOLINE Dengue Duo). Por tanto, concluyé que esta nueva técnica podria
ser una herramienta Gtil para el diagnéstico del dengue.

Chong ZL (16) public6 en 2020, la evaluacion de la precisiéon y la utilidad de ViroTrack
Dengue Acute, una nueva combinacion de SD Bioline Dengue Duo NS1 / IgM / IgG
de deteccion de dengue NS1 basada en biosensores, una prueba de inmunoabsorcién
enzimatica (ELISA) disponible comercialmente y de SD Dengue NS1 Ag, para el
diagndstico de infeccion aguda. Reclutd a 494 pacientes con sospecha de dengue de
una clinica de salud en Malasia. El ELISA evaluado y las pruebas de referencia se
realizaron en un laboratorio de virologia. Las pruebas de referencia consistieron en
una reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa y tres ELISA para

la deteccién del antigeno NS1 del dengue, anticuerpos IgM e IgG, respectivamente.



La sensibilidad y especificidad de ViroTrack fueron 62,3% (IC 95% 55,6-68,7) y 95,0%
(IC 95% 91,7-97,3), frente a 66,5% (IC 95% 60,0-72,6) y 95,4% (IC 95% 92,1 —-97,6)
para SD NS1 ELISA, y 52,4% (95% CI 45,7-59,1) y 97,7% (95% CI 95,1-99,2) para
el componente NS1 de SD Bioline, respectivamente. La combinacion de este ultimo
con sus componentes IgM e IgG fue capaz de aumentar la sensibilidad de la prueba
al 82,4% (IC del 95%: 76,8 a 87,1) con la correspondiente disminucion de la
especificidad al 87,4% (IC del 95%: 82,8 a 91,2). Aunque una prueba positiva en
cualquiera de las de NS1 aumentaria la probabilidad de dengue por encima del 90%
en un paciente, un resultado negativo solo reduciria esta probabilidad a 23,0-29,3%.
Por el contrario, esta probabilidad de diagnéstico falso negativo se reduciria ain mas
al 14,7% (IC del 95%: 11,4 a 18,6) si la combinacion SD Bioline NS1/ IgM/ IgG fuera
negativa. Por lo tanto, el rendimiento de ViroTrack Dengue Acute fue comparable al
ELISA de SD Dengue NS1 Ag. La adicion de componentes serolégicos a SD Bioline
Dengue Duo mejoré significativamente su sensibilidad y redujo su tasa de falsos
negativos, de modo que paso por alto la menor cantidad de pacientes con dengue, lo

gue la convierte en una mejor herramienta de diagndstico en el punto de atencion.

Liao T (17) publico en 2020, la evaluacion de pruebas diagnosticas para las
infecciones por dengue (DENV) y Zika (ZIKV). Emplearon la tecnologia de ensayo
inmunomagnético en un cartucho de microfluidos (ViroTrack Sero Zika IgG/ IgM) para
el diagndéstico de la infeccion por ZIKV basado en la agregacion de nanoparticulas
magneéticas. Se realizo tres estudios serolégicos que incluyeron muestras de
Republica Dominicana, EE. UU. y Nicaragua, con el objetivo de detectar I1gG e IgM
especificas del ZIKV mediante la prueba ViroTrack Sero Zika IgG/ IgM. Los resultados
de la seroconversion fueron comparables con la reactividad de IgG e IgM de ZIKV
medida por el kit comercial de ELISA de ZIKV. La sensibilidad y la especificidad para
ZIKV IgG e IgM probadas por ViroTrack Sero Zika IgG/ IgM fue de aproximadamente
98% y 93%, respectivamente. Concluye que la deteccién serolédgica de la infeccidon
por ZIKV mediante la nueva prueba ViroTrack Sero Zika 1gG/ IgM muestra un

rendimiento prometedor y una reactividad cruzada limitada con DENV.

Pietschmann J (18) en una prepublicacion de 2020, evallan las pruebas de
diagnastico serologico para el SARS-CoV-2 mencionando que todos los sistemas de
diagndstico en el punto de atencion disponibles, como los ensayos de flujo lateral,

tienen un gran potencial para realizar pruebas de anticuerpos in situ de forma rapida



y sencilla, pero carecen de especificidad, sensibilidad o posibilidad de realizar
mediciones cuantitativas. Describe un nuevo enfoque en el punto de atencion para la
deteccidon de anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 en suero humano basado en
inmunodeteccion magnética y lo compara con ELISA estdndar. Para la
inmunodeteccidn magnética, las columnas de inmunofiltracion se recubrieron con un
péptido de proteina de pico de SARS-CoV-2. Los anticuerpos reactivos al péptido
SARS-CoV-2, enriquecido a diferentes concentraciones en PBS y suero humano, se
aclararon a través de columnas de inmunofiltracion. Los anticuerpos especificos se
retuvieron dentro del IFC y se marcaron con un anticuerpo biotinilado especifico de
isotipo. Se aplicaron nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con estreptavidina
para marcar los anticuerpos secundarios. Las nanoparticulas magnéticas
enriquecidas se detectaron mediante tecnologia de deteccién de mezcla magnética
de frecuencia, utilizando un dispositivo portatil de lectura magnética. Las sefiales de
medicién correspondieron a la cantidad de anticuerpos especificos del SARS-CoV-2
en la muestra. La configuraciéon preliminar de inmunodeteccion magnética resulté en
una mayor sensibilidad y un rango de deteccion mas amplio y fue cuatro veces mas
rapido que ELISA. Otras optimizaciones podrian reducir los tiempos de andlisis a los
de un andlisis de flujo lateral tipico, permitiendo un enfoque rapido y facil, muy
adecuado para mediciones en el punto de atencion sin costosos equipos de

laboratorio.

Wu K (19), en una prepublicacién de 2020, proponen el inmunoensayo magnético
como un tema nuevo y emergente que representa las fronteras de las areas actuales
de biodeteccibn y magnetismo. La ultima década ha experimentado un rapido
crecimiento en la aplicacion de estas herramientas para aplicaciones bioldgicas y
biomédicas. Los avances recientes en materiales magnéticos y nanotecnologias han
transformado los métodos de diagndstico actuales a nanoescala y han llevado el limite
de deteccidn al diagnostico de enfermedades en etapa temprana. Revisan la literatura
de las plataformas de inmunoensayo magnético para la detecciébn de virus y
patdgenos, antes de COVID-19. Revisaron las plataformas de inmunoensayo
magnético populares, incluidos los sensores de magnetorresistencia (MR), la
espectroscopia de particulas magnéticas (MPS) y la resonancia magnética nuclear
(NMR). Los kits de diagnéstico de punto de atencion magnética (POC) también se
revisan con el objetivo de desarrollar diagndsticos listos para usar para manejar el

brote de SARS-CoV-2, asi como prevenir epidemias futuras. Ademas, también se



cubren otras plataformas que utilizan materiales magnéticos como herramientas
auxiliares para la deteccion mejorada de patdgenos y virus. El objetivo de esta revision
es informar a los investigadores sobre las plataformas de diagndstico y vigilancia del

SARS-CoV-2 y su desempeiio.

Moeller ME (20), en una prepublicacion de 2020, realizaron un estudio que incluyé 35
muestras de plasma de 22 individuos con COVID-19 confirmado por reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real y 40 muestras de
plasma sin la enfermedad. Se detectaron anticuerpos IgM/ IgA o 1gG anti-SARS-CoV-
2 mediante un ensayo inmunomagneético cuantitativo (IMA) de microfluidos (ViroTrack
Sero COVID IgM + IgA / 1gG Ab, Blusense Diagnostics, Dinamarca) y mediante un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas ((ELISA) (Eurolmmun Medizinische
Labordiagnostika, Alemania). De las 35 muestras de plasma de los pacientes con
COVID-19, 29 (82,9%) fueron positivas para IgA/ IgM o IgG por IMA y 29 (82,9%)
fueron positivas por ELISA. La sensibilidad para una sola muestra por paciente fue
68% para IgA + IgM y 73% IgG por IMA 'y 73% por ELISA. Para las recolectadas 14
dias después del inicio de los sintomas, la sensibilidad tanto de IMA como de ELISA
fue de alrededor del 90%. La especificidad de la IMA alcanzé el 100% en comparacion
con el 95% para ELISA IgA y el 97,5% para ELISA IgG. Concluye que IMA para
COVID-19 es una prueba rapida y facil de usar en el punto de atencién con
sensibilidad y especificidad similar a un ELISA comercial.

