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Resumen general 

 

El síndrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) es la 

causa de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), una enfermedad 

altamente contagiosa que afecta principalmente al sistema respiratorio y se divide 

en categorías, según la gravedad, a saber, en asintomático, leve, moderado y grave.  

El primer objetivo del presente estudio fue producir la proteína de la 

nucleocápside (proteína N) recombinante de SARS-CoV-2 para ser utilizada en un 

inmunoensayo (ELISA) para evaluar la respuesta de anticuerpos de tipo IgG (H+L), 

IgM, IgA, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 en tres grupos de pacientes con diferentes días 

de evolución de la enfermedad (Grupo 1: <15 días, grupo 2: 16-25 días y grupo 3: 

>25 días). La secuencia de codificación de esta proteína se optimizó para la 

expresión en E. coli y se subclonó en el plásmido pET24a(+), lo que dio como 

resultado una proteína etiquetada con 6xHis de 46 kDa. La purificación de la 

proteína recombinante se realizó por cromatografía de afinidad con metales 

inmovilizados y se evaluó en inmunoblot y ELISA. Un total de 200 sueros 

prepandémicos y 204 sueros de pacientes con SARS-CoV-2 (confirmados por 

técnica molecular), se utilizaron para establecer el punto de corte, la sensibilidad y 

la especificidad del ensayo.  Las sensibilidades de los ELISA para detectar los 

niveles séricos de anticuerpos de las clases IgG (H+L), IgM, IgA y la subclase IgG1 

contra la proteína N fueron 81,4%, 83,3%, 81,9% y 84,8%, y las especificidades 

90,1%, 77,6%, 88,1% y 85,6%, respectivamente. Se determinó mayor sensibilidad 

de los inmunoensayos en el Grupo 1, excepto para IgM. Se determinó un aumento 

significativo de la media de las unidades ELISA (UE) para IgG (H+L), IgA e IgG1 en 

el Grupo 1, mientras que para el IgM se determinó un aumento de estos valores en 

el Grupo 2. Anticuerpos de tipo IgG4 se detectaron solamente en 12/204 muestras. 

No se logró estandarizar los ELISA para IgG2 e IgG3.  

El segundo objetivo del trabajo fue investigar títulos de anticuerpos de las 

clases IgG (H+L), IgA e IgM y subclases IgG1 e IgG4 dirigidos contra la proteína N 

de SARS-CoV-2 en pacientes según la gravedad de la enfermedad, sexo y edad. 

Se analizaron 204 sueros de pacientes con COVID19, 92 hombres y 112 mujeres, 
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los cuales se agruparon en tres grupos etarios: 18-35 años (n = 69), 36-60 años (n 

= 70), >61 años (n = 65), y en cuatro grupos de pacientes:  pacientes con 

enfermedad grave (n = 57), pacientes con enfermedad moderada (n = 49) y 

pacientes con enfermedad leve (n = 50), además, un grupo de pacientes que 

resultaron positivos durante el periodo de dominancia de la variante ómicron (n =4 

8) y que se encontraban hospitalizados con enfermedad grave. Los anticuerpos IgG 

(H+L) e IgA mostraron las medias de UE más altos. Los pacientes graves mostraron 

niveles de anticuerpos significativamente más altos (p<0.05) en comparación a los 

pacientes moderados, leves y pacientes positivos durante el periodo de dominancia 

de la variante ómicron. No se determinó correlación entre el sexo y los niveles de 

anticuerpos. En cuanto a las edades solamente se determinó diferencia significativa 

(p <0,05) para el anticuerpo IgM. Se pudo demostrar una correlación moderada para 

IgM e IgG(H+L) (r= 0,6672, p<0,0001), IgM e IgA (r= 0,5487, p<0,0001), e IgG(H+L) 

e IgA (r= 0,6620, p<0,0001) en los pacientes graves. Se logró demostrar que niveles 

séricos de anticuerpos contra la proteína N se correlacionan significativamente con 

la gravedad de la infección por COVID-19 y que en la enfermedad grave los altos 

títulos de diversos anticuerpos están correlacionados.  Los inmunoensayos 

desarrollados en el presente estudio son adecuados para la detección de 

anticuerpos contra la proteína N del SARS-CoV-2 y podrían usarse para monitorear 

la respuesta inmune y determinar las infecciones naturales.  

 

Palabras clave:  

COVID-19, ELISA, proteína nucleocápside, IgG(H+L), IgM, IgA, IgG1, IgG4 

sensibilidad, especificidad 
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Introducción General  

Historia, etiología y epidemiología 

Los coronavirus (CoV) son virus que infectan tanto a humanos como a 

animales y causan una variedad de enfermedades, entre las que destacan 

enfermedades respiratorias y entéricas (Ou et al., 2020). Los Coronaviridae se 

subdividen en cuatro géneros, los Alfa, Beta, Gamma y Deltacoronavirus (Fehr & 

Perlman, 2015), de estos los que infectan a humanos pertenecen a los Alfa y 

Betacoronavirus (Junejo et al., 2020). Se han identificado CoV también en otros 

hospedadores mamíferos, incluidos perros y gatos (Zheng, 2020). 

Todos los CoV que infectan a los seres humanos pueden causar infección de 

leve a grave y utilizar hospedadores intermediarios. A principios de 2019, solo se 

conocían seis CoV que podían infectar a los seres humanos y causar enfermedades 

respiratorias: HCoV-229E y NL63 (Alfacoronavirus), y HCoV-OC43, HCoV- HKU, 

SARS-CoV y MERS-CoV (Betacoronavirus). En diciembre 2019, se encontró un 

nuevo coronavirus zoonótico, llamado SARS-CoV-2, en pacientes con neumonía 

grave en Wuhan, China. Análisis genéticos sobre el SARS-CoV-2 encontraron una 

similitud genética del 50% con el MERS-CoV y del 80% con el SARS-CoV (Junejo 

et al., 2020). El brote actual de infecciones con SARS-CoV-2 se denomina 

Enfermedad de Coronavirus 2019 (COVID-19) por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS). La OMS declaró oficialmente al COVID-19 una pandemia el 11 de 

marzo de 2020 (Park, 2020).  Costa Rica ha reportado 1,229,587 casos acumulados 

a mayo de 2023 (Pan American Health Organization [OPS], s.d.). 

Etiología  

El SARS-CoV-2 pertenece al orden Nidovirales, familia Coronaviridae y 

género Betacoronavirus (Romano et al., 2020). Los viriones son envueltos y 

esféricos, con un diámetro de aproximadamente 125 nm, tienen nucleocápsides 

helicoidales simétricas (Fehr & Perlman, 2015), y presentan un genoma de ARN 

monocatenario lineal de aproximadamente 30 kb (Cosar et al., 2022). El genoma de 

los coronavirus contiene cuatro proteínas estructurales y dieciséis proteínas no 

estructurales (nsp1−16) (Wang et al., 2020), estas últimas son necesarias para la 
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replicación y el ensamblaje del virus (Thakur et al., 2022). Las proteínas 

estructurales son las proteínas espícula o spike (S), membrana (M), envoltura (E) y 

nucleocápside (N). La función principal de la proteína N es proteger el genoma viral, 

esta proteína junto con la proteína M de la envoltura viral participan en la 

condensación y empaquetamiento del genoma en la partícula viral para evadir la 

respuesta inmune del hospedador (Romano et al., 2020). La proteína N está 

compuesta por 419 residuos de aminoácidos y está altamente conservada en el 

género CoV, siendo una de las proteínas estructurales más abundantes en las 

células infectadas (Bai et al., 2021). Se estima que se incorporan 1000 copias de la 

proteína N en cada virión en comparación con solo 100 copias de la proteína S (Wu 

et al., 2021). Por otra parte, los CoV usan su glicoproteína S para unirse al receptor 

en la célula del hospedador y la misma también sirve para mediar la fusión de la 

membrana y la entrada del virus. Cada monómero de la proteína S trimérica 

contiene dos subunidades, S1 y S2, la proteína S1 sirve para unirse al receptor de 

la célula huésped, que es la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), y la S2 

para fusionar la envoltura del virus con la membrana celular del huésped (Ou et al., 

2020).  

La subunidad S1 consta de un dominio N-terminal (NTD) y un dominio de 

unión al receptor (RBD). El RBD reconoce específicamente al receptor ACE2 y es 

uno de los objetivos principales para los compuestos antivirales y los anticuerpos 

(Wang et al., 2020). Desde el inicio de la pandemia se han producido miles de 

mutaciones en el SARS-CoV-2, las mismas ocurren espontáneamente. Las 

mutaciones más importantes se encuentran en el gen que codifica para la proteína 

S, la cual está implicada en la entrada del virus a las células. Actualmente se han 

establecido alrededor de 4.000 mutaciones en el gen de la proteína S, la mayoría 

polimorfismos de un solo nucleótido (Cosar et al., 2022). Por otra parte, el gen de la 

proteína N está altamente conservado entre los CoV y es más estable con tasas de 

mutación más bajas que la proteína S. Algunas mutaciones pueden aumentar la 

transmisión y la virulencia del virus, por lo que las variantes se clasifican por la OMS 

como variantes de preocupación (VOC), variantes de interés (VOI) o variantes bajo 

seguimiento (VUM) (Thakur et al., 2022).  
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La variante ómicron surgió en noviembre de 2021 y está clasificada como 

VOC (CDC, s.f.), esta variante posee más de 30 mutaciones en la proteína S. La 

proteína S de ómicron no puede utilizar de forma eficaz la proteasa celular 

TMPRSS2, que promueve la entrada celular a través de la fusión de la membrana 

plasmática, por lo que esta variante depende en gran medida de la entrada a la 

célula a través de la vía endocítica, con una consecuente patogenicidad reducida 

(Meng et al., 2022).  

Transmisión    

El SARS-CoV-2 se propaga principalmente a través de aerosoles, dentro de 

un rango de 1,8 metros. Una transmisión del virus ruta fecal-oral también parece ser 

posible (Park, 2020), así mismo se ha encontrado en la orina de pacientes 

infectados (Wang et al., 2020). El riesgo de transmisión vertical es bastante bajo y 

se presenta más que todo en el tercer trimestre de embarazo (Kotlyar et al., 2021). 

En superficies plásticas y de acero inoxidable se pudo demostrar la presencia del 

virus hasta por 2-3 días, en cartón hasta por un día y en cobre hasta por cuatro 

horas. En todos los casos se determinó la presencia de ARN, pero no se estableció 

la viabilidad del virus (Cascella et al., 2020). La transmisión del SARS-CoV-2 se da 

sobre todo durante el periodo de incubación (CDC, 2020). Se ha demostrado que la 

carga viral es más alta en el día 0 del inicio de los síntomas (Slifka & Gao, 2020) y 

algunos análisis sugieren que la diseminación viral puede comenzar de 5 a 6 días 

antes de la aparición de síntomas (periodo presintomático) (He et al., 2020).   

Los animales domésticos como patos, gallinas y los cerdos no son 

susceptibles a la infección. Por otra parte, se ha descubierto que algunos animales 

como el tigre, el perro y el gato, se infectan con el virus a través del contacto cercano 

con personas infectadas  (Wang et al., 2020), así mismo se ha demostrado 

experimentalmente la transmisión de gato a gato (Hosie et al., 2021). El primer caso 

documentado de infección por SARS-CoV-2 en animales fue un perro de 17 años 

en Hong Kong y fue el primer caso de transmisión de persona a animal.  Estudios 

mostraron que las secuencias genéticas del SARS-CoV-2 detectadas en dos perros 

eran las mismas que en los casos humanos correspondientes, lo que sugiere la 
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transmisión de persona a animal. Sin embargo, se desconoce aún si los perros 

infectados pueden transmitir el virus a las personas (Sit et al., 2020). 

Signos clínicos 

Los síntomas de COVID-19 varían mucho durante el curso de la enfermedad, 

sin embargo, la mayoría de las personas experimentarán los siguientes signos: 

fiebre o escalofríos, tos, falta de aire o dificultad para respirar, fatiga, dolores 

musculares o corporales, dolor de cabeza, pérdida del gusto (ageusia) u olfato 

(anosmia), dolor de garganta, congestión o secreción nasal, náuseas o vómitos y 

diarrea (CDC, 2020). El COVID-19 se divide en categorías según la gravedad: 

asintomático, leve, moderado, grave y crítico. Los asintomáticos son aquellos 

individuos que dan positivo por una prueba de amplificación de ácido nucleico 

mediante la técnica retrotranscripción seguida de reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) o una prueba de antígeno y que no presentan 

síntomas. Los enfermos leves presentan síntomas como fiebre, tos y dolor de 

garganta, pero no presentan dificultad para respirar. Los enfermos moderados 

muestran síntomas de enfermedad de las vías respiratorias inferiores con una 

saturación de oxígeno (SpO2) ≥ 94 %. Los enfermos graves son individuos que 

tienen SpO2 < 94 %, aumento de la frecuencia respiratoria e infiltración pulmonar. 

Y por último los enfermos críticos presentan insuficiencia respiratoria, shock séptico 

y disfunción multiorgánica (National Institutes of Health [NIH]).  Sin embargo, la 

mayoría de los pacientes solo presentan síntomas leves y se recuperan sin 

problemas (Wang et al., 2020). 

En los animales, específicamente los gatos la infección puede estar asociada 

con síntomas respiratorios e intestinales (Hosie et al., 2021). Por otra parte la nueva 

variante británica B.1.1.7 infecta a perros y gatos con manifestaciones clínicas poco 

frecuentes, incluida una cardiopatía grave con deterioro del estado de salud general 

de los animales sin síntomas respiratorios (Ferasin et al., 2021). El tiempo de 

incubación del virus es de 3 a 7 días, con una media de 5,2 días, aunque también 

se han reportado periodos de incubación de hasta 24 días en casos raros (Zheng, 

2020). 

