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RESUMEN

Ante la actual pandemia de COVID-19, la Organizacién Mundial de la Salud ha
declarado la posibilidad de que la infeccion con SARS-CoV-2 se vuelva endémica a nivel
mundial. Ante ello, y sumado a que la patologia de esta enfermedad puede presentarse de
manera asintomatica, se hace necesaria la implementacidn de métodos de diagndstico
seroldgicos robustos y que para el caso de nuestro pais, permitan inclusive su
discriminacién de entre otras enfermedades con manifestaciones respiratorias vy
sistémicas similares, tales como la influenza o inclusive, el dengue. Por ello, proponemos
el desarrollo de un método multiplexado para la deteccién de anticuerpos en suero de
individuos expuestos a SARS-CoV-2 y a otros patdgenos virales, mediante la plataforma
XxMAP.

ANTECEDENTES

En diciembre de 2019, un nuevo coronavirus (CoV) surgié en China generando una
enfermedad respiratoria aguda conocida como COVID-19. El virus fue identificado como
un betacoronavirus relacionado con el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV), por lo tanto, fue llamado SARS-CoV-2. En menos de dos décadas, este virus es
el tercer coronavirus conocido que cruza la barrera de especies y causa graves infecciones
respiratorias en los seres humanos después del SARS-CoV en 2003 y el sindrome
respiratorio del Oriente Medio en 2012 (MERS), presentando una propagacién sin
precedentes en comparacién con los dos anteriores.

Debido al rapido aumento del nimero de casos sin control y con una amplia
diseminacién a nivel mundial, la OMS ha declarado el SARS-CoV-2 como pandemia. Desde
finales del 2019, el virus ha infectado a mdas de 4 millones de personas en mas de 120
paises, donde cerca del 7% tuvo un desenlace fatal. El analisis del genoma del SARS-CoV-2
mostrd que este virus es levemente diferente al virus SARS-CoV y al virus MERS-CoV, pero
los ORFs funcionalmente importantes: ORFla y ORF1lb y las principales proteinas



estructurales como las proteinas espicula (S), membrana (M), envoltura (E) y
nucleocapside (N) estan bien anotadas.

Se reconoce que cuatro proteinas estructurales son esenciales para el ensamblaje
de los viriones y la infeccidon de los CoV. Los homotrimeros de las proteinas S forman las
espiculas en la superficie de las particulas del virus, representando la Unica proteina de la
membrana viral responsable de la entrada en la célula; éstas se unen al receptor de la
célula blanco y median la subsiguiente fusion virus-célula. La proteina S del SARS-CoV-2
(2019-nCoV), contiene dos subunidades: S1y S2. La S1 contiene principalmente el dominio
de unidén al receptor (RBD), mientras que la S2 contiene los elementos bdsicos necesarios
para el proceso de fusién de la membrana. Por su parte, la proteina M tiene tres dominios
transmembrana y da forma a los viriones, promoviendo la curvatura de la membrana y a
través de la unién a la nucleocapside. La proteina E juega un papel en el ensamblaje y
liberacion del virus, y es necesaria para la patogénesis. La proteina N contiene dos
dominios, ambos pueden unirse al genoma de RNA del virus a través de diferentes
mecanismos.
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Figura 1. Estructura del virus SARS-CoV-2.
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RESPUESTA INMUNE HUMORAL CONTRA SARS-CoV-2

Respecto a la induccidon de la respuesta inmune durante el desarrollo de COVID-19,
se conocen ya datos suficientes para describir los principales eventos involucrados en la
misma. La respuesta humoral por ejemplo, es critica para la eliminacién de los virus
citopaticos y es una parte importante de la respuesta de la memoria que previene la
reinfeccion. El SARS-CoV-2 provoca una robusta respuesta de las células B, como lo
demuestra la rapida y casi universal deteccién de IgM, IgG e IgA especificas para el virus,
asi como la generacién de anticuerpos neutralizantes 1gG (nAbs) en los dias posteriores a
la infeccion.

La cinética de la respuesta de los anticuerpos contra el SARS-Cov-2 esta ahora
razonablemente bien descrita. De manera similar a la infeccién por el SARS-CoV-1, la
seroconversion se produce en la mayoria de los pacientes con COVID-19 entre 7 y 14 dias
después de la aparicién de los primeros sintomas, mientras que los titulos de anticuerpos
persisten en las semanas posteriores tras la eliminacidn del virus (Figura 2).
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Figura 2: Inmunidad mediada por anticuerpos en el SARS-CoV-2. La IgM y la IgG especificas del virus
son detectables en el suero entre 7 y 14 dias después de la aparicidon de los sintomas. El ARN viral
esta inversamente correlacionado con los titulos de anticuerpos neutralizantes. Se han observado
titulos mas altos en pacientes en estado critico, pero se desconoce si las respuestas de los
anticuerpos contribuyen de alguna manera a la patologia pulmonar. La respuesta humoral del SARS-
CoV-1 es relativamente corta y las células de memoria B pueden desaparecer por completo, lo que
sugiere que la inmunidad con el SARS-CoV-2 puede disminuir 1-2 afios después de infeccion primaria.