Bases tedricas

La presente pandemia debida al nuevo SARS CoV-2 causante de la COVID-19, es la
tercera cepa mutada de coronavirus adquirida por el hombre a partir de animales.
Estas son causadas por los virus SARS-CoV ( Severe Acute Respiratory Sindrome-
Related Coronavirus) en el afio 2003, MERS-CoV (Middle East Respiratory Sindrome-
Related Coronavirus) en el 2012 y por el reciente SARS-CoV-2 a partir de fines del
2019 (21).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), este nuevo virus, al mes de marzo
de 2021, ha infectado a mas de ciento catorce millones de personas y provocando

mas de 2500 000 fallecidos y afectado a mas de 200 paises del mundo. La situacion



del Peru, segun la OMS, nos ubica actualmente en el pais numero 19 relacionado a

habitantes infectados (22).

En este contexto, no se ha generalizado evidencia cientifica que indique una mayor
sensibilidad al SARS-CoV-2 por parte de mujeres en estado de embarazo y nifios
pequefios (23, 24). Un reciente analisis de 33 neonatos, de madres con COVID-19
confirmado por RT-PCR, inform6 que dos de ellos, con 40 semanas, presentaron
sintomas leves tipicos de una infeccion por SARS-CoV-2 (fiebre y neumonia) y solo
uno de 31 semanas, sintomas mas severos (neumonia, sindrome distrés respiratorio,
problemas respiratorios, cianosis, intolerancia alimentaria, AST alto, linfocitopenia sin
fiebre) y necesité asistencia respiratoria mecanica no invasiva. Este ultimo estudio
concuerda con recientes observaciones que relatan la probable infeccion horizontal
(25, 26) y la presencia de altas concentraciones de anticuerpos en neonatos al poco
tiempo de ser extraidos. Estas observaciones deben ser cuidadosamente tomadas en
cuenta ya que se necesita mayores evidencias cientificas tanto para confirmar o negar

la posibilidad de una infeccion horizontal.

Los coronavirus tienen un diametro entre 60nm-140nm, con RNA no segmentado,
positivos y largo (27.9 kb y 30.1 kb), ellos forman parte de la familia Coronaviridae,
subfamilia Coronavirinae, encapsulados y se dividen en 4 géneros: los
deltacoronavirus, los gamacoronavirus, los <lfacoronavirus, que incluyen a los
agentes etiolégicos CoV-229E y HCoVNL63 y los Betacoronavirus, y que incluyen a
los patdogenos HCoV-OC43, HKU1, SARSCoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2.

La morfologia del SARS- CoV-2, concuerda con el resto del coronavirus, esta formado
por pelémeros con espigas, las cuales estan relacionadas con su tropismo e invasion
a la célula. Adicionalmente a esta proteina, poseen en su estructura: proteinas de la
capsula, membrana y la nucleocapside. Estudios manifiestan que el SARS-CoV-2
posee lugares optimizados para su ligacion a los receptores de la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ECA2), espigas modificadas en el sector S, entre las subunidades
S1y S2, que son cribados por la enzima furina, aumentando asi el potencial infeccioso

del virus.

Debido a la alta similitud del virus SARS-CoV-2 con SARSCoV, se especula que su

mecanismo de infeccion celular es dependiente de la interaccion de su dominio de



unién al receptor (RBD por sus siglas en inglés), ubicado en el subdominio S1, con el
receptor celular para ECA2 en las células del corazon, pulmén, rifiones y del tracto

gastrointestinal.

El receptor de ECAZ2 clivado por la proteina TMPRSS2 y la activacion de la proteina
S del SARS-CoV son esenciales para aumentar la capacidad de infeccion de este
virus y probablemente del SARS-CoV-2 (27). La enzima ACE2 es una carboxidi
peptidasa, que cataliza el clivaje de la angiotensina | a angiotensina 1-9 y de
angiotensina Il en el vasodilatador 1-7. El decaimiento de esta enzima probablemente
puede ser una de las causas de las lesiones pulmonares por el aumento de la

angiotensina Il.

Una vez dentro de la célula el virus libera su RNA en el citoplasma, donde es traducido
en dos poliproteinas y proteinas estructurales, y después el genoma viral es replicado.
Las recién sintetizadas glicoproteinas son insertadas en la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) o aparato de Golgi (AG). Los nucleocapsides seran formados
por la combinacion del RNA con las proteinas N. Posteriormente, lIos nuevos virus
seran secretados a partir de compartimientos intermediarios al RE y del AG (ERGIC),

y finalmente, son fusionados a la membrana plasmatica y secretados al medio externo.

Tal invasion viral seria similar a la observada por el SARS CoV. La respuesta del
cuerpo a la infeccion es probablemente encabezada por las células infectadas por el
virus. Las células presentadoras de antigenos (APC, de sus siglas en inglés) estimulan
la respuesta inmune y la cascada inflamatoria a través de la presentacion de los
antigenos virales. Estas APC presentan los antigenos externos a los linfocitos T CD4+
y estimulan los linfocitos T CD8+ por medio de la secrecién de IL-12. Adicionalmente,
los linfocitos T CD4+ contribuyen a la maduracion de la respuesta de anticuerpos por
parte de los linfocitos B, encargados de producir los anticuerpos especificos contra los

antigenos virales.

Ciertas especies de coronavirus tienen la capacidad de infectar a los humanos. Los
cuadros clinicos ocasionados por estos invasores pueden ser leves, como los
sintomas ocasionados en nifios y adultos por HKU1, NL63, OC43 y 229E, hasta
severos como los producidos por SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 (22-25).

Estos tres ultimos tienen de hospedero natural a los murciélagos, camélidos y
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murciélagos, respectivamente (28-30). Sin embargo, recientes comparaciones
genéticas entre el SARS-CoV-2, pangolin-CoV y RATG13 (coronavirus de
murciélagos) han demostrado que la similitud genética entre el coronavirus del
pangolin muestra mayor semejanza con el SARS-CoV-2 (31). El sitio de clivaje para
la proteina furina, es Unico, y se propone como una de las principales causas de la
alta patogenicidad del SARS-CoV-2.

La aparicion de los primeros cuadros de SARS producidos por SARS-CoV-2, se
reportaron a mediados de diciembre. China reporté a la OMS, a fines de diciembre,
un brote de casos de neumonia severa en la provincia de Wuhan. El 7 de enero es
aislado por primera vez el SARS-CoV-2 y es identificado como el responsable del
brote descrito. La primera muerte producto de esta nueva infeccién se observé el 20
de enero; el 23, el nuevo virus comenzé a diseminarse por varias provincias de China
y otros paises aledafios. Investigaciones realizadas en la poblacién infectada
determinaron que su forma de propagacion es principalmente de persona a persona.
En Alemania se identificd el primer paciente asintomético con capacidad de contagiar
durante el periodo de incubacion.

Estudios hechos en Wuhan durante el inicio de la pandemia indicaron que el 56% de
los pacientes eran varones y los grupos etarios mas afectadas eran de 45 a 64 afios
(42%), mayores de 65 afos (38%), de 15 a 44 (20%) y en menor porcentaje (0.9%)
las personas entre 0 y 14 afios (32, 33). Estudios en Jinan y Rizhao encontraron que

las mujeres infectadas eran de 52.2% (34).

La clinica de la COVID-19 es variada, los casos asintoméaticos y leves eran los mas
frecuentes en un inicio, pero poco a poco la mortalidad avanzé en sus cifras.
Radiolégicamente se observan infiltraciones pulmonares y en los casos mas severos
la clinica se acompafa de disnea a los cinco dias. Los sintomas mas frecuentes son
dolor de cabeza, dolor de garganta, fiebre (88.7- 91%), tos seca (67.8%), fatiga (51%),
nauseas y vomitos (5%) y en algunos casos diarrea (3.8%). Dentro de los parametros
de laboratorio se observan linfopenia (83.2%), trombocitopenia (36.2%), leucopenia
(33.7%), aumento de la proteina C reactiva (PCR) (32, 33).