Patogénesis  
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El virus ingresa a los pulmones a través del tracto respiratorio superior e 

infecta las células del epitelio alveolar tipo 2 (AT2). La proteína S del SARS-CoV-2 

se une a los receptores ACE2 en las células AT2, estos receptores también se 

encuentran en el epitelio tubular del riñón, corazón, enterocitos, páncreas y células 

endoteliales (Vallamkondu et al., 2020), posibilitando al virus infectar células en 

múltiples órganos después de la viremia, también después de la deglución del virus 

o por transporte axonal (Trypsteen et al., 2020), ocasionando una enfermedad 

multisistémica (Cevik et al., 2020). 

La presencia del virus en órganos no es directamente proporcional a la 

presencia de los receptores ACE2. Así, por ejemplo, en los pulmones encontramos 

una carga viral alta y muy poca cantidad de receptores, por otra parte, en el colon 

encontramos también una carga viral alta, pero, menor cantidad de receptores 

ACE2 en comparación al intestino delgado. Algunas comorbilidades que están 

asociadas con enfermedad grave se caracterizan por altos niveles de receptores 

ACE2, como por ejemplo en pacientes con insuficiencia cardíaca, diabetes, 

tabaquismo e hipertensión. Por otra parte, los niveles elevados de ACE2 soluble en 

plasma en niños parecen ayudar a neutralizar el virus. Faltan estudios para 

esclarecer si la gravedad de la enfermedad es consecuencia directa de la expresión 

de este receptor (Trypsteen et al., 2020).  

Una vez dentro de la célula, el virus libera su ARN de sentido positivo, el cual 

es utilizado para producir sus proteínas mediante el ribosoma de la célula huésped. 

La primera proteína que traduce es una ARN polimerasa dependiente de ARN para 

duplicar su ARN (Vallamkondu et al., 2020). El virus estimula a los macrófagos, los 

cuales detectan células infectadas a través de receptores endosomales tipo Toll 

(Lamers & Haagmans, 2022). Los macrófagos a su vez activados liberan 

mediadores inflamatorios como citocinas (IL-1, IL-6 y TNFα) y quimiocinas (CXCL10 

y CCL2) en el torrente sanguíneo (Vallamkondu et al., 2020). Se ha demostrado que 

el principal factor inmunológico relacionado con la inflamación y el daño pulmonar 

en esta infección es la activación de los macrófagos y su migración a los pulmones 

(Devarasetti et al., 2021). En las últimas etapas de la enfermedad, todos estos 

pasos pueden causar dificultad para respirar, hipoxemia y tos. Las IL-1, IL-6 y TNF-
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α liberadas a la circulación sanguínea, activan la liberación de prostaglandina 2 y 

ocasionan un aumento de la temperatura corporal. Debido al estado hipóxico, los 

nervios simpáticos pueden inducir taquicardia. Todas estas reacciones inflamatorias 

anormales pueden provocar un shock séptico y una falla orgánica múltiple 

(Vallamkondu et al., 2020).  

Diagnóstico 

Las pruebas disponibles actualmente se dividen en tres grupos importantes. 

El primero abarca los ensayos moleculares en donde se identifica el ARN de SARS-

CoV-2 en muestras de pacientes, el segundo las pruebas rápidas de antígeno y el 

tercero los ensayos serológicos, los cuales detectan los anticuerpos del virus en los 

pacientes. Los ensayos moleculares incluyen la retrotranscripción acoplada a una 

reacción en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-qPCR), la secuenciación de 

próxima generación (NGS), repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y 

regularmente interespaciadas (CRISPR), amplificación isotérmica mediada por 

bucle de transcripción inversa (RT-LAMP) y desbloqueo de reportero enzimático 

específico de alta sensibilidad (SHERLOCK) (Hassanein et al., 2022).   

El RT-qPCR es el estándar de oro para detectar el antígeno de SARS-CoV-

2. Este se basa en la amplificación de los genes RdRp (ARN polimerasa 

dependiente de ARN), ORF1a/b, E, N y S según las directrices de la OMS. Estos 

genes se pueden utilizar en diferentes combinaciones, por ejemplo, una prueba 

que amplifique los genes E y RdRp. Esta prueba posee un buen rendimiento, alta 

sensibilidad y especificidad (Caruana et al., 2020). En esta prueba la OMS 

recomienda la amplificación de dos de los genes para evitar reacciones cruzadas 

con otro coronavirus y falsos negativos (Hassanein et al., 2022).  Dentro de sus 

desventajas están los resultados falsos negativos debido a muestras tomadas 

después del día 8 de inicio de síntomas donde ha pasado el límite de detección del 

RT-qPCR, la sensibilidad puede depender también del tipo de muestra (Caruana et 

al., 2020), además esta prueba no establece si el virus presente en el paciente es 

viable (Savvides & Siegel, 2020). 

EL RT-LAMP tiene la ventaja de una buena sensibilidad y especificidad, 

utiliza los genes ORF1ab, S y N, se utilizan reactivos de bajo costo y pueden 
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amplificar secuencias sin el paso de extracción de ARN, además de su rapidez 

(menos de una hora). En cuanto a las desventajas están que utiliza de cuatro a seis 

iniciadores (primers). Los ensayos de NGS permitieron identificar a inicios de la 

pandemia este nuevo coronavirus, sin embargo, los altos costos de los reactivos y 

equipos hacen limitado su uso como técnica diagnostica de rutina (Hassanein et al., 

2022).  Se ha desarrollado un ensayo basado en CRISPR/Cas12 para detectar 

SARS-CoV-2 en muestras clínicas y se llamó SARS-CoV-2 DNA Endonu-clease-

Targeted CRISPR Trans Reporter. También se reporta otro ensayo isotérmico 

basado en CRISPR/Cas13 (CRISPR-COVID), este se comparó con RT-qPCR y 

NGS dando una sensibilidad y especificidad del 100 % en comparación con los 

ensayos de referencia y en un menor tiempo (40 minutos) (Hou et al., 2020). 

Otro enfoque alternativo es el basado en una combinación de amplificación 

isotérmica y detección mediada por CRISPR, como la técnica SHERLOCK. El 

SHERLOCK Testing in One Pot (STOPCovid) se ha desarrollado para detectar 

SARS-CoV-2 en los puntos de atención, ya que se obtienen resultados en una hora 

y la sensibilidad es comparable con el ensayo de RT-qPCR (Joung et al., 2020). Sin 

embargo, los oligonucleótidos necesarios no están disponibles comercialmente, 

además que la amplificación se realiza en varios pasos (Hassanein et al., 2022). 

Las pruebas rápidas de antígeno se basan en la inmunocromatografía de 

flujo lateral, utilizando generalmente la proteína N y la proteína S. En cuanto a las 

desventajas la literatura señala que muestras con valores de umbral de ciclos (Ct) 

muy bajos (Ct 13) no son detectadas por estas pruebas de antígeno. Las ventajas 

de este tipo de prueba son la rentabilidad, no se requieren equipos especializados, 

además de que son pruebas rápidas ya que los resultados se pueden determinar 

visualmente en 30 minutos (Kivrane et al., 2022). Estas pruebas son ideales en 

programas de detección a gran escala y se desaconseja su uso para diagnóstico de 

personas enfermas. Utiliza principalmente muestras de hisopos nasales u 

orofaríngeos. Normalmente se requiere una prueba RT-qPCR para confirmar los 

resultados de esta prueba (Kahn et al., 2021). 

Por otra parte, los ensayos de detección de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 se 

utilizan para detectar infecciones por COVID-19 midiendo la respuesta inmune del 
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huésped. El uso de estos ensayos tiene varias aplicaciones importantes como 

establecer prevalencias e incidencias en comunidades, también pueden ayudar a 

determinar la cantidad de anticuerpos presentes en el plasma convaleciente para 

utilizarlo en el tratamiento de personas hospitalizadas (Mathuria et al., 2020), 

además pueden aportar información sobre poblaciones protegidas con la vacuna 

(Alharbi et al., 2020).  Todos los ensayos serológicos utilizan antígenos 

recombinantes, ya sea la proteína S, el dominio de unión al receptor (RBD) de la 

proteína S, o la proteína N (Padoan et al., 2020). Tanto la proteína S como la N son 

antígenos potenciales para el diagnóstico serológico de COVID-19 (Liu et al., 2020). 

Dentro de los ensayos serológicos se pueden mencionar el ensayo por 

inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA), casetes de flujo lateral o plataformas 

de quimioluminiscencia (Hassanein et al., 2022). 

Los ensayos que utilizan la proteína N como antígeno ayudan a diferenciar a 

los individuos infectados de los vacunados, ya que solo los infectados naturalmente 

producirán anticuerpos contra esta proteína. Es una proteína altamente 

inmunogénica y se expresa en grandes cantidades durante el proceso de infección 

(Liu et al., 2020). Los ensayos que utilizan la proteína S como antígenos ayudan a 

establecer si los individuos tienen inmunidad protectora ya que los anticuerpos 

dirigidos contra esta proteína van a impedir una infección viral. Sin embargo, no es 

posible diferenciar entre individuos infectados y vacunados (Caruana et al., 2020). 

Estudios han demostrado que los ensayos con anticuerpos contra la proteína N del 

SARS-CoV-2 son más sensibles que los que detectan anticuerpos contra la proteína 

S para detectar una infección temprana ya que se producen primero (Burbelo et al., 

2020). Así mismo se ha visto que los anticuerpos específicos de N son los que 

dominan en la respuesta de anticuerpos, con respuestas de células T de memoria 

específicas vistas hasta 17 años después de la infección con SARS-CoV (Wu et al., 

2021).  

Los ensayos serológicos se consideran muy sensibles y confiables, además 

permiten cuantificar anticuerpos (Alharbi et al., 2020), son fáciles y rápidos de 

realizar (dos horas), económicos y permiten analizar gran cantidad de muestras en 

muy poco tiempo (Xiao et al., 2020). Una ventaja adicional de estas pruebas es que 
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se pueden determinar las clases de inmunoglobulinas presente en los sueros. En 

cuanto a las desventajas estas pruebas, no permiten detectar casos activos de 

SARS-CoV-2 (Mathuria et al., 2020). También presentan sensibilidad limitada en la 

etapa temprana de la infección debido a la escasez de anticuerpos (Xiao et al., 

2020). Es de suma importancia contar con pruebas serológicas a gran escala en 

todos los países para obtener información epidemiológica relevante relacionada con 

los niveles y duración de anticuerpos postexposición, monitoreo de la inmunidad 

vacunal para determinar seroprevalencias e incidencias y finalmente calcular la 

proporción de infecciones asintomáticas en la población.  

La dinámica de los anticuerpos es similar a otras infecciones, una muestra 

IgM positiva indica una infección reciente, ya que esta comienza a producirse 

alrededor del día 5 (Hassanein et al., 2022). Normalmente, los anticuerpos IgM 

suelen manifestarse aproximadamente de 1 a 2 semanas después de que una 

persona se infecte con el virus SARS-CoV-2. Por otro lado, los anticuerpos IgG 

tienden a aparecer más tarde que los IgM, por lo general, alrededor de la segunda 

o tercera semana después de la infección inicial. Sin embargo, es importante tener 

en cuenta que estos tiempos pueden variar entre distintos individuos (Alharbi et al., 

2020). En los pacientes con COVID-19 la respuesta IgG (H+L) inicia generalmente 

a partir del día 7 en adelante con un punto máximo alrededor del día 25. Sin 

embargo, algunos reportes mostraron seroconversión más temprana para IgG (H+L) 

contra la proteína N en algunos pacientes. Los casos graves presentaron una 

respuesta IgG contra la proteína N más alta que los casos leves (S. Liu & Lu, 2020). 

Además, se demostró que los casos graves inducen respuestas de anticuerpos 

tanto para la proteína N y S antes que los casos leves, lo que ha llevado a especular 

que los altos niveles de carga viral del SARS-CoV-2 en casos graves podrían 

impulsar respuestas tempranas de anticuerpos causadas por la activación de 

células B durante la infección aguda (Yongchen et al., 2020).   

Algunos inmunoensayos para SARS-CoV-2 que detectan anticuerpos tipo 

IgA muestran una mayor sensibilidad que inmunoensayos que detectan anticuerpos 

tipo IgG (H+L), Sin embargo, estos últimos suelen detectarse durante más tiempo, 

muestran mayor especificidad y son adecuados para realizar estudios de vigilancia 
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serológica (Beavis et al., 2020). Hay pocos reportes sobre los anticuerpos de las 

subclases de IgG (H+L) dirigidos contra SARS-CoV-2, sin embargo, algunos 

estudios como el de Patil y colaboradores (2021) han reportado al anticuerpo IgG1 

como la subclase de IgG (H+L) predominante (detectado en 94/135 muestras, 70%), 

sugerente de una respuesta de linfocitos colaboradores (Th1) (inmunidad celular o 

retardada). Por otro lado, el anticuerpo IgG4, es el resultado de la respuesta de 

linfocitos colaboradores (Th2) (inmunidad humoral), se detectó en menor proporción 

en (4/135 muestras). Hubo una alta inducción de IgG1 en pacientes graves, así 

como también de IgA e IgG (H+L) sobre todo en las semanas dos y tres (Patil et al., 

2021). Resultados similares fueron encontrados en otros estudios donde vieron que 

los anticuerpos IgG (H+L), IgG1 e IgG3 estaban significativamente elevados en 

pacientes con enfermedad grave en comparación con los pacientes moderados o 

leves, además, se detectaron pocos anticuerpos IgG4 reactivos con la proteína N 

(Benabdessalem et al., s/f). Esta evidencia sugiere que las subclases de IgG 

podrían utilizarse como un marcador de agravamiento de la enfermedad(Moura 

et al., 2021). 