Los anticuerpos que se unen a la proteina N y a la glicoproteina S del SARS-CoV-2
se detectan cominmente en los pacientes con COVID-19. El dominio RBD de la proteina S
es altamente inmunogénico y los anticuerpos que se unen a este dominio pueden
neutralizar y bloquear las interacciones del virus con el receptor de entrada al huésped
ACE2. Aunque se ha detectado una reactividad cruzada con las proteinas S y N del SARS-
CoV-1y con la proteina S del MERS-CoV en el plasma de los pacientes de COVID-19, no se
encontré ninguna reactividad cruzada con la RBD del SARS-CoV-1 o del MERS-CoV [1].

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE COVID-19 Y TECNOLOGIA xMAP

La rapida identificacién de la etiologia y la publicacién de la secuencia genética del
virus, seguido de los esfuerzos de colaboracién internacional iniciados debido a la
aparicién del SARS-CoV-2, ha dado lugar a la rdpida disponibilidad de ensayos de
diagndstico de PCR en tiempo real que apoyan el diagndstico de los casos y el seguimiento
de brotes [2]. La disponibilidad de estos métodos ha contribuido en la deteccion de
individuos infectados y en los esfuerzos para contener el virus. Sin embargo, pruebas
seroldgicas especificas y validadas poseen aun una disponibilidad limitada, siendo de alto
grado de necesidad para entender la epidemiologia del SARS-CoV-2.

Las pruebas seroldgicas validadas son cruciales para el seguimiento de contactos
de los individuos afectados, identificando aquellos que fungen como reservorios virales
(portadores “sanos”) y necesarias para el desarrollo estudios epidemioldgicos. En este
sentido, se necesitan urgentemente estudios epidemiolédgicos para ayudar a determinar
las dimensiones reales de la enfermedad y en particular, la tasa de infecciones
asintomaticas, y conseguir mejores estimaciones sobre la morbilidad y la mortalidad.
Ademads, estos estudios epidemioldgicos pueden ayudar a revelar el alcance de la
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propagacion del virus en los hogares, comunidades y entornos especificos; lo que podria
ayudan a orientar las medidas de control y mitigacién. Igualmente se requiere de los
ensayos serolégicos para evaluar los resultados de estudios de desarrollo de vacunas y de
anticuerpos terapéuticos.

En el contexto de deteccion de patdgenos, la técnica basada en el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) se ha empleado, entre muchas otras aplicaciones, para la
deteccion del virus de la inmunodeficiencia humana y el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida; sin embargo, es claro que los ensayos ELISA son laboriosos y propensos a
errores debido a su baja sensibilidad y a los posibles falsos negativos. También se dispone
de enfoques basados en acidos nucleicos como la RT-PCR y la PCR en tiempo real para
detectar e identificar el VIH; sin embargo, el uso de dichos enfoques para la deteccién de
alto rendimiento de este y otros virus y patdégenos en general, es complicado
técnicamente y emplea mucho tiempo en la practica cuando se manipula un gran nimero
de muestras simultdneamente [3].

Una robusta y recientemente desarrollada plataforma de deteccién multiplexada,
creada para sobrepasar las limitaciones del ELISA, es la tecnologia “Multi Analyte Profile”
(XMAP) de Luminex. Esta es una tecnologia emergente que utiliza microesferas de
poliestireno que se tinen internamente con dos colorantes fluorescentes: uno con emisién
roja y otro que emite en infrarrojo. El hecho de detectar una variacién en la relacién de la
emision de los dos fluorocromos, hace posible la diferenciacién de hasta 100 diferentes
variedades cromaticas de microesferas. Cada conjunto de microesferas puede acoplarse
con diferentes biomoléculas tales como proteinas purificadas o recombinantes,
anticuerpos o incuso sondas de DNA capaces de interaccionar con los analitos a detectar
en las muestras bioldgicas que se deseen examinar (de las que por cierto, se requiere de
una cantidad minima para el desarrollo de esta técnica), mismas que son identificadas por
un elemento de deteccidn (un anticuerpo, una enzima, una sonda de hibridacién, etc.) que
puede fungir de forma directa o indirecta como reportero. Las microesferas son
detectadas y caracterizadas por un citémetro de flujo dedicado, usando un l3dser de
excitacién (635 nm) que permite la obtencion de emisiones que se miden entre los
645/669 nm y >712 nm. Después de que las microesferas se clasifican, se mide la sefial de
reportero. La molécula reportera general utilizada es la ficoeritrina (PE), que es excitada
por un laser verde (532 nm) y generando una emisién que se mide a 580 nm. Como se
menciond previamente, el desarrollo de métodos con estas microesferas es sumamente
versatil, ya que pueden acoplarse con una gran variedad de biomoléculas como sondas de
DNA o RNA, péptidos, proteinas, anticuerpos, receptores, polisacaridos y lipidos [4, 5].