En los casos mas severos, se observa disnea (30%), presentan luego un cuadro

inflamatorio que pueden conllevar a dafos alveolares, insuficiencias renales y
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finalmente la muerte. El periodo de incubacion promedio es de 5.2 dias, y su pico es
a los 7.4 dias. El proceso de recuperacion normalmente se da después de 14 dias,
los cuales se pueden prolongar hasta 21 dias en aquellos pacientes con sintomas
respiratorios avanzados. La letalidad de la enfermedad tiene una relacion directa con
la edad del infectado, asi como con la presencia de comorbilidades como hipertension
(17%), diabetes (8%) patologias cardiovasculares (5%) (34 - 37) y tuberculosis (38).
Luego de la fase viral, y entrando a la fase inflamatoria, se observa aumento en la

LDH, IL-6 y PCR, y disminucién del nimero de neutrdfilos.

Considerando que hoy se conoce la secuencia gendmica del SARS-CoV-2, se han
disefiado e implementado abordajes para un diagnostico preciso, rapido y oportuno,
reduciendo la posibilidad de clasificar a personas como falsos negativos los cuales
podrian contribuir a la propagacién de esta enfermedad. Diversos centros de
investigacion a nivel mundial, asociados con laboratorios de salud publica, han
implementado tecnologias de deteccion empleando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), los métodos de diagndstico para estos coronavirus son los
siguientes: 1) RT-PCR; 2) rRTPCR; 3) RT-LAMP y 4) Real-time RT-LAMP. Ademas,
se han implementado los serolégicos basadas en la deteccion de anticuerpos (Igs)
especificas a los coronavirus, como 5) ELISA y 6) LFIA, para complementar el

diagndstico (39).

Las pruebas moleculares que actualmente estan siendo aplicadas para el diagnostico
de la infeccibn con SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 son: 1) RT-PCR
(PowerCheck, DiaPlexQ, Anyplex, AccuPower, LightMix, UltraFast); 2) RTLAMP; 3)
Deteccion multiple en forma de arcos; 4) ELISA y 5) LFIA.

La reaccion de PCR en tiempo real (RT-PCR), es una variacion del PCR convencional,
gue nos permite cuantificar la expresion de un determinado gen en una muestra en
particular. Para esta reaccién se utiliza un Taq polimerasa con actividad 5’
exonuclease, que integra nucleétidos marcados con fluorescencia. Las sondas
especificas del fragmento génico (blanco) contienen un fluorésforo en la posiciéon 5°
gue puede absorber la energia luminosa emitida por el termociclador

y disiparla en forma de longitud de onda. La fluorescencia eventualmente producida
por la muestra es detectada por el sistema en el momento de la reaccion de PCR y es

comunmente denominada CT (Threshold cycle). A mayor CT, mayor ADN amplificado.
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Esta metodologia permite que los procesos de amplificacion, deteccion vy

cuantificacion de ADN sean realizados en una Unica etapa.

La deteccion del SARS-CoV-2 por la técnica de RT-PCR, sigue dos protocolos: 1) la
OMS, detecta la expresion del gen de la proteina E, seguida de la expresion del gen
RdRp y por ultimo el gen N que solo se utiliza en caso de un ensayo confirmatorio
adicional. 2) los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC),
detectan primero la expresion y secuenciamiento del gen N disefiado para la deteccion
de los coronavirus de este grupo, ademas de cebadores diferentes especificos de
SARS-CoV-2 (40).

Ya que en Asia y Europa hay presencia de coronavirus hospederos de murciélagos,
se propuso una estrategia para diferenciar SARS-CoV de SARS-like bat (murciélago)
CoVs y MERS-CoV de MERS bat (murciélago) CoVs a partir de muestras humanas
(sangre, fluidos nasofaringeos) y heces de murciélagos, respectivamente. Los
cebadores y sondas de secuencias conservadas fueron disefiados del gen de la
proteina 2S. El plasmido fue disefiado a partir de un fragmento del gen de la proteina
S de SARS-CoV (3221-3620 nts) e insertado en el vector pUC57. El gen de la proteina
S2 de MERS-CoV S2 (765-1288 nts) fue insertado en el vector pGEM vector. Los
plasmidios recombinantes formados (pUC57-SARS-pS2 and pGEM-MERS-S2)
fueron insertados en E. coli, haciendo que estas secuencias sean amplificadas por
PCR con los cebadores correspondientes. Los fragmentos obtenidos fueron
amplificados por real time RT PCR, secuenciadas y alineadas, observandose
diferencias entre los coronavirus hospederos de humanos respecto a los de

murciélago.

La técnica de RT-PCR puede ser usada sobre una variedad de muestras como
hisopado del tracto respiratorio, esputo y lavado broncoalveolar para detectar diversas
secuencias génicas. Para detectar SARS-CoV, fueron secuenciadas fragmentos
génicos de ORFlab y de la nucleocapside (NP). Se debe tener en cuenta qué
protocolos utilizar, los autores indican pacientes positivos a los que expresan los dos
fragmentos, y aquellos de cuidado con seguimiento a los que expresan uno. En el
hisopado naso-faringeo, NP fue detectado en el 39.8% de los pacientes, mientras que
ORFlab en el 40.98%, siendo los doble positivos el 38.42%. En el esputo, NP fue

expresado en 49.12% de pacientes, mientras que ORFlab en 50.88% y los que
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expresaron ambos fragmentos fue 49.12% y en la muestra de lavado broncoalveolar,
NP fue expresado en el 80%, mientras que ORF1ab en el 100%, los que expresaron
ambos fragmentos fue 80%. Lo anterior indica que la mejor muestra para analizar

SARS-CoV es el lavado broncoalveolar (41).

Los genes expresos por RT-PCR también pueden ser secuenciados, esto se utilizaria
en el caso de ver diferencias en muestras del mismo género filogenético. Si fuese
necesario se tendria que analizar varios de genes de la familia, a fin de encontrar
alguna diferencia. Para ver estas entre SARSCoV-2 y SARS-CoV, se analizaron 297
muestras, disefiandose cebadores en base al secuenciamiento de la primera obtenida
en la provincia de Wuhan, en diciembre de 2019 (NM908947 Wuhan-Hu-1) y de otras
muestras virales NC-004718 SARS-CoV para: 1) ORFlab- gen RdRp en la posicion
15361-15460 nts; 2) gen de la proteina E, posicion 26141-26253 nts; 3) y gen de la
proteina N posicion 28555-28682 nts. Si el alineamiento de los genes indicase
similaridad, las muestras analizadas pertenecerian a la misma familia, a los
betacoronavirus. Por otro lado, las diferencias en las secuencias nucleotidicas
indicarian que se analizan virus diferentes, en este caso, los genes confirmatorios
serian RdRp y N son utilizados como prueba confirmatoria de diferenciacion de una

especie viral frente a otra.

En la actualidad la técnica de Reaccién de Cadena Polimerasa de Transcripcion
reversa en tiempo real (rRT-PCR) esta tan ampliamente utilizada en la identificacion
de los coronavirus que muchos kits estan disponibles en la industria farmacéutica: 1)
PowerChek (Kogene Biotech, Korea), 2) DiaPlexQ (SolGent, Korea), 3) Anyplex
(Seegene, Korea), 4) AccuPower (Bioneer, Korea), 5) LightMix (Roche Molecular
Diagnostics, Switzerland) y 6) (Nanobiosys, Korea). Kim et al., decidieron probarlos
para la deteccion de los genes de las proteinas upE y ORFla en muestras de
hisopados nasofaringeos de muestras de ARN MERS-CoV. Los autores encontraron
gue la sensibilidad y especificidad de los 7 kits para detectar upE y ORFla es del
100%. No se encontré reactividad cruzada con otros virus respiratorios, por lo que se

consideraron adecuados para diagnosticar la infeccion por MERS-CoV (42, 43).
Especificamente, en la deteccion del SARS-CoV-2 como prueba diagnostica se utiliza
la amplificacién de una secuencia conservada de genes virales, fundamentalmente

ORF1l1ab y N. Esta amplificacion es a partir del ARN viral, su conversion a ADN vy el
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uso de cebadores especificos, ademas de una sonda marcada con fluorescencia,
incluida en propios de los kits. En los de rRT-PCR se incluyen cebadores/sondas
especificas, dNTPS, solucién tampodn, polimerasa y retrotranscriptasa en formatos

estables y propios de cada sistema, asi como un control interno para el ensayo.