Tratamiento  

El tratamiento es sintomático y la oxigenoterapia representa el primer paso 

para abordar la insuficiencia respiratoria  (Wang et al., 2020). Recientemente se 

aprobó el molnupiravir por la Agencia Reguladora de Medicamentos de Reino Unido 

como el primer medicamento oral para tratar la COVID-19. Este medicamento actúa 

a nivel de la replicación del ARN viral provocando la acumulación de mutaciones 

deletéreas en el ARN viral naciente (Abdelnabi et al., 2021). REGN-COV2 es un 

nuevo cóctel de anticuerpos monoclonales (Mab) que se unen al RBD para evitar la 

entrada del virus en las células, indicando que podría ser efectivo en la disminución 

de la carga viral (Hassanein et al., 2022). 

Los corticosteroides han mostrado algunos beneficios como la disminución 

de la inflamación pulmonar, disminución de la tormenta de citocinas, disminución de 

la mortalidad y la enfermedad grave en algunos pacientes, lo que ayuda a reducir la 

incidencia de una lesión pulmonar aguda. Sin embargo, el tratamiento con 

corticosteroides se asocia con un retraso en la eliminación del virus y una tasa 
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elevada de infección secundaria, por lo que se deben seguir algunas pautas para 

su administración. (Hassanein et al., 2022). 

La terapia con plasma convaleciente (CP) se ha utilizado para tratar el 

COVID-19. Hasta la fecha se han aislado MAbs en pacientes infectados con SARS-

CoV-2 en el período de recuperación, estos se unen al RBD de la proteína del 

SARS-CoV-2 de forma potente (Wang et al., 2020). Estudios han demostrado que 

la IgG (H+L) transferida a través del CP puede neutralizar citocinas como IL-1β y 

TNFα, y regular positivamente los receptores FCγRIIB, lo que demuestra que el CP 

puede inhibir la cascada inflamatoria, inhibir a los linfocitos y limitar el daño a los 

tejidos que se produce por una inflamación excesiva (Devarasetti et al., 2021). Se 

ha visto una disminución significativa de mortalidad luego de la terapia de CP 

comparado con personas que no recibieron terapia. Todos los síntomas en los 

pacientes estudiados, especialmente la fiebre, tos, dificultad para respirar y dolor 

torácico, desaparecieron o mejoraron uno a tres días post aplicación del CP y los 

exámenes de imagen mostraron absorción de las lesiones pulmonares en 7 días. 

Hay dos factores claves asociados a una terapia CP exitosa, el primero es el título 

de anticuerpos neutralizantes que debe de ser mayor a 1:80 (Duan et al., 2020) y 

segundo, el CP se debe administrar hasta los 14 días de inicio de síntomas (Cheng 

et al., 2005).  

Prevención  

La OMS y otras organizaciones han emitido una serie de lineamientos para 

el control y la prevención del SARS-CoV-2, estos son principalmente: lavado de 

manos, distanciamiento social y el uso de mascarillas (OMS, 2020). El programa de 

vacunación comenzó en diciembre 2020 y actualmente la Administración de 

Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha autorizado solo tres 

vacunas para uso de emergencia para prevenir COVID-19, están son: Comirnaty 

(Pfizer-BioNTech), Spikevax (Moderna), ad26.cov2.s (Janssen) (Administración de 

Alimentos y Medicamentos [FDA], s.d.). Sin embargo, la OMS ha incluido otras 

vacunas en su lista de uso de emergencia, como: Vaxzevria (AztraZeneca), Covilo 

(Sinopharm), Covaxin (Bharat Biotech), Coronavac (Sinovac), Nuvaxovid (Novavax) 

y la Covovax (Serum Institute of India). Todas estas han sido desarrolladas 
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utilizando diferentes técnicas como: vacunas de virus inactivados, vacunas de 

vectores virales y vacunas basadas en proteínas (WHO, s.d.).   
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ARTÍCULO 1 

 

Desarrollo de un inmunoensayo para el diagnóstico de anticuerpos contra la 

proteína N de SARS-CoV-2 en humanos 

Resumen 

El síndrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) es la 

causa de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), una enfermedad 

altamente contagiosa que afecta principalmente al sistema respiratorio. El objetivo 

del presente estudio fue producir la proteína de la nucleocápside (proteína N) 

recombinante de SARS-CoV-2 para ser utilizada en un inmunoensayo (ELISA) para 

evaluar los niveles séricos de anticuerpos de tipo IgG (H+L), IgM, IgA, IgG1, IgG2, 

IgG3 e IgG4 contra la proteína N en tres grupos de pacientes con diferentes días de 

evolución de la enfermedad (Grupo 1: ≤15 días, grupo 2: 16-25 días y grupo 3: >25 

días). La secuencia de codificación de esta proteína se optimizó para la expresión 

en E. coli y se subclonó en el plásmido pET24a(+), lo que dio como resultado una 

proteína etiquetada con 6xHis de 46 kDa. La purificación de la proteína 

recombinante se realizó por cromatografía de afinidad con metales inmovilizados y 

se evaluó en inmunoblot y ELISA. Un total de 200 sueros prepandémicos y 204 

sueros de pacientes con SARS-CoV-2 (confirmados por técnica molecular), se 

utilizaron para establecer el punto de corte, la sensibilidad y la especificidad del 

ensayo.  Las sensibilidades de los ELISA IgG (H+L), IgM, IgA e IgG1 fueron 81,4%, 

83,3%, 81,9% y 84,8%, mientras que las especificidades fueron 90,1%, 77,6%, 

88,1% y 85,6%, respectivamente. La razón de verosimilitud de la prueba positiva 

fue de 8,2, 3,7, 6,8, 5,8, para IgG (H+L), IgM, IgA e IgG1 respectivamente. Se 

determinó mayor sensibilidad de los inmunoensayos en el grupo 1, excepto para 

IgM. Se determinó un aumento significativo de la mediana de las unidades ELISA 

(UE) para los ELISA IgG (H+L), IgA e IgG1 en el grupo 1, mientras que para IgM se 

determinó un aumento de estos valores en el grupo 2. Anticuerpos de tipo IgG4 se 

detectó solamente en 12/204 muestras. No se logró estandarizar los ELISA para 

IgG2 e IgG3. Los inmunoensayos desarrollados en el presente estudio son 

adecuados para la detección de anticuerpos contra la proteína N del SARS-CoV-2 
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y podrían usarse para monitorear la respuesta inmune, determinar la infecciones 

naturales e infecciones asintomáticas.  

 

Palabras clave: Proteína de nucleocápside, ELISA, anticuerpos, IgG(H+L), IgM, 

IgA, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 sensibilidad, especificidad, SARS-CoV-2 

Abstract 

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the cause of 

coronavirus disease 2019 (COVID-19), a highly contagious disease that primarily 

affects the respiratory system. The objective of the present study was to produce the 

recombinant nucleocapsid protein (N protein) of SARS-CoV-2 to be used in an 

immunoassay (ELISA) to evaluate the serum levels of IgG (H+L), IgM, IgA, IgG1, 

IgG2, IgG3 and IgG4 antibodies against N protein in three groups of patients with 

different days of disease evolution (Group 1: ≤15 days, Group 2: 16-25 days and 

group 3: >25 days. The coding sequence of this protein was optimized for expression 

in E. coli and was subcloned into the pET24a(+) plasmid, resulting in a 46 kDa 6xHis-

tagged protein Purification of the recombinant protein was performed by immobilized 

metal affinity chromatography and evaluated in immunoblot and ELISA. A total of 

200 pre-pandemic sera and 204 sera from SARS-CoV-2 patients (confirmed by 

molecular techniques), were used to establish the cut-off, sensitivity, and specificity 

of the assays. The sensitivities of the ELISA for IgG (H+L), IgM, IgA and IgG1 were 

81,4%, 83,3%, 81,9% and 84,8%, and the specificities were 90,1%, 77,6%, 88,1% 

and 85,6%, respectively. The likelihood ratio of the positive test was 8.2, 3.7, 6.8, 

5.8, for IgG (H+L), IgM, IgA and IgG1 respectively. Higher sensitivities of the 

standardized immunoassays were determined in group 1, except for IgM. A 

significant increase in the mean of the ELISA units (EU) was determined for IgG 

(H+L, IgA, and IgG1 in Group 1, while for IgM an increase in these values was 

determined in Group 1.  IgG4 type antibodies were detected only in 12/204 samples. 

ELISA for IgG2 and IgG3 could not be standardized. The immunoassays developed 

in the present study are suitable for the detection of antibodies against the N protein 

of SARS-CoV-2 and could be used to monitor the immune response and determine 

natural and asymptomatic infections. 
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Keywords: Nucleocapsid protein, ELISA, antibodies, IgG(H+L), IgM, IgA, IgG1, 

IgG2, IgG3, IgG4, sensitivity, specificity, SARS-CoV-2.  

1. Introducción  
 

El síndrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) es el 

causante de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) (Cascella et al., 

2022).  En diciembre del 2019 se registró el primer caso de esta enfermedad 

altamente contagiosa en Wuhan provincia de Hubei en China, de lo que se originó 

una pandemia sin precedentes declarada por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) en marzo de 2020 (Thakur et al., 2022).  

El COVID-19 afecta el sistema respiratorio, específicamente el parénquima 

pulmonar y la transmisión ocurre por gotitas expulsadas por la persona infectada 

cuando ésta tose o estornuda en la fase presintomática o sintomática. Otras posibles 

vías de transmisión incluyen la ruta fecal-oral y la vertical de madre a hijo, aunque 

la tasa de infección se considera muy baja.  Las presentaciones clínicas de la 

enfermedad pueden variar desde infecciones asintomáticas hasta afectación de 

varios órganos y la muerte. En muchos casos ocurren manifestaciones 

extrapulmonares, esto debido a la presencia de la enzima convertidora de 

angiotensina 2 (ACE2) en múltiples órganos. Dicha enzima es el receptor utilizado 

por el virus para entrar a las células (Mehta et al., 2021).  

Las pruebas que detectan la presencia de ácidos nucleicos del virus son las 

indicadas para el diagnóstico de infecciones agudas de SARS-CoV-2, mientras que 

las pruebas serológicas miden la respuesta inmune de las personas al agente ya 

sea de forma cualitativa o cuantitativa (Amanat et al., 2020). EL SARS-CoV-2 posee 

cuatro proteínas estructurales que se denominan espiga o spike (S), membrana (M), 

envoltura (E) y nucleocápside (N). La función principal de la proteína N de la 

nucleocápside es proteger el genoma viral (Romano et al., 2020), así mismo 

participa en la transcripción y traducción del ARN, así como en el ensamblaje del 

virus. La proteína N tiene 422 aminoácidos y, según análisis bioinformáticos, se 

divide en tres dominios: dos dominios estructurales independientes, el N-terminal y 

el C-terminal, que están separados por la región central desordenada (Ranjbar et 
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al., 2022). La proteína N contiene epítopos bastante eficientes para activar las 

células B y T del sistema inmunitario, por lo cual es adecuada para el reconocimiento 

inmunológico en el serodiagnóstico (Chura-Chambi et al., 2022), así como también 

para la detección temprana de COVID-19 debido a su alta inmunogenicidad 

(Ranjbar et al., 2022). 

Se han desarrollado muchos ensayos comerciales basados en la proteína N 

y proteína S del virus (Ranjbar et al., 2022). Las técnicas que detectan anticuerpos 

contra la proteína N del SARS-CoV-2 parecen ser más sensibles para detectar una 

infección temprana que los ensayos que detectan anticuerpos contra la proteína S, 

ya que los anticuerpos contra N se producen primero (Burbelo et al., 2020). Seis 

meses después de la infección los anticuerpos IgG (H+L) anti-N disminuyen, pero 

se ha visto que el suero mantiene su eficacia antiviral. Así mismo los niveles de IgG 

anti-N se correlacionan con la capacidad neutralizante de los pacientes. Por lo 

tanto, las pruebas de IgG (H+L) anti-N pueden estimar la capacidad protectora de 

los anticuerpos. La dinámica de la aparición de anticuerpos es similar a otras 

infecciones y ocurre de la siguiente manera: la IgM generalmente aparece entre los 

días 8 y 12 después de la infección y decrece en la semana 12, mientras que los 

niveles de IgG (H+L) comienzan a aumentar alrededor del día 14 y permanecen 

durante más tiempo. IgA tiene un efecto protector sobre las superficies mucosas, 

incluida la cavidad orofaríngea, que es el sitio de entrada del virus, por lo que la 

producción efectiva de IgA puede ser un factor clave para una respuesta efectiva y 

preventiva contra SARS-CoV-2 (Szymczak et al., 2021). Por otra parte, la IgG4 se 

ha estudiado muy poco, los pocos estudios señalan que está asociada a un peor 

pronóstico de la enfermedad debido a que los pacientes con respuestas inmunitarias 

IgG4 prominentes parecen ser más permisivos a la infección por SARS-CoV-2, así 

como a otras patologías de tipo oportunistas, en las que se ha observado un 

predominio de IgG4 (Della-Torre et al., 2021). En COVID -19 como en otras 

infecciones virales las subclases IgG1 e IgG3 son las predominantes según la 

literatura y es proporcional a la actividad antiviral (Benabdessalem et al., 2022), 

mientras la IgG2 e IgG4 poco se encuentran en pacientes con COVID-19. La IgG2 
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es el principal anticuerpo producido en infecciones bacterianas, mientras que IgG1 

e IgG3 normalmente son producidos en infecciones virales (Luo et al., 2021a). 

Un ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) que utilizó como 

antígeno recombinante la proteína N mostró una sensibilidad del 80,4% para la 

detección de anticuerpos IgM e IgG (H+L), además reportaron un aumento de las 

tasas positivas conforme aumentaban los días de inicio de síntomas (d.i.s.). 

Solamente la sensibilidad de IgM disminuyó después de 35 d.i.s. ( Liu et al., 2020). 

Otros estudios han reportado una sensibilidad del ensayo ELISA con la proteína N 

recombinante de 91,0% y 92,5% y una especificidad de 98,2% y 97,3 %, para IgG 

(H+L) e IgM respectivamente (Ranjbar et al., 2022). 