Entre las dreas de investigacién biomédicas en las que se han empleado
exitosamente la tecnologia xMAP incluyen la deteccidn de patdgenos, inmunologia clinica,
genética humana y caracterizacién de proteinas. De estas, las pruebas inmunolégicas son
las mds comunes y son las preferidas por sus altos niveles de sensibilidad y especificidad,
con valores superiores a los que ofrece el ELISA. Como algunos de los diversos ejemplos
aplicativos relevantes de esta tecnologia, se puede mencionar la cuantificacion de
citocinas en liquido cefaloraquideo en pacientes con meningitis (un fluido del que
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usualmente se dispone en pequefias cantidades) , distintas determinaciones de
marcadores inflamatorios sanguineos, pruebas de expresion génica y mediciones de
anticuerpos dirigidos contra polisacaridos de neumococos. Otra drea donde el xXMAP ha
demostrado su relevancia es la microbiologia general y clinica, apoyando en el diagndstico
de parasitos intestinales como Cryptosporidium y Cyclospora cayetanensis ademas de la
tipificacion de bacterias de relevancia médica como las Microbacterias, Igualmente, se ha
logrado la deteccién multiplex de marcadores en dacidos nucleicos de hongos y
protozoarios asociados a infecciones oportunistas [5].

Una de las areas de mayor éxito respecto al empleo de xMAP es la virologia; por
ejemplo, en el tamizaje de EBV en sueros de pacientes con diferentes etiologias y origenes
geograficos, respecto a la presencia de anticuerpos IgA dirigidos contra las proteinas
virales gp78 y IgGgp78 como biomarcadores de la enfermedad, usando combinaciones de
dos tipos de microesferas y péptidos sintetizados para este propdsito. También se
describe la deteccién de material genético de ocho diferentes virus respiratorios en una
plataforma multiplex basada en microesferas, la cual es una alternativa eficaz ante los
procedimientos convencionales de cultivo y deteccién de fluorescencia en formato
individual, que son usados de forma rutinaria para estos diagnésticos. De forma similar, se
tiene el analisis de la metilacién del DNA en un modelo de “citologia basada en fluidos”
para tamizaje de la fase pre-invasiva de cancer cervical, usando PCR multiplex y la
plataforma Luminex (xMAP) para el diagndstico de virus del papiloma humano, asi como
también estrategias para diagndstico diferencial de fiebre aftosa y otras enfermedades
similares usando un ensayo multiplex de RT-PCR basado en microesferas, una alternativa
eficaz para tamizaje y vigilancia en medicina veterinaria [5].

En conclusion; es claro que la metodologia basada en xMAP ya ha sido empleado
con éxito para el diagndstico de diversas enfermedades genéticas e infecciosas, tanto en
medicina humana como veterinaria; por ende, consideramos adecuada su aplicacién para
la deteccion de exposicidn al virus y desarrollo de inmunidad humoral contra SARS-CoV-2,
con particular interés en el desarrollo de un método, con aplicaciones epidemioldgicas
gue permita distinguir esta enfermedad de otras patologias con sintomatologia similar.
Esto debido a que se ha encontrado que hasta 28% de los casos de sospecha de COVID-19
representan en realidad infecciones de influenza, lo que indica que los pacientes deben
someterse a un examen con un panel rapido de agentes patégenos respiratorios dado que
el diagndstico diferencial es muy amplio dados los signos y sintomas inespecificos.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar un método serolégico basado en xMAP para la deteccidon de
anticuerpos IgM e IgG contra SARS-CoV-2 y adicionalmente contra antigenos de otros
patdgenos virales de importancia epidemiolégica en México.