La técnica de Amplificacion Isotermica Mediada por Buckle (RT-LAMP), al igual que
la RT-PCR amplifica fragmentos especificos de ADN, pero es isotérmica, quiere decir
gque usa una sola temperatura. RT-LAMP también utiliza enzima polimerasa
termoestable, pero es més sensible y especifico. RT-LAMP amplifica el ADN blanco
al punto de permitir una visualizacion directa de la reaccion debida a la liberacion de
pirofosfatos que causan la turbidez. La diferencia con el PCR convencional es que
esta técnica requiere de entre 4 y 6 cebadores. Los cebadores externos F3 y B3
hibridizan con las regiones externas de la secuencia blanco, mientras que los
cebadores internos FIP y BIP poseen secuencias en ambos sentidos que permiten la
formacion de un bucle interno. Los cebadores se diseflan de manera que pueda
reconocer 8 secuencias blanco lo que permite dar especificidad al método. Las
enzimas utilizadas son Bst polimerasa aislada de Bacillus stearothermophilus y Bsm
polimerasa con aislada de Bacillus smithii, ambas con actividad helicasa con una
actividad enzimatica entre 63 y 66 °C, respectivamente. Esta enzima se desnaturaliza
a temperaturas por encima de 70 °C. RT-LAMP es un nuevo método de amplificacién
de ADN potencialmente rapido, preciso y rentable que es utilizado como técnica de
diagndstico clinico, no existe necesidad de equipos sofisticados ni de personal

altamente especializado.

La técnica de RT-LAMP también se usa para detectar a los virus MERS-CoV de varias
cepas de virus respiratorios humanos. Los genes como base para MERS-CoV EMC,
serian la secuencia N y la secuencia ORF1a usando los primers. Por otro lado, la
deteccion de MERS-CoV fue confirmada por Q probe RT-LAMP mediante la
visualizacion de su turbidez y RT-PCR de upE y ORFla. La eficacia de Qprobe RT-
LAMP es comparable con RT-PCR, por lo que estos resultados indican que RT- AMP
puede ser utilizado como una fuerte herramienta diagndstica para la deteccion de

infecciones de MERS-CoV en corto tiempo.

La plataforma de deteccion multiple en forma de arco para la identificacion de blancos

especificos (Arch-shaped multipletarget sensing) puede distinguir patégenos
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emergentes de patdégenos relacionados. Koo et al. disefiaron un nuevo sensor de
multiples blancos en forma de arco, que pueden identificar rapidamente patdgenos
usando amplificacion directa de cada muestra clinica. Esta amplificacion en forma de
arco contiene secuencias iniciadoras siendo proyectada para amplificar rapidamente
varios blancos. Esta plataforma permite la deteccion sensible y especifica del
coronavirus humano MERS-CoV, virus Zika (VZ) y virus Ebola (VE). Mediante esta
técnica también se puede diferenciar de forma simultdnea estos virus de los
coronavirus extraidos de muestras clinicas en un lapso de 20 minutos, lo que permite

gue los diagndsticos sean rapidos, sensibles y precisos.

La técnica de Ensayo inmuno-absorbente ligado a enzimas (ELISA) se ha utilizado en
la deteccion de proteinas de SARS y MERS. Fung et al. identificaron muestras
positivas de MERS-CoV mediante ELISA sandwich, donde el antigeno a identificar fue
la proteina del nucleocapside (NP) de MERS-CoV, se utilizé un anticuerpo monoclonal
(AcM) especifico para el nucleocapside y un AcM secundario conjugado con
peroxidasa de rabano picante, que también reconoce MERS-CoV NP, pero se une a
un epitopo distinto de la proteina de interés. Esta técnica de ELISA tipo sandwich
permite una especificidad mejorada para la nucleocdpside MERS-CoV ya que
combina las especificidades de los dos AcMs, lo que permite diferenciar e identificar
una muestra enriquecida con MERS-CoV de otras muestras de pacientes sanos o
aquellos que contrajeron otras infecciones en las vias respiratorias. La proteina
escogida en estos ensayos, como antigeno, fue la de nucleocapside de MERS-CoV,
porque es un antigeno estructural altamente inmunogénico y abundantemente,

inclusive, mucho mas que la proteina S.

Esta técnica tiene alta especificidad y sensibilidad. Para desarrollarla se cloné y
purific6 una proteina recombinante del nucleoplasma de MERS-CoV marcado con
His6é para generar anti-MERS-CoV-rNP (MAD), los demas reactivos son de uso

comercial.

Las pruebas rapidas seroldgicas son inmunocromatograficas o de inmunoensayo de
flujo lateral (LFIA), que detectan anticuerpos IgM e IgG contra el virus. Se puede
utilizar suero, plasma o sangre total. Una de sus limitaciones es la dificultad de saber
certeramente cuando estos anticuerpos aparecen en la sangre, lo que podria conducir

a un diagnostico falso negativo (44).
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Estas pruebas inmunoldgicas se tendran que realizar en el momento indicado, para
pacientes SARS-CoV-2 positivos, los anticuerpos IgM e 1gG especificos no fueron
observados (40%) dentro de la primera semana de la infeccion, esto se evidencié
(100.0%) en el dia 15 (45).

Los ensayos de aglutinacion inmunomagnética (IMA) son meétodos recientemente
desarrollados que utilizan particulas magnéticas recubiertas con moléculas de captura
(por ejemplo, anticuerpos, ligandos, nucleétidos) que se unen especificamente al
biomarcador diana, formando grupos que permiten la deteccion. Se han desarrollado
diferentes ensayos para la deteccion de patdégenos, moléculas pequefas y proteinas.
Estos métodos son faciles de usar y pueden mejorar la sensibilidad y el tiempo a los
resultados de los métodos clasicos como ELISA. Se ha desarrollado un ensayo para
detectar los anticuerpos contra SARS CoV-2 basado en tecnologia IMA y en

nanoparticulas (46, 47).

Una prueba de diagnéstico rapida y confiable para las infecciones por SARS CoV-2
contribuiria a un mejor manejo del paciente y seria util para los programas de vigilancia

con el fin de monitorear la transmision local del virus (48).

Los ensayos inmunomagnéticos, en particular, se refieren a la identificacion del analito
diana (por ejemplo, antigeno o anticuerpo) a través de restos de captura (es decir,
anticuerpos, antigenos, ligandos, nucle6tidos) conjugados sobre la superficie de
particulas magnéticas. Especificamente, los restos de captura detectan el objetivo
deseado (es decir, biomarcador de proteina, ADN, ARN) para la posterior separacion
de la solucién restante mediante un simple iman y, en consecuencia, para varios

meétodos de analisis (49-50).

La naturaleza simple y no invasiva de este método continda permitiendo el uso
generalizado de particulas magnéticas. Ademas, la alta relacién superficie-volumen
de estas confiere una probabilidad correspondientemente alta de interaccién con el
gue se dirigen a biomarcadores y, en esencia, aumenta la eficiencia del sistema (51).
La estabilidad de las particulas en varios entornos quimicos trabaja para aumentar

aun mas su uso en una amplia gama de aplicaciones (52).

Ademas, la tridimensionalidad de las particulas en solucion se puede utilizar para

aumentar la eficiencia de recoleccion y separacion de biomarcadores; el uso de kits
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de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) convencionales, por otro lado,
esta limitado por su enfoque bidimensional para la seleccién de biomarcadores. Por
altimo, las particulas magnéticas a menudo se funcionalizan en la superficie y se
conjugan con otros nanomateriales, incluidas particulas de oro, puntos cuanticos y
nanocajas de proteinas, para generar una plataforma para la cuantificacién altamente

sensible de biomarcadores (53 — 55).

El diagndstico de enfermedades debe ser rapido, preciso y verséatil. Para reflejar tales
necesidades, los desarrollos actuales dentro de los ensayos inmunomagneticos
incluyen la deteccién simultdnea de multiples biomarcadores y el uso de dispositivos

a micro/ nanoescala para minimizar el volumen de muestra.

Los medios convencionales de ensayos inmunomagnéticos de microfluidos implican
el uso de un iman simple para separar y recolectar particulas magnéticas unidas a
biomarcadores desde dentro de un canal de microfluidos que contiene, tanto
biomarcadores como particulas magnéticas conjugadas con restos de captura (56—
58).

Para una deteccion precisa del biomarcador, la solucién de prueba debe estar bien
mezclada dentro del canal de microfluidos. En consecuencia, se han desarrollado
ensayos inmunomagnéticos microfluidicos mejorados para abordar el problema de la
no mezcla inducida por flujo laminar, un fenébmeno cominmente observado en

ensayos convencionales de este tipo.