El presente estudio tuvo como objetivo producir un antígeno recombinante de 

la proteína N de SARS-CoV-2 y estandarizar técnicas inmunoenzimáticas (ELISA) 

para detectar anticuerpos tipos IgM, IgG (H+L), IgA, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 en 

sueros humanos.  

2. Materiales y métodos  
 

2.1. Diseño del estudio 

Se realizó un estudio experimental para estandarizar una prueba diagnóstica 

serológica para la detección de anticuerpos de diferentes clases y subclases contra 

la proteína N de SARS-CoV-2 en pacientes humanos. 

2.2. Consideraciones bioéticas  

Esta investigación se realizó con aval del Comité Ético Científico del Hospital 

San Juan de Dios, Caja Costarricense del Seguro Social, mediante el protocolo 

HSJD-15-2021. La investigación se condujo respetando lo contenido en la 

declaración de Helsinki y el informe Belmont, así como con estricto apego a la ley 

9234 de la República de Costa Rica.  

2.3. Sueros humanos 

Para establecer la sensibilidad y especificidad de los diferentes 

inmunoensayos (IgG (H+L), IgM, IgA, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) se utilizaron un 

grupo compuesto de tres sueros SARS-CoV-2 PCR positivos y un grupo compuesto 

de tres sueros negativos prepandémicos, 200 sueros humanos prepandémicos y 
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204 sueros humanos SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos. Todos los sueros provenían 

de las serotecas institucionales resguardadas en el Hospital San Juan de Dios de la 

Caja Costarricense del Seguro Social. Las muestras fueron debidamente 

codificadas y anonimizadas para resguardar el derecho a la confidencialidad y 

privacidad de los participantes.  

2.4. Obtención de la proteína N recombinante de SARS-CoV-2 

2.4.1. Expresión de la proteína N en E. coli  

La secuencia del gen que codifica para la proteína N del SARS-CoV-2 se 

obtuvo del genoma completo del SARS-CoV-2 aislamiento Wuhan-Hu-1 disponible 

en la base de datos NCBI (NC 045512.2). Esta proteína contiene 419 residuos de 

aminoácidos y un peso de 46,6 kDa. La expresión de la proteína recombinante de 

SARS-CoV-2 se realizó en células de E. coli BL21 Star (DE3), siguiendo la 

metodología descrita por Alvarado-Mesén et al., (2019). La secuencia codificante 

para esta proteína se optimizó para su expresión en E. coli y fue subclonada en el 

vector de expresión pET24a(+) utilizando las enzimas de restricción Ndel y Xhol 

(GenScript Inc.), permitiendo la expresión de una proteína N etiquetada en su 

extremo C-terminal con 6 histidinas (6xHis) y con un total de 427 aminoácidos 

(Anexo 1). 

El plásmido de expresión pET24a(+)-SARS-CoV-2-N-Cterminal-His fue 

utilizado para transformar células quimiocompetentes de E. coli BL21 Star (DE3). El 

tratamiento con cloruro de calcio y cloruro de magnesio de las células bacterianas 

produjo células competentes que adquirieron el ADN después de un choque térmico 

por 45 segundos a 42 °C, siguiendo protocolos estándar (Sambrook et al., 1989). 

Las células transformadas se seleccionaron en medio de cultivo LB (Bertani, 1951) 

suplementado con kanamicina (50 μg/ml) y las colonias resistentes se utilizaron 

para iniciar cultivos líquidos. La inducción de la expresión de la proteína se realizó 

con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración 1 mM, una vez 

alcanzada la densidad óptica de 0,5 en 200 ml de cultivo. Luego se incubó por 3 

horas a 37 °C en agitación a 250 rpm, según el protocolo del fabricante pET System 

Manual (Novagen, 2005). 
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2.4.2. Extracción y purificación de la proteína N  

La extracción de la proteína recombinante se realizó con el detergente B-

PER Complete utilizando 5 ml/g de biomasa fresca (Bacterial Protein Extraction 

Reagent, Thermo Scientific), suplementado con un inhibidor de proteasas y 

fosfatasas libres de EDTA (Halt Protease and phosphatase Inhibitor Cocktail, 

Thermo Scientific) utilizando 10 μl del inhibidor por cada ml de B-PER Complete. 

Las proteínas acumuladas en cuerpos de inclusión se solubilizaron utilizando varios 

tampones que contenían urea como desnaturalizante. Se utilizó 1ml del tampón 1 

(urea 2 M, tris base 100 mM, EDTA 5 mM, DTT 5 mM y Triton X-100 1%), seguido 

de una agitación, hasta deshacer el botón (pellet), y una centrifugación a 16,000 g 

por 20 minutos a 10°C. Se colectó y guardó el sobrenadante para análisis en SDS-

PAGE. Se realizó el mismo paso anterior utilizando el tampón 2 (urea 2 M, tris base 

100 mM) y guardando el sobrenadante de la misma manera que arriba. Para el 

tampón 3 (urea 8 M y tris base 100 mM) se realizó una incubación de 30 minutos en 

agitación a temperatura ambiente. Seguido se realizó una centrifugación a 16,000 

g por 20 minutos y se guardó el sobrenadante con las proteínas solubilizadas para 

su evaluación en SDS-PAGE y también para la purificación. 

La proteína recombinante marcada con etiqueta de poli-histidina fue 

purificada mediante cromatografía de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) 

utilizando el ensayo HisPUR Ni-NTA Purification (Thermo Scientific) y siguiendo las 

especificaciones del fabricante con el fin de alcanzar una pureza superior al 80%. 

La remoción de urea 8 M y del imidazol 250 mM se hizo mediante diálisis con una 

membrana de celulosa de un corte de peso molecular (MWCO) de 14,000 (Sigma 

Aldrich) y empleando para esto el tampón Tris-HCl (10 mM) con EDTA (1 mM) a pH 

8. Se tomaron las primeras seis eluciones y se diluyeron 1:2 en tampón de elución 

para realizar la diálisis. La eliminación de la urea y el imidazol se hizo debido a que 

los mismos pueden interferir el proceso de interacción antígeno-anticuerpo (Bata et 

al., 1964). 

2.4.3. Análisis cualitativo y cuantitativo del antígeno recombinante purificado 

El análisis cualitativo de las eluciones de la proteína N purificada con la 

columna Ni-NTA se realizó mediante SDS-PAGE, con la finalidad de determinar la 
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homogeneidad de las fracciones eluidas de la columna. La SDS-PAGE se realizó 

utilizando el agente reductor ditiotreitol (DDT) a una concentración final de 0.1 M, y 

el tampón de carga Laemmli concentración final 1X (Laemmli, 1970).  Las muestras 

se calentaron a 85 °C durante 2 minutos, y posteriormente se realizó la 

electroforesis en minigeles tris-glicina 4-20 % a 225V por 40 minutos, según el 

protocolo del fabricante (Novex WedgeWell Tris-glycine Gels, Thermo Scientific). Se 

utilizó el marcador de peso molecular PageRuler Plus Prestained (10-250 kDa) 

(Thermo Scientific). Las bandas proteicas se visualizaron mediante tinción con el 

reactivo Imperial Protein Stain (Thermo Scientific), basado en coomassie R-250. 

Además, se realizó un análisis cuantitativo de las proteínas purificadas 

utilizando el Qubit Protein Assay Kit en el fluorómetro Qubit™ 4 (Invitrogen) 

siguiendo las recomendaciones de fabricante. Las eluciones fueron cuantificadas 

antes y después del proceso de diálisis.  

2.4.4. Inmunoblot con anticuerpo anti-His 

Se realizó el SDS-PAGE descrito arriba (2.4.3), y posteriormente el gel se 

lavó con agua destilada y se incubó por 10 minutos en etanol 20 % con el fin de 

mejorar la eficiencia de la electro-transferencia. Las proteínas fueron transferidas a 

una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (iBlot 2 Transfer Stacks, Thermo 

Scientific) mediante una electrotransferencia en seco utilizando el equipo iBlot 2 

(Thermo Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante, con una 

duración de 6 minutos a 23V (1.4 A) para proteínas de peso molecular de 46 kDa. 

La membrana se bloqueó con solución de bloqueo (I-Block 0,4%, PBS 1X, 

Tween-20 0,05%) 3 veces por 20 minutos cada vez, en agitación en dos 

dimensiones. Después, se incubó con el anticuerpo primario de ratón anti-His 6x-

His Epitope Tag Antibody (4E3D10H2/E3) (Thermo Scientific # MA1-135) a una 

concentración final de 100 ng/ml diluido en solución de bloqueo (1:10,000) por 16 

horas en agitación. Seguido se eliminó el exceso de anticuerpo primario mediante 

3 lavados de 20 minutos con solución de bloqueo y se incubó por 3 horas, en 

agitación, con el anticuerpo secundario cabra anti-ratón IgG (H+L) conjugado a 

fosfatasa alcalina (Fc Cross Adsorbed Secondary Antibody, AP conjugate, Thermo 

Scientific # 31327) a una concentración final de 0,12 μg/ml diluido (1:5000) en 
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solución de bloqueo. Después, se realizaron 3 lavados de 20 minutos cada uno con 

solución de lavado (solución salina tamponada con Tris (TBS) 1X y Tween-20 

0,05%). Seguidamente se agregaron 5 ml del sustrato cromogénico BCIP/NBT 

(Novex, Invitrogen) durante 5 minutos aproximadamente. La inmunoreactividad, se 

observó mediante la aparición de una banda de 46 kDa, y la reacción se detuvo con 

agua destilada.  

2.4.5. Inmunoblot con sueros SARS-CoV-2 positivos y negativos  

Para la evaluación de la proteína N con sueros humanos se utilizó el mismo 

protocolo descrito en la sección anterior (2.4.4) con las siguientes modificaciones. 

Las membranas de PVDF se tiñeron de forma reversible con Ponceau S (Sigma) y 

se destiñeron con agua destilada con la finalidad de evaluar la eficiencia de la 

electrotransferencia y se bloquearon con solución de bloqueo (I-Block 0,4%, PBS 

1X, Tween-20 0,05%) durante una hora. Seguido las membranas se cortaron en 

tiras de aproximadamente 5 mm de ancho y se incubaron toda la noche con sueros 

controles positivos y negativos (diluidos 1:50 en solución de bloqueo PBS pH 7,4 + 

Tween-20 0,05% y leche descremada 0,4 %. Luego de la incubación con los sueros 

se procedió a lavar tres veces con solución de bloqueo y se incubó con el conjugado 

(cabra anti-humano IgG (H+L) conjugado a peroxidasa (POD)) (Sigma Aldrich, # 

A8667-2ML), a concentración final de 2 ng/ml (1:10000) en solución de bloqueo, y 

como sustrato se utilizó 3,3′ diaminobencidina (DAB) (Sigma Aldrich). Al final del 

ensayo se realizaron tres lavados con agua destilada y se secaron las tiras. Los 

sueros que mostraron bandas de aproximadamente 46 kDa se consideraron 

positivos.  

2.5. Implementación de la técnica serológica 

Para la implementación del inmunoensayo se utilizaron microplacas de 

polivinilo no flexibles de alta fijación (Corning 2592), las cuales se sensibilizaron con 

la proteína N recombinante a diferentes concentraciones (desde 1 μg hasta 0,03 μg 

por pocillo) y con dos tampones de adsorción (solución de carbonato-bicarbonato 

0,05 M, pH 9,6 y PBS pH 7,4), y se incubaron por 16 horas a 4 °C. Después de la 

adsorción del antígeno se descartó el excedente y se bloqueó con dos agentes 

bloqueadores (caseína 10 % y leche descremada 10 %) durante tres horas a 37 °C. 
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Posteriormente se lavó la placa tres veces con PBS-Tween-20 0,05 % para eliminar 

la solución de bloqueo. Seguidamente se incubó durante una hora a 37 °C con el 

grupo compuesto de sueros positivos y el grupo compuesto de sueros negativos 

(sección 2.3), se probaron diferentes concentraciones de los sueros (1:50, 1:100, 

1:200, 1:400), los cuales se diluyeron en solución de incubación (PBS-Tween-20 

0,05 % y leche descremada 0,4 %). Luego de la incubación se realizaron 3 lavados 

con PBS-Tween-20 (0,05 %).  

Se utilizaron los conjugados anti-IgG (H+L) HRP (policlonal, producido en 

cabra, Sigma Aldrich, #A8667), anti-IgM-HRP (policlonal, producido en cabra, 

Invitrogen, #SA5-10293), anti-IgA-HRP (policlonal, producido en cabra, Invitrogen, 

#A18781), anti-IgG1-HRP (monoclonal, Invitrogen, #A10648) y anti-IgG4-HRP 

(monoclonal, Invitrogen, #A10654), anti-IgG2-HRP (monoclonal, Invitrogen, #05-

0520) y anti-IgG3-HRP (monoclonal, Invitrogen, #05-3620). Estos conjugados se 

utilizaron en diferentes concentraciones (1:500 hasta 1:160,000) diluidos en 

solución de incubación, y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C. Finalmente los 

pocillos se lavaron 3 veces con PBS-Tween-20 y se reveló con el cromógeno 3,3′, 

5,5′-tetrametilbencidina (TMB) (Sigma Aldrich), preparado en 10 ml de Tris 0.01 M 

pH 7,2 y 200 μl de H2O2 al 3% por aproximadamente diez minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad. La reacción se detuvo con 50 μl de H2SO4 (2 M).  

La lectura de la absorbancia se realizó a 450 nm en un lector de placas 

(Multiskan Ex, Thermo Scientific). Una vez obtenida la densidad óptica, el resultado 

se expresó como el promedio de la absorbancia de los sueros duplicados por 1000, 

lo que se denominó unidades ELISA (UE). Se estableció el cociente P/N dividiendo 

UE del suero control positivo (P) entre UE del suero control negativo (N).  