METODOLOGIA GENERAL

Antigenos virales

Para la deteccidn de anticuerpos especificos, se emplearan proteinas recombinantes
purificadas de los patégenos por analizar; en este sentido, se elegirdn proteinas con poca
variabilidad antigénica entre diferentes cepas (serovariedades) de los patdgenos
relacionados para evitar reacciones cruzadas y falsos positivos, aumentando la
especificidad de las determinaciones:

Dominio RBD de la proteina S; SARS-CoV-2.
Proteina M (matriz); influenza tipo A.
Proteina M (matriz); influenza tipo B.
Proteina E (envoltura); DENV.

Proteina E (envoltura); ZIKV.
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Cualquiera de estas proteinas es de inclusién opcional para el analisis.

Acoplamiento de proteinas a las perlas

Las preparaciones de proteina se acoplaran a perlas magnéticas (Bio-Plex Pro
COOH, Luminex) utilizando un método que se describe a continuacién. Se utilizard un
protocolo de incubacién de 3 pasos para asegurar altos niveles de saturacion de antigeno
en las perlas. Brevemente, se resuspenderan 1.25 x 107 perlas en 250 pL de acido 2-(N-
morfolino)etansulfénico 0.1 M (en buffer MES; pH 5, Sigma-Aldrich). A continuacion,
después de la agitacion en vértex (10 s) y la sonicacion (20 s), se afadiran 750 pL de la
proteina por acoplar en tampdén MES y 25 ulL de solucién fresca de clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC; Sigma-Aldrich) (50 mg/mL). La suspension
se agitara en vértex y luego se incubara durante 40 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente (RT) en un agitador orbital. Se afiadiran 1 000 pL adicionales de proteina diluida,
junto con 25 ulL de EDC fresco, para incubar con las perlas durante 40 min en la oscuridad
a RT en el agitador. El ultimo paso de incubacidn se repetird una vez mas para un total de
3 incubaciones con la proteina. Se utilizard un iman (DynaMag-5, Thermo Fisher Scientific)
para tubos de 5 mL para lavar las perlas (3 veces) con 3 000 pL de PBS con 0.1% de
albumina de suero bovino (BSA), 0.02% de Tween 20 y 0.05% de azida sddica (PBS-TBN;
pH 7.4). Las cuentas se almacenaradn en la oscuridad a 2-8°C en 1 mL de PBS-TBN. El
procedimiento de acoplamiento se optimizara en lo que respecta a la cantidad de
antigeno, buffers y al tiempo de incubacién, asi como a las condiciones que proporcionen
la mayor relacién sefial/ruido de las intensidades medias de fluorescencia (IMF) al probar
las perlas con sueros positivos control (en caso de estar disponibles).

Inmunoensayo multiple

Las diferentes suspensiones de microesferas recubiertas de antigeno se mezclaran
con un vortex (10 s) y se diluirdn a una concentracién de 8 x 10* microesferas/mL en un



solo volumen de buffer de ensayo A (PBS 0.05 M, 0.05% Tween, 1% BSA, 0.5 M NacCl).
Después de la agitacion (10 s) y la sonicacion (20 s), se afiadirdn 25 plL de suspension de
microesferas a placas negras de fondo plano trasparente y 96 pozos (BioPlex Pro, Bio-Rad)
junto con 25 pL de suero problema diluido en la solucién ensayo A (dilucién final del
suero, 1:200). Todas las incubaciones se realizardn a temperatura ambiente en la
oscuridad (cubiertas con papel de aluminio) en un agitador rotatorio. Las placas se
incubaran durante 45 minutos y se lavaran con buffer de lavado (PBS, 0.05% Tween)
utilizando un lavador de placas automatizado para perlas magnéticas (BioPlex Pro, Bio-
Rad). A continuacién, los anticuerpos de deteccién conjugados con biotina (anti-IgM
humano y anti-lgG humano, de chivo) se diluiran 1:1 500 en buffer de ensayo B (PBS,
0.05% Tween, 1% BSA), se afiadiran 25 uL por pozo y se incubard con las perlas durante 30
min. Las placas se lavardn en el lavador de placas automatizado y se incubaran durante 30
min con 75 ulL de estreptavidina-PE diluida 1:700 en buffer de ensayo B. Las placas se
agitaran en agitador rotatorio durante 30 s, y las muestras se leerdn en una plataforma
citométrica de flujo dedicada al andlisis multiplexado (lector Bio-Plex 200, Bio-Rad) que se
ajustara para adquirir una muestra de 50 pL y contar un minimo de 50 perlas/analisis.
Todas las muestras se analizardn por duplicado y los datos se adquiriran utilizando el
software de la plataforma (software BioPlex Manager v.6.1, Bio-Rad).