Por ejemplo, Sasso et al. demostraron la capacidad de detectar el factor de necrosis
tumoral a e interleucina-6 colocando un iman en la uniéon de dos entradas para la
solucion de biomarcadores y particulas magnéticas funcionalizadas. Aqui, el iman
trabaja para asegurar una mezcla completa de los dos mediante la aplicacién de una
fuerza magnética perpendicular al flujo de la solucién de prueba (59, 60).

Kim et al. mejoraron alin mas el ensayo conservando el mismo sistema de entrada y
modificando las salidas para incluir un iman para la separacion y purificacion del
biomarcador objetivo en una salida y la solucion restante de proteina no objetivo en
otra (61).
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Ademas de garantizar una mezcla uniforme, los ensayos de microfluidos también
debe poder preservar el microambiente de deteccidn. Para satisfacer estas
necesidades, se han propuesto ensayos inmunomagnéticos de microfluidos que
utilizan gotitas para encapsular tanto las particulas magnéticas funcionalizadas como

los reactivos en un Unico microambiente (62 — 66).

Dichos ensayos de microfluidos de gotitas son ventajosos en su capacidad para
mantener un microambiente estable dentro de la gotita, minimizar la adsorcion
superficial del biomarcador diana en las paredes del canal y prevenir la propagacion
de contaminantes inducida por difusion y las fluctuaciones en la concentracién de
reactivo. Sin embargo, la falta de reconfigurabilidad, debido al formato de flujo
continuo basado en canales y sus problemas de obstruccion siguen siendo
obstaculos. Por tanto, se necesita la capacidad de controlar y manipular las gotitas.
Sista et al., por ejemplo, detectaron interleucina-6 dentro de las gotas, seguido de la
eliminaciéon del exceso de sobrenadante, lavado de particulas magnéticas y

resuspension de particulas dentro de cada gota (67).

Las particulas magnéticas también se utilizan junto con los canales de microfluidos.
Por ejemplo, las particulas magnéticas se utilizan como soporte sélido mediante su
inmovilizacién sobre los canales de microfluidos.39 La relacion superficie-volumen
aumentada y, por lo tanto, la sensibilidad amplificada, junto con la alta
reproducibilidad, presentan ventajas adicionales que han sido utilizadas por otros (68
- 71).

En otro ejemplo, las particulas con codigo de barras segmentadas en dos partes para
la deteccidon del biomarcador y las sefiales fluorescentes se utilizan junto con dos
canales microfluidicos a través de los cuales fluye la muestra (72). Dichos métodos
utilizan cantidades minimas de reactivo y son capaces de detectar biomarcadores
multiplexados.

Definicién de términos basicos

SARS-CoV-2: Nueva mutacion del grupo de coronavirus humano el cual se asemeja
al SARS-CoV aparecido por primera vez en China en el afio 2002. Actualmente, el
SARS-CoV-2 es el responsable de la pandemia originada desde principios del 2020.
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COVID-19: Es el nombre de la enfermedad producida por el nuevo coronavirus SARS-
CoV-2.

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

anticuerpo.

Inmunomagnético: Se basa en el uso de nanoparticulas magnéticas recubiertas con

anticuerpos o antigenos especificas para un determinado microorganismo.

Cromatografia de flujo lateral: Se basa en la reaccion antigeno-anticuerpo, en la

cual uno de ellos esta unido a una membrana de nitrocelulosa.

Nanoclusters: Son pequefios nUmeros de atomos que se componen de uno o varios

elementos que exhiben propiedades electrénicas atractivas, quimicas y opticas.

Lectura optomagnética: En este sistema la lectura se realiza con un laser; para leer
esta informacion la luz que se utiliza es de menor intensidad; cuando este haz pasa

por el material a examinar su plano de polarizacién gira debido al efecto Faraday.

Disco de microfluidos: Contiene una centrifuga microfluidica que permite la

separacion, dilucion y mezcla del plasma.

En este estudio no se plantea una hipotesis de trabajo.
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lIl. METODOLOGIA

Disefio metodolégico

Investigacion de enfoque cuantitativo. Segun la intervencion del investigador,
experimental; segun el alcance, analitica; segun el niumero de mediciones de lao las
variables de estudio, transversal y, segun el momento de recoleccion de datos,

prospectiva.

Disefio muestral

Poblacién universo

Trabajadores de Laboratorios Ravettino e. i. r. I. empresa de fabricacion de
caramelos medicinales, y Corporacion ICASA, empresa constructora; ambos

ubicados en la ciudad de Lima.

Poblacion de estudio
El total de los trabajadores de Laboratorios Ravettino e. i. r. I. y Corporacion ICASA.

Criterios de elegibilidad

Inclusién

Trabajadores que hayan tenido o no diagnéstico previo de COVID-19:
- mayores de 18 afos.
- con o sin diagndstico previo de COVID-19,
- con o sin comorbilidades.

Exclusién

Trabajadores que hayan tenido o no diagndstico previo de COVID-19:
- menores de 18 afios,

- que no firmaron el consentimiento informado.

Tamafno de la muestra

Se incluyeron, en este estudio, a 141 individuos, trabajadores activos de
Laboratorios Ravettino y Corporacion ICASA, de ambos sexos, entre 18-75 afios,
con o sin diagnostico previo de COVID-19, que consientan voluntariamente a

participar en este estudio.

Muestreo o selecciéon de la muestra
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La muestra lo constituye el total de trabajadores voluntarios que cumplen los criterios

de inclusion.

Técnicas y procedimiento de recoleccién de datos

Los trabajadores voluntarios de ambas empresas, que cumplieron con los criterios de
inclusion (141 voluntarios), fueron invitados a participar en esta investigacion. Para
ello, fueron citados individualmente a una oficina de la instalacion y se les explico
detalladamente el objetivo, su importancia y en qué consistiria su aporte voluntario.
Asi mismo, se les brind6 la facilidad de revisar el formulario de Consentimiento
Informado donde se detallan las caracteristicas del estudio, y se menciona
explicitamente como se protegera su privacidad. Se les dio la facilidad de tomar la

decisién de participar en ese momento o de adoptar la decision posteriormente.

Una vez firmado el Consentimiento Informado, se procedi6 a la toma de la muestra. A
los individuos enrolados en el estudio se les extrajeron, por venopuncion, 5ml de
sangre venosa, mediante el uso de un tubo colector sin anticoagulante. Para este
procedimiento se cumplio con lo establecido en la resolucion 448-2020-Minsa, referida
al uso de implementos de seguridad por parte del personal que tomé las muestras.
Ademas, a cada paciente se le midio la temperatura para cumplir con el reglamento

establecido.

En cuanto al traslado de muestras, se gestionaron los permisos requeridos para este
fin y se siguieron las medidas de bioseguridad indicadas por el Instituto Nacional de
Salud, segun la NTS N.° 153-MINSA/2019/INS: "Norma Técnica de salud sobre
Preparaciéon, Embalaje y Documentacion para el Transporte Seguro de Sustancias”.
Las muestras se trasladaron desde las instalaciones de ambas empresas hasta la
Facultad de Medicina Humana de la USMP. Especificamente, fueron procesadas,
almacenadas y evaluadas en el Centro de Investigacion de Infectologia e Inmunologia
(CENINII).

Para el aislamiento del suero, las muestras fueron centrifugadas a 1500rpm, durante
10 minutos. El suero se colectd con una pipeta automatica y se almacené a 4 °C, en
viales correctamente identificados, segun el codigo asignado a cada paciente. Se
procedio a detectar la presencia de Acs. Anti-SARS-CoV-2, en un plazo no mayor a
48h. Con cada suero se realiz6 un inmunoensayo de flujo lateral (NADAL COVID 19
IgG/IgM test), y un ensayo inmunomagnético IMA (VIROTRACK SERO COVID-19
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IgA+IgM/IgG Ab, Blusense Diagnostic), como prueba de referencia se usé el método
de Electroquimioluminescencia, ECLIA COVID-19 (Linfotronic Technology Co, China),
siguiendo en cada caso las indicaciones del fabricante. La muestra remanente se
almacend, en dependencia de lo que haya indicado el participante al momento de

firmar el Consentimiento Informado (consentimiento de uso ampliado).