2.6. Análisis estadístico  

Los puntos de corte para los diferentes inmunoensayos (ver 2.5) se 

determinaron de las siguientes dos maneras: a) mediante el análisis de la curva 

ROC (receiver operating characteristic curve) con su respectiva área bajo la curva 

(AUC, area under curve), y b) mediante la suma de la media de los 200 sueros 

negativos y 3, 2.58 o 2 desviaciones estándares. Además, se estableció los puntos 

de corte para cada ELISA analizando los sueros en tres diferentes grupos: ≤15 días, 
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16-25 días y >25 días de evolución de la enfermedad y se calculó la razón de 

verosimilitud de una prueba (RVP) positiva y negativa. Se utilizó la prueba de 

Shapiro- Wilk para evaluar si los datos seguían una distribución normal y pruebas 

no paramétricas como U de Mann-Whitney para determinar diferencias entre las 

medianas de los valores de UE entre los positivos y los controles negativos. Así 

como también se compararon las tasas positivas para medir la frecuencia de casos 

positivos a medida que aumentaban los días de evolución (≤15 días, 16-25 días y 

>25 días). Los análisis estadísticos se realizaron mediante el programa libre 

Epitools (Ausvet) y el programa GraphPad Prism versión 9.4.0. 

3. Resultados 

El rendimiento de la producción de la proteína N fue de 11.8 mg/200 ml de 

cultivo inicial y luego de la remoción de las sales por diálisis se obtuvo un volumen 

de 24 ml con una concentración de 400 μg/ml de proteína purificada. No se observó 

la presencia de una gran concentración de proteína N en la fracción soluble (S) 

(Figura 1), ya que la mayor parte de la proteína diana estaba en cuerpos de inclusión 

(C.I.), Sin embargo, en el lavado del pellet (L) sí se observó pérdida de gran cantidad 

de proteína recombinante (Figura 1). En este lavado se utilizó urea 2 M, así mismo 

se observó una leve pérdida de proteína en el lavado con la columna de purificación 

His (LH), más no en el filtrado de la columna HisPur (F). Los C.I. se solubilizaron 

utilizando urea 8 M.  

En las eluciones (E1-E-5) se encontró la proteína N indicando una 

purificación eficiente (Figura 1). 
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Figura 1. Análisis de la eficiencia de la purificación de la proteína N recombinante 

de SARS-CoV-2 mediante SDS-PAGE. M: Marcador de peso molecular; S: Fracción 

soluble del sobrenadante obtenida de la lisis con el B-PER Complete; L: lavado 

después del B-PER complete; C.I.: Cuerpos de inclusión; F: filtrado post- incubación 

de la columna de purificación HisPur con la proteína, LH: proteínas presentes en el 

lavado de la columna HisPur; E1-E5: proteína presente en las eluciones 1-5.  

 

De la purificación de proteínas solubilizadas con la columna HisPur se 

obtuvieron siete fracciones de 2 ml cada una, a partir de 200 ml de cultivo. Las 

concentraciones de la proteína antes de la diálisis se muestran en el Cuadro 1. 

Después de la diálisis las fracciones se unieron y se volvió a cuantificar quedando 

una sola fracción con una concentración de 400 μg/ml.  

 

Cuadro 1. Concentración de proteína en las eluciones obtenidas a partir de 

200 ml de cultivo inicial. 

Eluciones de la proteína N Concentración (μg/ml) 

E1 1343   

E2 1400   

250 
 
130 
 
100 
70 
 
 
55 
 
 
35 
 
 
25 
 
 
 
15 
 
10 

kDa M   S     L   C.I.   F   LH   E1  E2   E3  E4   E5 
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E3 1100   

E4 708   

E5 676   

E6 500   

E7 183    

  

El Western Blot mostró reacción con el anticuerpo anti-His, lo que identificó 

la presencia de la proteína N marcada con la etiqueta de poli-histidina. Se observó 

una banda de aproximadamente 46 kDa (Figura 2).  

 

Figura 2. Análisis de Western Blot para confirmar la identidad de la proteína 

N. El rectángulo rojo identifica la señal de una proteína con un peso de 46kDa. M: 

marcador de peso molecular; P: proteína N (por triplicado). 

 

En el inmunoblot los sueros controles SARS-CoV-2 positivos reaccionaron 

con una banda de 46 kDa, mientras que los sueros controles negativos no 

reaccionaron con la proteína (Figura 3). 

kDa 

250 

130 
100 
 
70 
 
55 
 
 
35 
 
25 
 
 
 
15 
 
10 

  M    P   P    P 

PPP 
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Figura 3. Inmunoblot de la proteína recombinante N con sueros controles 

positivos y negativos. 1-3: Sueros SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos (por duplicado), 

4: muestra compuesta de tres sueros SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos. 5-7 sueros 

negativos (prepandémicos), 8: muestra compuesta de tres sueros negativos 

(prepandémicos, por duplicado).   

El análisis de las diferentes concentraciones de la proteína N en dos 

tampones de adsorción (PBS y carbonato-bicarbonato), y dos soluciones 

bloqueadoras (leche descremada y caseína hidrolizada) se muestra en las Figuras 

4A y 4B respectivamente. Las concentraciones de 1 μg hasta 0,12 μg de antígeno 

por pocillo mostraron en su mayoría las mayores diferencias P/N. La concentración 

de proteína que presentó mayor diferencia P/N fue 1 μg de antígeno por pocillo 

(Figura 4).   

      1        2      3      4          5  6   7      8 
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Figura 4. Resultados de la implementación del inmunoensayo utilizando dos 

agentes bloqueadores (leche y caseína), dos tampones de adsorción de antígeno 

(PBS y carbonato-bicarbonato) y diferentes diluciones de la proteína N (1 μg a 0.03 

μg); suero 1:400 y conjugado anti-IgG (H+L) 1:40,000. UE: Unidades de ELISA. A. 

Adsorción con PBS y carbonato, bloqueo con leche descremada al 10%, B. 

adsorción con PBS y carbonato, bloqueo con caseína hidrolizada al 10%.  



16 
 

 

La dilución óptima del suero se determinó en 1:400 para los ELISA con los 

conjugados anti-IgG(H+L), anti-IgM, anti-IgA y anti-IgG1, mostrando la mejor 

diferencia entre sueros positivos y negativos (Figura 5). La dilución óptima de los 

diferentes conjugados fue: 1:40,000 para anti-IgG (H+L); 1:30,000 anti-IgM, 1:2,000 

para anti-IgA y 1:500 para anti-IgG1, ya que presentaron mayor diferencia P/N y los 

valores negativos más bajos (Figura 6). En la Figura 7 se muestra la titulación de 

los sueros y del conjugado para el ELISA IgG4. La dilución óptima del suero fue 

1:400 y del conjugado anti-IgG4 1:400. No se pudo determinar diferencias P/N 

significativas con los conjugados anti-IgG2 y anti-IgG3.  
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Figura 5. Resultados de las diferentes diluciones de sueros en una concentración 

de 1μg por pocillo del antígeno proteína N de SARS-CoV-2; bloqueo con leche 

descremada al 10% en PBS por conjugado. UE: Unidades de ELISA. 

 

 

  

Figura 6. Resultados de la titulación de los conjugados; con 1μg de proteína N de 

SARS-CoV-2 por pocillo y bloqueo con leche descremada al 10% en PBS; dilución 

de los sueros 1:400. UE: Unidades de ELISA.  
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Figura 7. A. Resultados de las diferentes diluciones de sueros en una concentración 

de 1μg por pocillo del antígeno proteína N de SARS-CoV-2; bloqueo con leche 

descremada al 10% en PBS y conjugado anti-IgG4. B. Resultados de la titulación 

del conjugado IgG4 con 1 μg de proteína N de SARS-CoV-2 por pocillo y bloqueo 

con leche descremada al 10 % en PBS; dilución de los sueros 1:400. UE: Unidades 

de ELISA.  

 

El valor p de la prueba Shapiro-Wilk resultó ser <0,0001 para todos los anticuerpos, 

dado que este valor es menor que 0.05, podemos decir que los datos de la muestra 

no provienen de una población con distribución normal. Por otra parte, la distribución 

de los valores UE obtenidos en los análisis de los 200 sueros negativos 

prepandémicos y los 204 sueros SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos en los ELISA con 

los diferentes conjugados se muestran en la figura 8, donde los sueros SARS-CoV-

2 RT-qPCR positivos mostraron UE significativamente mayores que los sueros 

controles prepandémicos (p < 0,0001). 
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Figura 8. Distribución de los valores UE obtenidos en los análisis de los 200 sueros 

prepandémicos (negativos) y los 204 sueros SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos en 

los diferentes inmunoensayos. Las barras rojas indican las medianas, valores 

p<0.05 se consideraron estadísticamente significativos.  UE: Unidades de ELISA. 

Se indica el valor de significancia (p), valores de p < 0,05 se consideraron 

estadísticamente significativos.   

 

En la Figura 9 se muestra el análisis de las curvas ROC. El rendimiento 

general de los diferentes inmunoensayos fue alto, con AUC de 0,91, 0,88, 0,91 y 

0,88, con un valor significativo (p<0.0001) para la detección de anticuerpos tipo IgG 

(H+L), IgM, IgA e IgG1 contra la proteína N de SARS-CoV-2, respectivamente. 
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Figura 9. Curvas de ROC, mostrando el rendimiento diagnóstico de los diferentes 

inmunoensayos. AUC: área bajo la curva; IC: intervalo de confianza.  

 

En el Cuadro 2 se presentan en forma comparativa los diferentes puntos de 

corte calculados mediante las curvas ROC y mediante desviaciones estándar, 

también se muestran las sensibilidades y especificidades de los inmunoensayos 

estandarizados. El valor de la razón de verosimilitud de la prueba positiva (RVP+) 

para IgG (H+L) nos muestra que la probabilidad de tener COVID-19 si se obtiene 

un resultado positivo es ocho mayores que la probabilidad de tenerla si se obtiene 

un resultado negativo. Para IgM es 3,7 veces más probable, para IgA 6,8 veces y 

para IgG1 5,8 veces. 

El punto de corte calculado a través del análisis de la curva ROC mostró la 

mayor sensibilidad y especificidad (Cuadro 2).  
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Cuadro 2. Comparación de los puntos de corte en unidades ELISA (UE) 

establecidos por la curva ROC y mediante desviaciones estándar y valores de 

sensibilidad (%), especificidad (%) y la razón de verosimilitud de la prueba positiva 

para cada inmunoensayo estandarizado. 

 

El análisis de los sueros SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos por grupos de días 

de evolución determinó mayor sensibilidad de los inmunoensayos estandarizados, 

en el grupo de <15 días con respecto a los grupos de 16-25 y de >25 días de 

evolución de la enfermedad excepto para IgM (Cuadro 3). Así mismo se vio un 

aumento significativo de la mediana de los valores UE para IgG (H+L), IgA e IgG1 

para el grupo SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos con menos de 15 días de evolución 

de la enfermedad, mientras que para IgM se determinó un aumento de los valores 

UE en el grupo SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos entre 16-25 días de evolución de 

la enfermedad (Figura 10). En la figura 11 se muestra la tendencia dinámica de la 

tasa positiva, utilizando la curva ROC como punto de corte. Anticuerpos de tipo IgG4 

se detectaron solamente en 12/204 muestras. 

 

ELISA  UE 
Negativos 

 RVP+ Punto de corte 
ROC 

general 

Punto de 

corte +3s 

Punto de 
corte 

+2,58 s 

Punto de 

corte +2s 

Anti-IgG 
(H+L) 

205,3 
 

8,2 302,4 
Se 81,4 
Sp 90,1 

464,2 
Se 69,6   
Sp 97,5 

427,9 
Se 72,6   
Sp 97.0 

377,9 
Se 77,5  
Sp 95,0 

Anti-IgM 187,9 
 

3,7 243,9 
Se 83,3 
Sp 77,6 

494,90 
Se 40,5  
Sp 99,0 

451,9 
Se 44,1   
Sp 97.5 

392,60 
Se 53,0   
Sp 95,0 

Anti-IgA 231,2 
 

6,8 324,3 
Se 81,9 
Sp 88,1 

540,9 
Se 58,0  
Sp 97,5 

497,1 
Se 62,3   
Sp 96,0 

437,10 
Se 66,2   
Sp 96,5 

Anti-IgG1 112,3 
 

5,8 136,3 
Se 84,8 
Sp 85,6 

212,5 
Se 67,2   
Sp 97,0 

198,5 
Se 70,0   
Sp 96,5 

179,1 
Se 73,5   
Sp 96,0 

: Media 
s: Desviación estándar  
Se: Sensibilidad 
Sp: Especificidad  
RVP +: Razón de verosimilitud positiva 
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Cuadro 3: Sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) de los diferentes inmunoensayos 

con respecto a los días de evolución de la enfermedad (Grupo 1: <15 días, Grupo 

2: 16-25 días y Grupo 3: >25 días), calculado con la curva ROC y la razón de 

verosimilitud de la prueba positiva y negativa para cada inmunoensayo 

estandarizado. 