Toda la metodologia se esquematiza en la Figura 3.
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Figura 3. Flujo metodoldgico para el acoplamiento antigénico a las perlas magnéticas y montaje
del método xMAP.



Validacion del método

Para el caso de métodos xMAP no cuantitativos, el nivel de anticuerpos detectables en las
muestras problema no se expresa como un titulo (a diferencia de un ELISA), es decir, la
maxima dilucidn de suero que aun permite la deteccién del anticuerpo. En cambio, el nivel
de estos analitos se expresa como un valor de “indice de anticuerpos”. Es importante
aclarar el término indice de anticuerpos en este contexto, que nos indica la relacién entre
la sefal derivada de los anticuerpos en el suero de un paciente y la sefal de una muestra
calibradora, conteniendo anticuerpos positivos para el antigeno en cuestidn, utilizado en
el ensayo. El calibrador se utiliza para una diferenciacién éptima entre las muestras
negativas y positivas y hace que la prueba sea mas fiable que cuando se utilizarian valores
de corte absolutos para las sefiales medidas en el ensayo (que representa otra opcién
valida, aunque menos precisa, para expresar un resultado). En pruebas seroldgicas
similares, tipicamente un valor de indice inferior a 0.20 se considera seronegativo, entre
0.20 y 0.40 indeterminado (lo que requiere mas pruebas) y superior a 0.40 implica un
estado de seropositividad.

Las muestras calibradoras se pueden obtener de repositorios comerciales avalados por la
OMS para patogenos epidémicos ya circulantes desde hace algunos afios (como en el caso
de la influenza o DENV); sin embargo, para el caso de SARS-CoV-2, al no tener esta opcién
disponible, procederemos a emplear un pool de sueros derivados de pacientes
convalecientes, confirmados para COVID-19.

Para la validacion del método se procederd de igual forma al andlisis de sueros de
pacientes convalecientes o que sean de reciente diagndstico por RT-PCR, para la deteccién
de los anticuerpos IgG e IgM respectivamente; en este sentido se empleardan TODOS los
sueros disponibles para este propésito:

e Para el caso de los pacientes COVID-19, se podrdan emplear las muestras de
seguimiento obtenidas de los pacientes confirmados, que fueron reclutados para
el protocolo del Departamento de Infectologia del INCMNSZ, colectadas después
de uno-dos meses de la ausencia de sintomas o en el momento que indique dicho
protocolo.

e Para el caso de pacientes de otras patologias virales y de individuos no expuestos
(sueros pre-pandemia), se buscaran muestras de suero disponibles en el
Departamento de Infectologia del INCMNSZ o en otras fuentes posibles.

Con los valores obtenidos se procedera a calcular la sensibilidad y especificidad de la
técnica, al emplear también sueros de individuos no expuestos (negativos) sin sintomas
recientes para infeccion.



REFERENCIAS

1. ldentification of SARS-CoV RBD-targeting monoclonal antibodies with cross-
reactive or neutralizing activity against SARS-CoV-2. Tai W, Zhang X, He Y, Jiang S,
Du L.Antiviral Res. 2020 May 13;179:104820. doi: 10.1016/j.antiviral.2020.104820.
Online ahead of print.PMID: 32458809

2. Laboratory diagnosis of emerging human coronavirus infections - the state of the
art. Loeffelholz MJ, Tang YW.Emerg Microbes Infect. 2020 Dec;9(1):747-756. doi:
10.1080/22221751.2020.1745095.PMID: 32196430

3. Molecular, serological, and biochemical diagnosis and monitoring of COVID-19:
IFCC taskforce evaluation of the latest evidence. Bohn MK, Lippi G, Horvath A,
Sethi S, Koch D, Ferrari M, Wang CB, Mancini N, Steele S, Adeli K.Clin Chem Lab
Med. 2020 May 27:/j/cclm.ahead-of-print/cclm-2020-0722/cclm-2020-0722.xml.
doi: 10.1515/cclm-2020-0722. Online ahead of print.PMID: 32459192

4. Development and implementation of a proficiency testing program for Luminex
bead-based cytokine assays. Lynch HE, Sanchez AM, D'Souza MP, Rountree W,
Denny TN, Kalos M, Sempowski GD.J Immunol Methods. 2014 Jul;409:62-71. doi:
10.1016/j.jim.2014.04.011. Epub 2014 May 4.PMID: 24801479

5. The genesis and evolution of bead-based multiplexing. Graham H, Chandler DJ,
Dunbar SA.Methods. 2019 Apr 1;158:2-11. doi: 10.1016/j.ymeth.2019.01.007.
Epub 2019 Jan 17.PMID: 30659874