Procesamiento y andlisis de datos

Se calcularon la sensibilidad, la especificidad, las razones de probabilidad y los
valores de concordancia para todos los métodos utilizados, asi como para el método
comparador. La sensibilidad se calculé6 como verdaderos positivos/ (verdaderos
positivos + falsos negativos) y la especificidad como verdaderos negativos/
(verdaderos negativos + falsos positivos). El intervalo de confianza para la sensibilidad
y la especificidad se calcul6 utilizando el método de puntuacion de eficiencia descrito
por Newcomb con base en el procedimiento detallado por Wilson. Las razones de
probabilidad indican el aumento o la disminuciébn de la probabilidad de una
enfermedad para los resultados de la prueba dados y se calcularon de la siguiente
manera: razon de probabilidad positiva (LR +) = sensibilidad / (1-especificidad); razén
de verosimilitud negativa (LR-) = (1-sensibilidad) / especificidad) e interpretada segun
Hayden et al. El coeficiente Kappa, una medida de la concordancia no aleatoria,

también se calcul6 e interpret6 siguiendo los criterios de Landis y Koch.

Aspectos éticos

El presente estudio se realizé bajo la aprobacion del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la FMH-USMP. El reclutamiento de los participantes se realizd
posterior a que estos firmen su consentimiento para participar en el estudio. El manejo
de la informacion de los pacientes fue de manera andénima, con cdédigos de
identificacion que no fueron revelados en ninguna fase de la investigacién, incluyendo

la divulgacion de los resultados.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Distribucion de la poblacion de estudio segun sexo

. . Porcentaje
Sexo Frecuencia Porcentaje
acumulado
Masculino 77 54.6 54,6
Femenino 64 454 100,0
Total 141 100,0

La tabla 1 exhibe que el 54.6% (77/141) de las muestras pertenece a poblacién de
sexo masculino.

Tabla 2. Distribucion de la poblacion de estudio segun edad

Edad Frecuencia Porcentaje Porcentaje
acumulado
<=29 47 33,3 33,3
30-41 61 43,3 76,6
42 - 53 20 14,2 90,8
54+ 13 9,2 100,0
Total 141 100,0

La tabla 2 evidencia que el 33.3% (47/141) de las muestras pertenece a poblacién

joven.
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Figura 1. Distribucién de la poblacion de estudio segun edad

El figura 1 indica que la edad media de la poblacion a la que pertenecen las
muestras fue de35.45 afos.

Sexo
401
W Masculing
[E Femenino

Recuento

<=29 30-4 42-33

Edad (agrupado)

Figura 2. Distribucién de la poblacién de estudio segun edad

El grafico 2 muestra que el sexo masculino predominé en la mayoria de los grupos

etarios, con excepcion de los mayorees de 54 afios.
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Tabla 3. Distribucion de la poblacion de estudio segun comorbilidades

Comorbilidad Frecuencia Porcentaje Porcentaje
acumulado
No 135 95,7 95,7
Asma 1 v 96,5
Diabetes 1 v 97,2
Hipertension arterial 2 1,4 98,6
Hepatopatia 1 v 99,3
Hipotiroidismo de Hashimoto 1 v 100,0
Total 141 100,0

La tabla 3 indica que el 95.7% (135/141) de las muestras pertenece a poblacion sin

comorbilidades.

Tabla 4. Resultado de pruebas segun sexo (IgM)

IEFL IgM IMA IgM ECLIA IgM
Sexo No
React. React. Pos. Neg. Pos. Neg.
Masculino 429% 552% 429% 55.9% 30.0% 56.5%
Femenino 57.1% 448% 57.1% 44.1% 70.0% 43.5%
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Latabla 4 sefiala un mayor porcentaje de positividad en el género

femenino paratodas

las pruebas evaluadas relacionada a la IgM, la captacion de la positividad fue mayor

por el método ECLIA.

Tabla 5. Resultado de pruebas segun sexo (IgG)

IEFL IgG IMA IgG

ECLIA 1gG

Sexo

React. No React. Pos. Neg. Pos. Neg.

Masculino 48.6%  56.6% 48.4% 56.4% 41.9% 60.2%
Femenino 51.4%  43.4% 51.6% 43.6% 58.1% 39.8%
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100%

La tabla 5 muestra un mayor porcentaje de positividad en el género femenino para

todas las pruebas evaluadas relacionadas a la IgG; con el método ECLIA, fue mayor

la captacion de positividad.
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Tabla 6. Resultado de pruebas segun edad (IgM)

IEFL IgM IMA IgM ECLIA IgM

Edad

React. No React. Pos. Neg. Pos. Neg.
<=29 0.0% 35.1% 7.1% 36.2% 30.0%  33.6%
30-41 71.4% 41.8% 85.7% 38.6% 60.0% 42%
42 - 53 14.3% 14.2% 0.0% 15.7% 0.0% 15.3%
54+ 14.3% 9.0% 7.1% 9.4% 10.0% 9.2%
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100%

La tabla 6 presenta que el mayor porcentaje de positividad a la IgM se observa en el
grupo de 30 a 41 afos, la captacion de positividad fue mayor, en este grupo, con IMA.
El método IEFL no captdé ningun positivo en el grupo de menores de 29 afios

comparado con los otros.

Tabla 7. Resultado de pruebas segun edad (IgG)

IEFL 1IgG IMA 1gG ECLIA IgG
Edad React. No Pos. Neg. Pos. Neg.
React.
<=29 31.4% 34.0% 38.7% 31.8% 34.9% 32.7%
30-41 543% 39.6% 452% 42.7% 53.5% 38.8%
42 - 53 5.7% 17.0% 6.5% 16.4% 4.7% 18.4%
54+ 8.6% 9.4% 9.7% 9.1% 7.0% 10.2%
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100%

La tabla 7 indica que el mayor porcentaje de positividad a la IgG se observa en el
grupo de 30 a 41 afios, fue mayor la captacién de positividad en este grupo por el

método IEFL muy similar con los otros.

Tabla 8. Resultado de pruebas segun comorbilidad (IgM)

IEFL IgM IMA IgM ECLIA IgM
Comorbilidad React. Relz\laoct. Pos. Neg. Pos. Neg.
No 100.0% 95.5% 92.9% 96.1% 100% 95.4%
Asma 0.0% 0.7% 0% 0.8% 0.0% 0.8%
Diabetes 0.0% 0.7% 0% 0.8% 0.0% 0.8%
Hipertension arterial ~ 0.0% 1.5% 0% 1.6% 0.0% 1.5%
Hepatopatia 0.0% 0.7% 7.1% 0% 0.0% 0.8%

H|pot!r0|d|smo de 0.0% 07%  0.0% 0.8% 0.0% 0.8%
Hashimoto

Total 100% 100%  100% 100% 100% 100%
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La table 8 muestra la mayor positividad a IgM en voluntarios con antecedentes de

hepatopatia captado por el método IMA.

Tabla 9. Resultado de pruebas segin comorbilidad (IgG)

IEFL IgG IMA IgG ECLIA IgG
Comorbilidad React. No Pos. Neg. Pos. Neg.
React.
No 97.1% 95.3% 96.8% 955% 97.7% 94.9%
Asma 0.0% 0.9% 0.0% 0.9% 0.0% 1.0%
Diabetes 0.0% 0.9% 0.0% 0.9% 0.0% 1.0%
Hipertension arterial 0.0% 1.9% 0.0% 1.8% 0.0% 2.0%
Hepatopatia 29% 0.0% 3.2% 0.0% 2.3% 0.0%
Hipotiroidismo de Hashimoto 0.0% 0.9% 0.0% 0.9% 0.0% 1.0%
Total 100% 100% 100%  100% 100% 100%

La tabla 9 expresa la mayor positividad a IgG en voluntarios con antecedentes de

hepatopatia captado por todos los métodos evaluados.

Tabla 10. Comparacion de métodos. ECLIA vs. Inmuno-ensayo magnético (Ig M)

Inmuno-ensayo ECLIA IgM

" Total
magnético (Ig M) Positivo Negativo
Reactivo 4 3 7
No Reactivo 6 128 134
Total 10 131 141

Sensibilidad = 40.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente a
los casos verdaderamente positivos, es decir, detectar correctamente que la
presencia de enfermedad es muy baja.

Especificidad = 98.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente
los casos verdaderamente negativos, es decir, detectar correctamente que la
ausencia de enfermedad es alta (sanos).