 

   
Grupo 

 

    N RVP 
+ y - 

   IgG 
(H+L)     

RVP 
+ y - 

   IgM RVP 
+ y - 

IgA RVP 
+ y - 

 IgG1 

 
1 

 
35 

+  
17,1 

-  
0,2 

 
Se 85,7 
Sp 95.0 

+ 
3,63 

-  
0,3 

 
Se 80,0 
Sp 78,0 

+  
8,9 
- 

0,1 

 
Se 88,6 
Sp 89,5 

+ 
16,6 

- 
0,1 

 
Se 91,4 
Sp 94,5 

 
2 

 
59 

+  
3,7 
-  

0,3 

 
Se 80,4 
Sp 77,1 

+ 
3,9 
- 

0,0 

 
Se 98,3 
Sp 75,0 

+ 
5,3 
- 

0,2 

 
Se 84,8 
Sp 84,0 

+ 
5,7 
- 

0,2 

 
Se 83,1 
Sp 85,5 

 
3 

 
110 

+  
9,4 
-  

0,2 

 
Se 84,6 
Sp 90,1 

+ 
3,7 
- 

0,1 

 
Se 90,0 
Sp 75,0 

+ 
6,2 
- 

0,2 

 
Se 83,6 
Sp 86,5 

+ 
5,8 
- 

0,2 

 
Se 83,6 
Sp 85,5 

Los valores de sensibilidad y especificidad están dados en porcentajes (%) 
RVP: razón de verosimilitud 
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Figura 10. Valores de UE de los 200 sueros prepandémicos (negativos) y de los 

204 sueros SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos clasificados en tres grupos según los 

días de evolución de la enfermedad (<15 días, 15-25 días y >25 días). Las barras 

rojas indican las medianas.  UE: Unidades de ELISA.  
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Figura 11. Tendencia dinámica de la tasa positiva en sueros de pacientes con 

diferentes días de evolución de la enfermedad. ≤15 días (n = 35), 16-25 días (n = 

59) y >25 días (n = 110).  

4. Discusión  

El utilizar la tecnología de producción de proteínas recombinantes mediante 

bacterias como la E.coli,BL 21 Star (DE3), resulta un sistema bastante eficiente y 

tiene la ventaja de que se cuenta con un sinnúmero de protocolos (Rossano & 

Ceccarelli, 2014). La proteína N purificada se obtuvo a partir de la fracción insoluble 

(cuerpos de inclusión), sin embargo, se pudo observar que esta proteína forma 

cuerpos de inclusión no clásicos, pudiéndose extraer en los lavados en condiciones 

poco desnaturalizantes. Los cuerpos de inclusión no clásicos han sido reportados 

también por Jevševar et al. (2005)  y plantean una ventaja respecto a los cuerpos 
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de inclusión clásicos, en cuanto a que se pueden obviar pasos como la 

desnaturalización y renaturalización de la proteína, además de que se reportan 

mayores rendimientos de proteína funcional con la formación de estos cuerpos de 

inclusión no clásicos. Para evitar la agregación de la proteína, se redujo la 

concentración de ésta antes de dializarla utilizando una dilución 1:2. Algunos 

autores como Chura-Chambi et al. (2022) y Das & Suresh (2006) recomiendan diluir 

la proteína aún más, por debajo de 100 μg/ml para evitar la agregación y tener una 

proteína funcional.  

El rendimiento de la proteína producida en el presente estudio fue similar a 

lo reportado por otros investigadores como Li et al. (2021) (50 mg/L), donde 

utilizaron condiciones desnaturalizantes con urea (8 M), aunque produjeron su 

proteína con el plásmido PET28a y utilizaron una resina catiónica débil para la 

purificación, reportando una mejor afinidad de unión a la proteína N en comparación 

a la resina Ni-NTA. Entre las principales diferencias de este plásmido están en que 

el plásmido pET 28a posee un gen de resistencia a la kanamicina, mientras que el 

plásmido pET 24a cuenta con un gen que confiere resistencia a la ampicilina. En el 

caso del pET 24a, posee un sistema de fusión de polihistidina C-terminal, mientras 

que el plásmido pET 28a ofrece un sistema de fusión de etiqueta His N-terminal 

junto con un sitio de escisión de trombina, lo cual permite la eliminación opcional de 

la etiqueta luego de la purificación. Además, es importante mencionar que se ha 

documentado aumentos del doble del rendimiento con el plásmido pET28a en 

comparación con pET24a. En última instancia, la elección del plásmido dependerá 

de las necesidades y preferencias del investigador (Shilling et al., 2020). 

Otros estudios como el de Chura-Chambie et al. (2022) reportaron un 

rendimiento mayor al de este estudio (370 mg/L de cultivo bacteriano inicial) 

utilizando condiciones no desnaturalizantes y evitando así el proceso de purificación 

y diálisis.  Con la proteína producida en este estudio es posible analizar 

aproximadamente 9600 sueros utilizando 1 μg de proteína por pocillo.  

En el presente estudio se estandarizaron inmunoensayos para la detección 

de anticuerpos tipo IgG (H+L), IgM, IgA, IgG1 e IgG4 contra la proteína N de SARS-

CoV-2. Al estandarizar el ELISA se decidió utilizar el PBS ya que mostró mejor 
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rendimiento para la adsorción de la proteína, aunque se probó también un buffer de 

carbonatos de pH 9,6. La literatura recomienda que durante la estandarización de 

un ELISA se prueben tampones con pH entre 7,0 y 10,0, ya que se debe encontrar 

el pH apropiado para la proteína a adsorber a la placa y este puede variar 

ampliamente. Otro punto importante es encontrar la concentración correcta del 

antígeno a adsorber, por lo que se deben probar diferentes concentraciones (desde 

0,5 a 10,0 μg/mL) (Jordan, 2009). Otros autores han probado concentraciones de 

12 μg/mL (Rokni et al., 2010) y de hasta 40 μg/mL (ProSci Incorporated, s/f), sin 

embargo, la mayor parte de la literatura informa que 10 µg/ml es una concentración 

de recubrimiento óptima y es la que se utilizó en este estudio. La concentración que 

utilizamos en este ensayo fue más alta que la utilizada por Ranjbar et al. (2022), 

donde utilizaron 100 μl por pocillo a una concentración de proteína N de 5 μg/ml, sin 

embargo, utilizaron una concentración de suero mayor (1:100) y en nuestro caso la 

que mejor nos resultó fue la dilución del suero de 1:400. No se logró estandarizar 

los inmunoensayos para la detección de anticuerpos tipo IgG2 e IgG3, debido a 

algunas limitaciones como la carencia de controles positivos para estas subclases. 

Por otra parte, en el estudio de Korobova et al., (2022) probaron diluciones del suero 

más concentradas para IgG2 e IgG3 (1:25), mientras que para IgG1 e IgG4 utilizaron 

una dilución de 1:100, esto también podría explicar porque no se pudieron 

estandarizar.  

Hasta la fecha, se han propuesto varios criterios, principalmente basados en 

análisis ROC para seleccionar el punto de corte más adecuado. En algunos casos, 

la sensibilidad es más importante que la especificidad, sin embargo, el punto 

requiere un balance entre las dos. Un enfoque razonable es aumentar ambos 

exponentes, aunque algunos investigadores prefieren un método sobre el otro. 

(Habibzadeh et al., 2016). En este caso para determinar la exactitud de las pruebas 

de ELISA, se optó por el análisis de la curva ROC, el cual mostró un AUC muy 

bueno para los inmunoensayos de IgG (H+L) (91,3), IgA (90,9), IgM (88,3) e IgG1 

(88,2), lo que indica que estos son bastante eficientes a la hora de establecer 

pacientes con y sin anticuerpos contra la proteína N de SARS-CoV-2. Ensayos con 

intervalo de AUC entre 0,75 y 0,90 se consideran buenos y entre 0,90 y 0,97 muy 
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buenos (Cerda & Cifuentes, 2012). Así mismo, nuestros resultados muestran que la 

RVP+ de los ensayos tiene un alto valor diagnóstico, y que la probabilidad de que 

un paciente con infección por SARS-CoV-2 de positivo en la prueba es muy alta. 

Por otra parte, la RVP- de nuestro ensayo se compara con un metaanálisis realizado 

por Xie et al. (2022) donde reportaron RVP- de 0.24 para las pruebas de antígeno 

para SARS-CoV-2. Según la literatura cuanto mayor sea el valor de RVP + mejor 

será la capacidad para distinguir individuos con la enfermedad y cuanto menor sea 

el RVP- más fuerte la relación entre un resultado negativo en la prueba y la ausencia 

de la enfermedad (Ferreira & Patino, 2018).  

El aumento de la sensibilidad de las pruebas con el grupo de SARS-CoV-2 

RT-qPCR positivos con menos de 15 días de evolución de la enfermedad con 

cuerda con los encontrados por Nakano et al. (2021), que establecieron un 100% 

de sensibilidad de su prueba (SARS-CoV-2 IgG (H+L), cuando analizaron muestras 

de pacientes con 15 días de haber iniciado con los síntomas. Las sensibilidades y 

especificidades de los inmunoensayos estandarizados para la detección de 

anticuerpos contra la proteína N de SARS-CoV-2 son satisfactorias en comparación 

con reportes previos. Un estudio realizado por Liu et al. (2020) basado en la proteína 

N recombinante y analizando 214 muestras reportó una sensibilidad de 70,1% y 

68,2% para IgG (H+L) e IgM respectivamente, valores debajo de los obtenidos en 

el presente trabajo (81,3% y 83,3%), además, establecieron tasas positivas para 

IgG (H+L) e IgM de aproximadamente 30% a 52% en los grupos de 0 a 5 días y de 

6 a 10 días de inicio de síntomas, todos valores inferiores a los encontrados en 

nuestro trabajo (80.0% a 91.3%). En línea con nuestro trabajo Ranjbar at al. (2022) 

implementaron un ELISA basado en la proteína N y analizando 67 sueros positivos 

obtuvieron una sensibilidad de 91,0% y 92,5% y una especificidad del 98,2 % y 97,3 

% para los inmunoensayos IgG (H+L) e IgM, respectivamente. Además, encontraron 

un aumento de la sensibilidad del ELISA IgG (H+L) en el grupo de pacientes de 0-7 

días desde el inicio de síntomas, resultados similares a los obtenidos en el presente 

estudio.  

En el estudio de Li et al., (2021) reportaron tasas positivas de 69,0% y 72,4% 

para su ELISA casero IgM e IgG (H+L) respectivamente, dichos valores están por 
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debajo de los nuestros. Para IgM encontramos un aumento de la tasa positiva en el 

grupo de 16-25 días con respecto al grupo de <15 días desde la evolución de la 

enfermedad Kaduskar et al. (2022a) encontraron que el anticuerpo IgM alcanzó su 

punto máximo alrededor del día 35 después de inicio de síntomas y disminuyó 

rápidamente para volver aparecer a los 90 días, esto resalta que el anticuerpo IgM 

puede ser poco confiable para el diagnóstico de casos activos.  

La mayoría de los estudios sobre SARS-CoV-2 reportan datos de acuerdo 

con los días después de inicio de síntomas, sin embargo, en nuestro trabajo 

reportamos de acuerdo con los días de evolución de la enfermedad. Al realizar una 

comparación agrupando los datos de acuerdo con los días de inicio de síntomas y 

los días de evolución de la enfermedad no se determinó diferencias significativas en 

las tasas positivas o los valores de sensibilidad y especificidad entre los dos grupos 

(datos no mostrados).  

El anticuerpo IgG1 se encontró en 84,8% de los pacientes e IgG4 se detectó 

en 12 pacientes solamente, estos resultados concuerdan con los encontrados en 

otros estudios como los de Benabdessalem et al. (2022) y Luo et al. (2021), en 

donde observaron que en las respuestas de subtipos de IgG (H+L) dominaban las 

de tipo IgG1 y rara vez IgG4. En infecciones virales, especialmente en SARS-CoV-

2 las principales subclases de IgG (H+L) reportadas son IgG1 e IgG3, los cuales se 

sabe tienen actividad antiviral (Benabdessalem et al., 2022).   

La producción del antígeno recombinante N de SARS-CoV-2 y la 

estandarización de los ensayos inmunoenzimáticos permitirá obtener información 

epidemiológica relevante, relacionada con infecciones naturales en la población, 

medir los niveles y la duración de anticuerpos postexposición, monitorear 

prevalencias e incidencias, y calcular la proporción de infecciones asintomáticas en 

la población. Sobre todo, permitiría a países en vías de desarrollo producir sus 

propios ensayos en forma rápida y de bajo costo, tanto para tiempos de pandemia 

o para diagnóstico de rutina o de investigación. Una limitación en este estudio fue 

que las muestras de sueros prepandémicas no fueron analizadas para detectar 

anticuerpos contra otros coronavirus y así evitar posibles reacciones cruzadas. 
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5. Conclusiones  

✓ La proteína N fue expresada y purificada exitosamente.  

✓ Se logro estandarizar técnicas inmunoenzimáticas sensibles y específicas 

que detectan anticuerpos tipo IgG(H+L), IgM, IgA, IgG1 e IgG4 contra la 

proteína N de SARS-CoV-2.  

✓ Se determinó mayor sensibilidad de los inmunoensayos estandarizados en 

el grupo de pacientes ≤15 días de evolución de la enfermedad con respecto 

a los grupos de 16-25 y de >25 días, excepto para el ELISA IgM.    

✓ Se determinó un aumento significativo de la mediana de los valores UE para 

los ELISA IgG (H+L), ELISA IgA e ELISA IgG1 para el grupo de menos de 

≤15 días de evolución de la enfermedad, mientras que para el ELISA IgM se 

determinó un aumento de los valores UE en el grupo de 16-25.   

✓  Anticuerpos de tipo IgG4 se detectó solamente en 12/204 muestras.  

6. Recomendaciones  

✓ Implementar métodos de purificación de la proteína N con menor nivel de 

agente desnaturalizante o bajo condiciones no desnaturalizantes, con el fin 

de ahorrar tiempo, evitar pérdidas y a la vez utilizar una alternativa más 

amigable con el medio ambiente. 

✓ Producir la proteína S recombinante de SARS-CoV-2 para utilizarla en 

inmunoensayos para medir la respuesta protectora.  

✓ Investigar la respuesta inmune humoral a la proteína N de SARS-CoV-2 en 

una infección natural.  
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ARTÍCULO 2 

 

Títulos de inmunoglobulinas de diferentes clases y subclases contra la 

proteína N de SARS-CoV-2 en sueros de pacientes según gravedad de la 

enfermedad, sexo y edad.  

 

Resumen 

La enfermedad por coronavirus del 2019 (COVID-19) es causada por el 

coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV-2), y se 

divide en categorías, según la gravedad, a saber, en asintomático, leve, moderado 

y grave. El objetivo del presente trabajo fue investigar títulos de anticuerpos de las 

clases IgG (H+L), IgA, IgM y subclases IgG1 e IgG4 dirigidos contra la proteína N 

de SARS-CoV-2 mediante técnica inmunoenzimática (ELISA) en pacientes 

agrupados según la gravedad de la enfermedad, sexo y edad. Se analizaron 204 

sueros de pacientes con COVID19, 92 hombres y 112 mujeres, los cuales se 

agruparon en tres grupos etarios: 18-35 años (n = 69), 36-60 años (70), >61 años 

(n=65), y en cuatro grupos de pacientes:  pacientes con enfermedad grave (n = 57), 

pacientes con enfermedad moderada (n =4 9), pacientes con enfermedad leve 

(n=50), y pacientes que resultaron positivos durante el periodo de dominancia de la 

variante ómicron (n =4 8) y estaban hospitalizados con enfermedad grave. Los 

anticuerpos IgG (H+L) e IgA mostraron las medianas de unidades ELISA más altos. 

Los pacientes graves mostraron niveles de anticuerpos significativamente más altos 

(p<0.05) en comparación a pacientes con enfermedad moderada, leve y pacientes 

positivos durante el periodo de dominancia de la variante ómicron. No sé estableció 

correlación entre el sexo y los niveles de anticuerpos. En cuanto a las edades 

solamente se determinó diferencia significativa (p < 0,05) para el anticuerpo IgM. Se 

pudo demostrar una correlación moderada para IgM e IgG (H+L) (r = 0,6672, p < 

0,0001), IgM e IgA (r = 0,5487, p < 0,0001), e IgG (H+L) e IgA (r = 0,6620, p < 

0,0001) en los pacientes graves. Se logró demostrar que los niveles séricos de 

anticuerpos contra la proteína N se correlacionan significativamente con la gravedad 
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de la infección por COVID-19 y que en la enfermedad grave los altos títulos de 

diversos anticuerpos están correlacionados.   

 

Palabras Claves: COVID-19, ELISA, proteína nucleocápside 

Abstract 

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is caused by severe acute respiratory 

syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2), and is divided into categories, based 

on severity of the disease, namely asymptomatic, mild, moderate, and serious 

condition. The objective of the present work was to investigate antibody titers of the 

IgG (H+L), IgA, and IgM classes, as well as IgG1 and IgG4 subclasses directed 

against the N protein of SARS-CoV-2 in patients grouped according to the severity 

of the disease, gender, and age. A total of 204 sera from patients with COVID19 

were analyzed, 92 men and 112 women, who were grouped into three age groups: 

18-35 years (n = 69), 36-60 years (70), > 61 years (n = 65). , and in four groups of 

patients: patients with severe disease (n = 57), patients with moderate disease (n = 

49), patients with mild disease (n = 50), and patients who were positive during the 

omicron variant dominance period (n = 48) and were hospitalized with severe 

disease. The IgG (H+L) and IgA antibodies showed the highest mean of ELISA units. 

Severe patients showed significantly higher (p < 0.05) antibody levels compared to 

moderate, mild and positive patients during the omicron variant dominance period. 

We found no correlation between sex and antibody levels. Regarding age, a 

significant difference (p < 0.05) was only determined for the IgM antibodies. A 

moderate correlation could be demonstrated for IgM and IgG (H+L) (r = 0.6672, p < 

0,0001), IgM and IgA (r = 0.5487, p < 0.0001), and IgG (H+L) and IgA (r = 0.6620, p 

< 0,0001) in seriously ill patients. It was possible to demonstrate that serum levels 

of antibodies against the N protein are significantly correlated with the severity of the 

COVID-19 infection and that in severe cases the high titers of various antibodies 

were correlated. 

Keywords: COVID-19, ELISA, nucleocapsid protein 
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1. Introducción  

La enfermedad infecciosa por coronavirus 2019 (COVID-19) que surgió en 

Wuhan, China fue causada por el coronavirus del síndrome respiratorio agudo 

severo tipo 2 (SARS-CoV-2), y fue declarada por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) como pandemia el 11 de marzo de 2020. Al 14 de mayo de 2023, se 

han confirmado más de 766 millones de casos y más de 6,9 millones de muertes en 

todo el mundo (Who, 2023). La COVID-19 tiene una amplia gama de 

manifestaciones clínicas, la mayoría de las personas presentan fiebre o escalofríos, 

tos, dificultad para respirar, fatiga, dolores musculares, dolor de cabeza, pérdida del 

gusto (ageusia) u olfato (anosmia), dolor de garganta, congestión o secreción nasal, 

náuseas o vómitos y diarrea (CDC, 2020).  La enfermedad de COVID-19 se divide 

en categorías según la gravedad en: asintomático, leve, moderado y crítico (National 

Institutes of Health [NIH]). Estudios ha revelado algunos factores de riesgo que 

determinan la gravedad de la enfermedad, como, por ejemplo: obesidad, 

enfermedad renal crónica, diabetes, hipertensión y asma, con un aumento 

considerable en tasas de hospitalización en aquellos pacientes con >3 afecciones o 

más subyacentes en comparación con los que no las tienen. Así mismo, se 

observaron tasas más altas de hospitalización en adultos mayores de 65 años o 

entre 45-64 años en comparación con los de 18-44 años. La tasa de hospitalización 

fue mayor en hombres en contraste con mujeres y mayor en afrodescendientes en 

comparación con blancos no hispanos (Ko et al., 2021). 

El SARS-CoV-2 posee cuatro proteínas estructurales que incluyen la proteína 

de la espiga (S), la proteína de envoltura (E), la proteína de membrana (M) y la 

proteína de nucleocápside (N) (Ranjbar et al., 2022). Las dos proteínas más 

importantes en el diagnóstico de anticuerpos contra SARS-CoV-2 son las proteínas 

S y N. La proteína S es la que se une al receptor de la célula susceptible y permite 

la entrada del virus, los anticuerpos contra esta proteína se consideran protectivos; 

mientras que la proteína N es la proteína más abundante del virus y altamente 

inmunogénica, es la que envuelve y protege el genoma viral y es bien conservada, 

por lo que se considera importante en la detección temprana de COVID-19. Se ha 

demostrado que los anticuerpos contra la proteína N aparecen antes que los 
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producidos contra el RBD (dominio de unión al receptor) de la proteína S 

(Benabdessalem et al., 2022). Algunas mutaciones pueden aumentar la transmisión 

y la virulencia del virus, por lo que las variantes se clasifican por la OMS como 

variantes de preocupación (VOC), variantes de interés (VOI) o variantes bajo 

seguimiento (VUM) (Thakur et al., 2022). La variante ómicron surgió en noviembre 

de 2021 y está clasificada como VOC (CDC, s.f.), esta variante posee más de 30 

mutaciones en la proteína S. La proteína S de ómicron no puede utilizar de forma 

eficaz la proteasa celular TMPRSS2, que promueve la entrada celular a través de 

la fusión de la membrana plasmática, por lo que esta variante depende en gran 

medida de la entrada a la célula a través de la vía endocítica, con una consecuente 

patogenicidad reducida.(Meng et al., 2022).  

El diagnóstico de SARS-CoV-2 se realiza mediante pruebas directas como la 

retrotranscripción asociada a la reacción de cadena de la polimerasa en tiempo real 

(RT-qPCR), en la cual se diagnostica la presencia del virus mediante amplificación 

de segmentos de su genoma, o mediante técnicas indirectas, en las que se 

diagnostica la presencia de anticuerpos contra las diferentes proteínas del virus 

(proteínas N y S). Las pruebas serológicas se consideran métodos precisos y 

eficientes para la detección de patógenos, debido a que los anticuerpos específicos 

pueden detectarse mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 

(ELISA) con una capacidad de rendimiento relativamente alta y menos requisitos de 

muestra comparado con los análisis moleculares (Liu & Lu, 2020).  

En estudios que investigaron los títulos de anticuerpos dirigidos contra la 

proteína N de SARS-CoV-2 mediante técnicas inmunoenzimáticas se establecieron 

títulos de anticuerpos IgG (H+L), IgG1 e IgG3 significativamente más altos en 

pacientes con enfermedad grave en comparación con pacientes sin enfermedad 

grave (Benabdessalem et al., 2022). También se estableció, que la respuesta de 

anticuerpos contra la proteína N se da antes en pacientes con enfermedad grave 

que en pacientes con enfermedad leve. Así, en un 81,4% de los pacientes con 

enfermedad leve se logró la detección de anticuerpos en la tercera semana después 

de la infección, cuando las muestras de hisopados resultaron negativas en RT-

qPCR, mientras que en pacientes graves se detectó la presencia de anticuerpos 
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antes que los RT-qPCR dieran negativos. Esto ha llevado a hipotetizar que 

probablemente las altas cargas virales en los pacientes con enfermedad grave 

inducen la activación de las células B y una respuesta temprana de anticuerpos en 

infecciones agudas (Yongchen et al., 2020). Algunos estudios asocian además 

factores como el sexo masculino, la edad avanzada y la hospitalización por COVID-

19 con mayores títulos de anticuerpos en las pruebas serológicas (Klein et al., 

2020).  

El objetivo del presente trabajo fue investigar títulos de anticuerpos de las 

clases IgG, IgA, IgM y subclases IgG1 e IgG4 dirigidos contra la proteína N de 

SARS-CoV-2 en sueros de pacientes según grado de enfermedad, sexo y edad.  

2. Materiales y métodos   

2.1.  Diseño de estudio 

Se realizó un estudio experimental, observacional y descriptivo. 

2.2. Consideraciones bioéticas  

Esta investigación se realizó con el aval del Comité Ético Científico del 

Hospital San Juan de Dios, Caja Costarricense del Seguro Social, mediante el 

protocolo HSJD-15-2021. La investigación se condujo respetando lo contenido en 

la declaración de Helsinki y el informe Belmont, así como con estricto apego a la ley 

9234 de la República de Costa Rica. Las muestras fueron debidamente codificadas 

y anonimizadas para resguardar el derecho a la confidencialidad y privacidad de los 

participantes.  

2.3.  Tipo, tamaño y caracterización de la muestra 

Se analizaron 204 sueros humanos SARS-CoV-2 RT-qPCR positivos, 

resguardados a -80 ° C en la seroteca institucional del Hospital San Juan de Dios, 

Caja Costarricense del Seguro Social. Estos sueros se obtuvieron de 92 hombres y 

112 mujeres, con edades entre 18 a 99 años (promedio +- de 47 años), los cuales 

se agruparon en cuatro grupos de pacientes COVID-19: con enfermedad grave (n = 

57), con enfermedad moderada (n = 49) y con enfermedad leve (n = 50), además 

de un grupo de pacientes hospitalizados con enfermedad grave que resultaron 

positivos durante el periodo de dominancia de la variante ómicron (n = 48). Los 

pacientes con enfermedad grave fueron aquellos hospitalizados en la unidad de 
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cuidados intensivos recibiendo ventilación invasiva o terapia con oxigenación por 

membrana extracorpórea, mientras que los pacientes moderados fueron aquellos 

hospitalizados en el salón general sin tratamiento de oxígeno y los pacientes con 

enfermedad leve fueron aquellos que no necesitaron hospitalización.  

 2.4. Técnica inmunoenzimática (ELISA)  

La técnica inmunoenzimática estandarizada se describió en el capítulo 

anterior de este trabajo. El primer paso fue adsorber las placas de microtítulo 

(Corning) con la proteína N recombinante de SARS-CoV-2 diluida en tampón fosfato 

salino (PBS), pH 7,4, a una concentración de 1 μg/100 μl y depositando un volumen 

de 100 µl en cada pocillo e incubando a 4 C por 16 horas. Después de la incubación 

se bloqueó por 3 horas a 37 C con leche descremada 10%, y se lavó 3 veces con 

solución de lavado (PBS, 0,05 % Tween 20). Se añadieron 100 µl de los sueros 

diluidos 1:400 en solución de incubación (PBS, 0,05 % Tween 20 y 0,4% leche 

descremada) y se incubaron por 1 hora a 37 C. Las placas se lavaron tres veces 

con solución de lavado y se agregó el anticuerpo secundario conjugado con 

peroxidasa diluido en solución de incubación en las siguientes diluciones: Anti-IgG 

humano 1:40,000 (policlonal, Sigma Aldrich), Anti-IgM humano 1:30000 (policlonal, 

Invitrogen), Anti-IgA humano 1:2000 (policlonal, Invitrogen), Anti-IgG1 humano 

1:500 (monoclonal, Invitrogen) y Anti-IgG4 humano 1:500 (monoclonal, Invitrogen). 

Los conjugados se incubaron en solución de incubación durante 30 minutos a 37 

C, se lavó nuevamente tres veces con solución de lavado y se añadió 100 µl del 

sustrato utilizando 3,3',5,5' tetrametilbencidina (TMB, Sigma) como cromógeno 

diluido en H2O2 3%, el cual se incubó a temperatura ambiente en oscuridad por 10 

minutos. La reacción se detuvo con 50 μl de H2SO4 2 M. La lectura de la absorbancia 

se realizó a 450 ηm y se multiplicó por 1000 para obtener las Unidades ELISA (UE). 

Sueros con UE mayor o igual a 302,4, 243,9, 324,3, 136,3 y 499,4 se consideraron 

positivos para IgG (H+L), IgM, IgA, IgG1 e IgG4, respectivamente.  