VPP = 56.9%; porcentaje de casos clasificados como positivos por ECLIA
respecto al total de casos positivos segun Inmuno-ensayo magnético

VPN = 96.0%; porcentaje de casos clasificados como negativos por ECLIA
respecto al total de casos negativos segun Inmuno-ensayo magnético.
Cociente de probabilidad para un test positivo (LR+) = 20

Cociente de probabilidad para un test negativo (LR-) = 0.61
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- Prior Odds =0.08; Probabilidad pretest =7.0%
- Post Odds+ = 1.53; Probabilidad posttest+ = 60.0%
- Post Odds- = 0.57; Probabilidad posttest- = 36.0%

La tabla 10 exhibe un desempefio mayor de IMA (IgA-M) en las variables de
especificidad y VPN (98% - 96%)).

Tabla 11. Comparacion de métodos. ECLIA vs. Inmuno-ensayo magnético (Ig G)

Inmuno-ensayo ECLIA IgG
" — . Total
magnetico Positivo Negativo
Reactivo 33 2 35
No Reactivo 10 96 106
Total 43 98 141

- Sensibilidad = 77.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente a
los casos verdaderamente positivos, es decir, detectar correctamente que la
presencia de enfermedad es moderada.

- Especificidad = 98.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente
los casos verdaderamente negativos, es decir, detectar correctamente que la
ausencia de enfermedad es alta (sanos).

- VPP = 94.0%; porcentaje de casos clasificados como positivos por ECLIA
respecto al total de casos positivos seglin Inmuno-ensayo magnético

- VPN = 91.0%; porcentaje de casos clasificados como negativos por ECLIA
respecto al total de casos negativos segin Inmuno-ensayo magnético.

- Cociente de probabilidad para un test positivo (LR+) =38.5

- Cociente de probabilidad para un test negativo (LR-) =0.23

- Prior Odds = 0.44; Probabilidad pretest = 31.0%

- Post Odds+ = 16.89; Probabilidad posttest+ = 94.0%

- Post Odds- =0.16; Probabilidad posttest- = 14.0%

La tabla 11 muestra un desempefio mayor de IMA (IgG) en las variables de
sensibilidad y especificidad (77% - 98%), asi como el VPP y VPN (94% - 91%),

respectivamente.
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Tabla 12. Comparacion de métodos. ECLIA vs. Inmuno-ensayo de flujo lateral (Ig M)

Inmuno-ensayo de ECLIA IgM Total
flujo lateral Positivo Negativo
Positivo 2 12 14
Negativo 8 119 127
Total 10 131 141

Sensibilidad = 20.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente a
los casos verdaderamente positivos, es decir, detectar correctamente que la
presencia de enfermedad es baja.

Especificidad = 91.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente
los casos verdaderamente negativos, es decir, detectar correctamente que la
ausencia de enfermedad es alta (sanos).

VPP = 14.0%; porcentaje de casos clasificados como positivos por ECLIA
respecto al total de casos positivos segun Inmuno-ensayo de flujo lateral

VPN = 94.0%; porcentaje de casos clasificados como negativos por ECLIA
respecto al total de casos negativos segun Inmuno-ensayo de flujo lateral.
Cociente de probabilidad para un test positivo (LR+) =2.22

Cociente de probabilidad para un test negativo (LR-) = 0.88

Prior Odds = 0.08; Probabilidad pretest = 7.0%

Post Odds+ = 0.17; Probabilidad postest+ = 15.0%

Post Odds- = 0.82; Probabilidad postest- = 45.0%

La tabla 12 muestra un desempeiio muy bajo de IEFL (IgM) respecto a ECLIA en las

variables de especificidad y VPP (20% - 14%), respectivamente.

Tabla 13. Comparacion de métodos. ECLIA vs. Inmuno-ensayo de flujo lateral (Ig G)

Inmuno-ensayo de ECLIA IgG
: Total
flujo lateral (Ig G) Positivo Negativo
Positivo 26 5 31
Negativo 17 93 110
Total 43 98 141

Sensibilidad = 60.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente a
los casos verdaderamente positivos, es decir, detectar correctamente que la

presencia de enfermedad es moderada.
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- Especificidad = 95.0%; la capacidad de la prueba de clasificar correctamente
los casos verdaderamente negativos, es decir, detectar correctamente que la
ausencia de enfermedad es alta (sanos).

- VPP = 84.0%; porcentaje de casos clasificados como positivos por ECLIA
respecto al total de casos positivos segun Inmuno-ensayo de flujo lateral

- VPN = 85.0%; porcentaje de casos clasificados como negativos por ECLIA
respecto al total de casos negativos segun Inmuno-ensayo de flujo lateral.

- Cociente de probabilidad para un test positivo (LR+) =12

- Cociente de probabilidad para un test negativo (LR-) =0.42

- Prior Odds =0.44; Probabilidad pretest =31 %

- Post Odds+ =5.27; Probabilidad postest+ =84 %

- Post Odds- =0.29; Probabilidad postest- =22 %

La tabla 13 sefiala un desempefio mayor de IEFL (IgG) en la variable de especificidad
(95%).

Tabla 14. Resumen. ECLIA vs. Inmuno-ensayo magnético (IgM)

Prueba ECLIA (IgM)
Inmuno-ensayo magnéticoSensibilidad 40%
(IgM) Especificidad 98%

VPP 56.9%

VPN 96%

ECLIA (IgG)
Inmuno-ensayo magnéticoSensibilidad 7%
(IgG) Especificidad 98%
VPP 94%
VPN 91%

La tabla 14 indica valores altos de desempefio en IMA IgA-M/G, en las variables

medidas al combinar el total de la Igs.
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Tabla 15. Resumen. ECLIA vs. Inmuno-ensayo de flujo lateral

Prueba ECLIA (IgM)
Inmuno-ensayo de flujoSensibilidad 20%
lateral (IgM) Especificidad 91%
VPP 14%
VPN 94%

ECLIA (IgG)
Inmuno-ensayo de flujoSensibilidad 60%
lateral (I9G) Especificidad 95%
VPP 84%
VPN 85%

La tabla 15 muestra valores bajos de desempefio en el método IEFL IgM y mejores

valores en cuanto a la IgG.
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V. DISCUSION

A mas de un afio de la actual pandemia, se hace indispensable contar con métodos de
diagnostico y seguimiento mas eficaces, capaces de ser realizados sin la complejidad
de los laboratorios de alto nivel de seguridad biologica.

La ultima década ha experimentado un rapido crecimiento en la aplicacion de
herramientas magnéticas para aplicaciones bioldgicas y biomédicas. Los avances
recientes en materiales magnéticos y nanotecnologias han transformado los métodos de
diagndstico actuales a nanoescala y han llevado el limite de deteccion al diagndstico de

enfermedades en etapa temprana.

Las diversas plataformas tecnoldgicas nos van ofreciendo estas alternativas y es por ello
gue se decide comparar el método mas reciente, el ensayo inmunomagnético versus el
meétodo de inmunocromatografia de flujo lateral, mas conocida como “prueba rapida” y
la de mayor difusion y uso a pesar de los altos valores negativos positivos que presenta

en la actualidad.

Al analizar Pietschmann J (18) pruebas de diagndstico seroldgico para el SARS-CoV-
2, destac6 que los ensayos de flujo lateral tienen un gran potencial para realizar
pruebas de anticuerpos in situ de forma répida y sencilla, pero carecen de
especificidad, sensibilidad o posibilidad de realizar mediciones cuantitativas, para ello
se comparé el nuevo método de inmunodeteccion magnética (IMA) con ELISA
estandar; se encontré6 que la inmunodeteccion magnética resultdé en una mayor
sensibilidad y un rango de deteccién mas amplio y fue cuatro veces mas rapido. En la
presente investigacion, la comparacion realizada de IMA fue con ECLIA, se hallaron
resultados similares, que permitieron un enfoque rapido y facil, muy adecuado para

mediciones en el punto de atencion y sin costosos equipos de laboratorio.

En el estudio de Moeller ME (20), realizado para comparar IMA, ELISAy PCR, en 35
muestras de plasma de pacientes con COVID-19 (29), 82,9% fueron positivas para
IgA / IgM o 1gG por IMA y 29 muestras (82,9%) fueron positivas por ELISA. La
sensibilidad para una sola muestra por paciente fue 68% para IgA + IgM y 73% I1gG

por IMA'y 73% por ELISA. Para las muestras recolectadas 14 dias después del inicio
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de los sintomas, la sensibilidad tanto de IMA como de ELISA fue de alrededor del
90%. La especificidad de la IMA alcanz6 el 100% en comparacion con el 95% para
ELISA IgA y el 97,5% para ELISA 1gG. En nuestra investigacion, se midié el
desempeiio entre IMA y ECLIA (prueba referencial). La sensibilidad y especificidad de
IMA (IgA+IgM) es mucho mayor (40% - 98%) al comparar con la prueba rapida (IgM,
20% - 91%)), teniendo en cuenta que la IgM es el marcador de la fase viral, por lo tanto,
de la infeccion todavia activa, la prueba IMA en este aspecto resulta prometedora mas
aun al estar también ligada a una inmunoglobulina especifica de mucosa y precoz en
su aparicion como es la IgA, fundamental en las invasiones infecciosas de las
mucosas como es la respiratoria en este caso. Este aspecto es fundamental en la
captacion de infectados y contactos en la comunidad, asi como el estadiaje de las

fases de infeccion en pacientes hospitalizados.

El desempefio de la IgG, en cuanto a la sensibilidad y especificidad de IMA (IgG) es
mucho mayor (77% - 98%) al comparar con la prueba rapida IEFL (IgG, 60% - 95%),
teniendo en cuenta que la IgG es el marcador de la fase convaleciente, por lo tanto,
de la infeccion inactiva o el recuerdo de ella, la prueba IMA, en este aspecto, resultd
mucho mas sensible y especifica en la captacion de pacientes con un real conteo en
la produccién de IgG circulante, siendo este aspecto fundamental para el seguimiento

de pacientes Covid-19, tanto en la comunidad como pacientes hospitalizados.

Al comparar el desemperio del total de inmunoglobulinas usando los ensayos de IMA,
teniendo como prueba de referencia o comparador a la técnica ECLIA, la sensibilidad
y especificidad de IMA (IgA+IgM/IgG) es del 76% y el 97% respectivamente; mientras
gue para la Prueba Réapida (IgM/IgG) es del 62% y el 91%, respectivamente. La
deteccion es potencialmente mayor cuando se combinan los resultados de ambas Igs,

y si se aflade IgA, mejoraria ain mas.
En las pruebas IMA usando el cartucho ViroTrack se observa un mejor desempefio

de esta combinacion, evidenciandose su potencialidad en la variable de la

sensibilidad.
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En cuanto a otras variables estadisticas de evaluacion de desempefio de las pruebas
diagnosticas, el Valor Predictivo Positivo (VPP), que es el porcentaje de clasificados
como positivos respecto del total de casos positivos, para IMA estaria alrededor del
92%, mientras que, para la prueba rapida —IEFL- estaria alrededor del 76%; se
demuestra asi la mayor captacion de infectados a SARS CoV-2. Respecto al Valor
Predictivo Negativo (VPN), que es el porcentaje de clasificados como negativos
respecto al total de casos negativos, IMA muestra un VPN alrededor del 89%, mientras
que la prueba rapida IEFL un 84%; de esta manera, IMA mejora la captacién de falsos

negativos en los muestreados.

35



VI. CONCLUSIONES

IMA como técnica para la deteccion de anticuerpos anti- SARS CoV-2 presenta un
perfil de sensibilidad y especificidad superior a la prueba rapida por el método de

inmunocromatografia de flujo lateral.

IMA como técnica para la deteccion de anticuerpos anti- SARS CoV-2 presenta un

perfil de sensibilidad y especificidad comparable a la prueba ECLIA.

IMA incorpora la IgA especifica de mucosa para ampliar el rango de tiempo precoz
en la deteccion de anticuerpos anti- SARS CoV-2.

IMA presenta mayor porcentaje de captacion de pacientes falso negativos

comparada con las pruebas rapidas.

IMA, para COVID-19, es una prueba rapida y facil de usar en el punto de atencién

sin necesidad de contar con mayor maquinaria de laboratorio.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar incrementando las investigaciones comparativas con IMA como
plataforma seroldgica cuantitativa en SARS CoV-2.

Difundir la plataforma IMA como un método réapido y eficaz a ser utilizado por su
ventaja de portabilidad en lugares con laboratorio de nivel basico.

Incluir la plataforma IMA en el SISCOVID de reporte a Minsa.

Incluir su uso a nivel hospitalario para monitoreo de anticuerpos anti-SARS CoV-2
en el manejo del paciente Covid-19.
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Anexo 1. Instrumentos de recoleccién de datos

XOS

FICHA DE INVESTIGACION CLiNICO-EPIDEMIOLOGICA
COVID-19

|. DATOS GENERALES

1. Fecha:

2. Lugar de trabajo:

Il. DATOS DEL PACIENTE

3. Apellidos y nombres:

5. Edad:
7. N° DNI:

4. Fecha de nacimiento: / /

6. Sexo: |:|Masculino |:|Femenino

INFORMACION DEL DOMICILIO DEL PACIENTE

8. Direccion de residencia actual:

N° Teléfono:

Pais: Provincia:

Distrito:

Il. CUADRO CLINICO

9. Sintomatico:
10. Hospitalizado: [__ISi

e

11. Sintomas:
Fiebre/escalofrio
Malestar general
Tos
Dolor de garganta
Congestion nasal
Otros, especificar:

Diarrea
Nauseas/vémitos
Cefalea
Irritabilidad/confus

Dificultad respiratoria

[ INo

|:|DOIor Marque todos los que aplica:
() Muscular () Pecho
() Abdominal () Articulaciones

ién




12. Condiciones de comorbilidad

Embarazo (Trimestre: ) Pos parto (< 6 semanas)
Enfermedad cardiovascular (incluye hipertension) Inmunodeficiencia (incluye VIH)
Diabetes Enfermedad renal

Enfermedad hepéatica Dafio hepatico

Enfermedad crénica neurolégica o neuromuscular Enfermedad pulmonar crénica
Otros, especificar: Céancer

IV. Informacion de viaje y exposicion

13.0cupacion
Estudiante Trabajador de salud
Trabaja con animales Otros, especificar:
Trabajador de salud en laboratorio

14. ¢ Ha viajado 14 dias antes a zonas de riesgo de COVID 19? |:|Si DNO |:|Desconocido

15.Si la respuesta es Si, especifique los lugares a los que el paciente viajo:

Pais Ciudad
1

2
3

16. ¢ Ha visitado algun establecimiento de salud en los 14 dias previos por sintomas respiratorios?
Si d No |:|Desc0nocido

17. ¢Ha tenido contacto cercano con una persona con infeccion respiratoria aguda en los 14 dias
previos? Sila respuesta es si, marque segun corresponda:

Entorno de salud Entorno familiar |:|Lugar de trabajo
Desconocido Otros, especifique:

18. ¢ Ha tenido contacto con un caso confirmado o probable en los 14 dias previos?
Si |:] No |:]Desconocido
Si la respuesta es si, liste los datos de los casos confirmados o probables:
Caso 1:

Caso 2:

Caso 3:
Si la respuesta es si, marque el entorno, segln corresponda:

EEntorno de salud EEntorno familiar |:|Lugar de trabajo

Desconocido Otros, especifique:

Si la respuesta es si, registre el pais/departamento/localidad de exposicion:

V. LABORATORIO (Para ser llenado por laboratorio)

19. Fecha de toma de muestra: / /

20. Tipo de muestra: 21. Tipo de prueba:

22. Fecha de resultado de laboratorio: / /




Anexo 3. Consentimiento informado
PROTOCOLO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE TESIS:

“Estudio comparativo de dos técnicas inmunoldgicas para la deteccibn de anticuerpos
anti-SARS-CoV-2”

NOMBRE: EDAD:

FECHA:

Por medio del presente documento acepto participar voluntariamente en la investigacion:

Estudio comparativo de dos técnicas inmunoldgicas para la deteccion de anticuerpos
anti-SARS-CoV-2.

Hago constar que se me ha informado claramente en qué consiste mi aporte al proyecto.

Estoy consciente que mi participacion implica la donacién voluntaria de sangre. Estoy
informado de las condiciones en que se me tomara la muestra y de los riesgos que implica,
asi como, que no interfiere con ningun tratamiento que recibiré para mi enfermedad.

Si al finalizar la investigacion hubiera muestras mias restantes, yo [ ] AUTORIZO / [] NO
AUTORIZO a que sean almacenadas para ser empleadas en proyectos de investigacion
futuros.

DNI: e, indice derecho

Fecha: ...ccooovvvveeeiiiiiie