2.5. Análisis Estadístico  

2.5.1. Estadística descriptiva  

Los análisis estadísticos se realizaron mediante pruebas no paramétricas 

como la prueba U de Mann-Whitney para determinar diferencias entre las medianas 
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de los valores de UE en diferentes grupos (grado de enfermedad y sexo). Así mismo 

se utilizó la prueba paramétrica de Kruskal Wallis para determinar diferencias entre 

las medianas de los valores de UE en los diferentes grupos de edad (18-35 años, 

36-60 años, >61 años). Por último, se realizó un análisis de correlación para 

establecer si los niveles de anticuerpos estaban relacionados entre sí utilizando el 

programa GraphBad Prism versión 9.4.1 y valores p<0,05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 

3. Resultados  

 Al analizar los títulos de anticuerpos de los diferentes grupos de pacientes 

(graves, moderados, leves y enfermos durante la dominancia de la variante 

ómicron), se determinó que el grupo de pacientes graves mostró los títulos más 

altos (Cuadro 1, Figura 1). Los anticuerpos con mayores títulos fueron IgG (H+L), 

IgA e IgG1 (Cuadro1).  

Anticuerpos contra la IgG4 se detectaron en 12 de las 204 muestras 

analizadas, sobre todo en pacientes con enfermedad grave (n = 5) y enfermos 

graves en la ola ómicron (n = 5) y solamente en un paciente con síntomas leves y 

uno con signos moderados. 

 

Cuadro 1: Mediana de los títulos de anticuerpos tipo IgG(H+L), IgM, IgA e IgG1 

(medido en unidades ELISA) de los diferentes grupos de pacientes (graves, 

moderados, leves y enfermos durante la dominancia de la variante ómicron).  

 

Medianas de los valores UE 

Grupo pacientes IgG (H+L) IgM IgA IgG1 

Pacientes graves 1654,0 520,2 2298,0 1490,0 

Pacientes moderados 740,1 464,1 378,1 349,7 

Pacientes leves 611,3 405,8 595,1 377,2 

Ómicron 615,6 283,7 744,9 318,8 
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Se determinó niveles significativamente más altos (p < 0,05) de anticuerpos 

en pacientes con enfermedad grave en comparación con pacientes con enfermedad 

leve, moderados y enfermos durante dominancia de la variante ómicron (Figura 1) 

a excepción de IgM. Entre los grupos leves y moderados se determinó diferencias 

significativas para IgA (p = 0,0014), pero no para IgG (H+L), IgM e IgG1. Entre los 

enfermos leves y moderados se estableció diferencias significativas únicamente 

para el anticuerpo de tipo IgA (p = 0,0014) (Figura 1). En cuanto a los enfermos 

moderados y enfermos durante la dominancia de la variante ómicron se determinó 

diferencia significativa para IgM e IgA (p < 0.0001) (Figura 1). Por otra parte, cuando 

se comparó los enfermos leves y enfermos durante la dominancia de la variante 

ómicron solo se encontró diferencias significativas para IgM (Figura 1).  
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Figura 1. Títulos de anticuerpos tipo IgG(H+L), IgM, IgA e IgG1 (medidos en 

unidades ELISA, UE) contra la proteína N de SARS-CoV-2 en pacientes con 

enfermedad grave, moderada, leve y durante la dominancia de la variante ómicron. 

Las barras rojas indican las medianas, valores p<0.05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 

 

En el grupo de pacientes con enfermedad grave se establecieron 

correlaciones moderadas para IgM e IgG (r = 0,6672, p < 0,0001), IgM e IgA (r = 

0,5487, p < 0,0001), e IgG e IgA (r = 0,6620, p < 0,0001) (Figura 2), mientras que 
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en el grupo de pacientes con enfermedad leve solamente se estableció una 

correlación moderada para IgG e IgA (r = 0,7781, p < 0,0001) (Figura 3). 

 

 

Figura 2. Correlación entre anticuerpos contra proteínas N en sueros de pacientes 

con enfermedad grave. Se muestra la línea de regresión para pares de valores de 

UE correspondientes a los anticuerpos. Se indican el coeficiente de correlación de 

rangos de Spearman (r) y el valor de significancia (p). 
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Figura 3. Correlación entre anticuerpos contra proteínas N en sueros de pacientes 

con enfermedad leve. Se muestra la línea de regresión para pares de valores UE 

correspondientes a los anticuerpos. Se indican el coeficiente de correlación de 

rangos de Spearman (r) y el valor de significancia (p). 

 

La comparación del nivel de anticuerpos de tipo IgG (H+L), IgM, IgA e IgG1 

entre hombres y mujeres no arrojó diferencias significativas (Figura 4), y el análisis 

del nivel de anticuerpos de tipo IgG (H+L), IgM, IgA e IgG1 en los diferentes grupos 

etarios sin tomar en cuenta la gravedad solamente determinó diferencia significativa 

(p < 0,05) para IgM (Figura 5).  
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Figura 4. Comparación de títulos de anticuerpos de tipo IgG(H+L), IgM, IgA e IgG1 

contra la proteína N de SARS-CoV-2 (medidos en unidades ELISA UE) en 92 

pacientes masculinos y 112 pacientes femeninos. Las barras rojas indican las 

medianas. Se indica el valor de significancia (p), valores de p < 0,05 se consideraron 

estadísticamente significativos. 
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Figura 5. Comparación de títulos de anticuerpos de tipo IgG(H+L), IgM, IgA e IgG1 

contra la proteína N de SARS-CoV-2 (medidos en unidades ELISA, UE) en tres 

diferentes grupos etarios sin tomar en cuenta la gravedad de la enfermedad: 

entre18-35 años (n = 69), entre 36-60 años (n = 70) y mayores de 61 años (n = 65). 

Las barras rojas indican las medianas. Se indica el valor de significancia (p), valores 

de p < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. 

 

Finalmente, el análisis del título de anticuerpos del grupo de pacientes graves 

con respecto a edad tampoco arrojó diferencias significativas (Figura 6).   
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Figura 6. Comparación de títulos de anticuerpos de tipo IgG(H+L), IgM, IgA e IgG1 

contra la proteína N de SARS-CoV-2 (medidos en unidades ELISA UE) en pacientes 

con enfermedad grave, en tres diferentes grupos etarios: 10 pacientes entre 18-35 

años, 22 pacientes entre 36-60 años y 25 pacientes mayores 61 años. Las barras 

rojas indican las medianas. Se indica el valor de significancia (p), valores de p<0,05 

se consideraron estadísticamente significativos.  

 

4. Discusión 

En el presente estudio los pacientes graves mostraron niveles 

significativamente más altos de anticuerpos tipo IgG (H+L), IgA e IgG1 en 

comparación al grupo de pacientes leves, lo que es consistente con diversos 

reportes como el de Chakraborty et al. (2021) y Benabdessalem et al. (2022), donde 

encontraron títulos más altos de IgG(H+L) e IgG1 en pacientes con enfermedad 

grave de COVID-19 en comparación con pacientes con enfermedad leve. En el 
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estudio de Zervou et al. (2021) determinaron títulos más altos de IgA en pacientes 

con enfermedad grave. Así mismo, Sterlin et al. (2021) reportaron sobre todo una 

respuesta inmune humoral de tipo IgA en sangre de pacientes con COVID19, así 

mismo Zervou et al. (2021) demostraron en su estudio que los niveles de IgA se 

correlacionaban estadísticamente con la enfermedad grave. Debido a que las 

mucosas son el sitio de entrada del virus, se explicaría una mayor activación de esta 

inmunoglobulina. Además, en el estudio de Cervia et al. (2021) observaron para la 

proteína S títulos totales de anticuerpos de tipo IgA e IgG en las muestras de suero 

comparables con los títulos en muestras de lágrimas, fluido nasal y saliva.   

Numerosos estudios han establecido además existencia de una correlación 

entre la gravedad de la enfermedad y la intensidad de la respuesta humoral. Es bien 

sabido que altos niveles de citoquinas inflamatorias se asocian con enfermedad 

grave, y se ha sugerido un vínculo entre la respuesta inmunitaria y el daño orgánico 

(Carnicelli et al., 2022). En los pacientes en estado crítico hay además un aumento 

de la carga viral lo cual aumenta la secreción de citoquinas, lo que conlleva a un 

aumento en la presentación de antígenos y aumento de la respuesta humoral (Yates 

et al., 2021; Imai et al., 2021). Mientras que respuestas de anticuerpos más bajas 

en los pacientes con enfermedad leve pueden reflejar cargas de antígenos virales 

más bajas (Benabdessalem et al., 2022). 

En los sueros de pacientes que enfermaron durante la dominancia de la 

variante ómicron el anticuerpo detectado en altos niveles fue IgG (H+L), pero no en 

niveles tan altos como los que enfermaron en forma grave al inicio de la pandemia. 

Esto puede deberse a que en la variante ómicron se utiliza la proteasa 

transmembrana serina 2 (TMPRSS2), de forma ineficiente, la cual es la encargada 

de permitir el ingreso del virus a las células pulmonares, dando como resultado una 

replicación viral atenuada y una patogenicidad muy reducida, lo que explicaría los 

niveles de anticuerpos más bajos (Chu & Yuen, 2022).  

La IgG4 se observó en mayor proporción en enfermos graves de la primera 

variante y enfermos graves durante la ola de ómicron. Estos datos son similares a 

los encontrados por Moura y colaboradores (2021), donde también encontraron la 

subclase IgG4 con mayor frecuencia en pacientes graves, aunque no especificaron 
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la variante. Algunos autores como Della-Torre et al. (2021) señalan que niveles 

detectables de IgG4 pueden predecir a un mal pronóstico de la enfermedad ya que 

personas con predominancia de anticuerpos IgG4 parecen ser más susceptibles a 

la infección, lo que coincide con nuestros hallazgos.  

Se observó una correlación moderada entre los títulos de IgA e IgG (H+L) en 

pacientes leves, mientras que para los demás anticuerpos la correlación fue débil y 

negativa. Esto contrasta con lo reportado por Patil et al. (2021) donde encontraron 

una correlación más fuerte entre los anticuerpos IgA e IgG (H+L) (r=0.6390, 

p<0.0001) en pacientes con enfermedad leve. Una correlación débil negativa de IgM 

e IgA en sangre puede deberse a una suficiente protección conferida por la IgA en 

mucosas obviando la necesidad de desarrollar otros tipos de anticuerpos séricos 

(Kaduskar et al., 2022b), ya que la IgA de las mucosas impide la unión y entrada del 

virus a las células previniendo su diseminación sistémica (Reinholdt & Husby, 2013).  

Para el género no se estableció ninguna diferencia significativa, esto se 

encuentra en línea con los resultados de Huang et al. (2021) donde demostraron 

que los niveles de IgG (H+L) eran similares en hombres y mujeres. Sin embargo, en 

el estudio de Klein et al. (2020) asociaron niveles altos de IgG (H+L) dirigidos contra 

la proteína S con el sexo masculino.   

Los estudios de Cervia et al. (2022) demostraron que los niveles de IgM se 

correlacionaron negativamente con la edad, es decir a mayor edad menores niveles 

de IgM, esto contrasta con nuestro estudio donde encontramos una mediana menor 

en los mayores de 61 años en comparación a los otros grupos. En el estudio de 

Yang, et al. (2021) los niveles de IgG (H+L) no mostraron diferencia significativa 

entre grupos de edad de 19 a 24 años y de 25 a 30 años, pero si mostraron una 

mediana significativamente menor en el grupo de pacientes de 51-80 años.  

En conclusión, se determinó que los niveles de anticuerpos contra la proteína 

N en sangre se correlacionaron significativamente con la gravedad de la infección 

por COVID-19, además, se establecieron niveles altos de IgA e IgG (H+L) en 

pacientes con infección grave y bajos niveles de IgM en pacientes de mayor edad, 

sin importar la gravedad de la enfermedad. Se recomienda realizar estudios 
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longitudinales para monitorear la respuesta inmune humoral contra la proteína N de 

SARS.CoV-2. 

.  

5. Conclusiones  

✓ Se determinó asociación entre los niveles de anticuerpos y la gravedad de la 

enfermedad por COVID-19, pacientes con enfermedad grave mostraron 

niveles más altos de anticuerpos en comparación con pacientes con 

enfermedad leve y moderada, o pacientes enfermos durante la 

predominancia de la variante ómicron.  

✓ No se encontró asociación entre los niveles de anticuerpos y el sexo. 

✓ Solo se encontró asociación entre los niveles de anticuerpos y la edad para 

IgM.  

 

6. Recomendaciones  

✓ Realizar estudios longitudinales para monitorear la respuesta inmune 

humoral contra la proteína N de SARS-CoV-2 y tiempo de permanencia de 

estos anticuerpos en pacientes con COVID-19.  

✓ Evaluar en un futuro en qué medida las comorbilidades afectan la respuesta 

humoral contra el SARS-CoV-2. 
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Discusión general 

La primera parte del estudio demostró que utilizar la tecnología de producción 

de proteínas recombinantes mediante bacterias como la E.coli, BL 21 Star (DE3), 

resulta ser un sistema bastante eficiente y tiene la ventaja de que se cuenta con un 

sinnúmero de protocolos (Rossano & Ceccarelli, 2014). La proteína N purificada se 

obtuvo a partir de la fracción insoluble (cuerpos de inclusión), sin embargo, se pudo 

observar que esta proteína forma cuerpos de inclusión no clásicos, pudiéndose 

extraer en los lavados en condiciones poco desnaturalizantes. Los cuerpos de 

inclusión no clásicos han sido reportados también por Jevševar et al. (2005)  y 

plantean una ventaja respecto a los cuerpos de inclusión clásicos, en cuanto a que 

se pueden obviar pasos como la desnaturalización y renaturalización de la proteína, 

además de que se reportan mayores rendimientos de proteína funcional con la 

formación de estos cuerpos de inclusión no clásicos. Para evitar la agregación de la 

proteína, se redujo la concentración de ésta antes de dializarla utilizando una 

dilución 1:2. Algunos autores como Chura-Chambi et al. (2022) y Das & Suresh 

(2006) recomiendan diluir la proteína aún más, por debajo de 100 μg/ml para evitar 

la agregación y tener una proteína funcional.  

El rendimiento de la proteína producida en el presente estudio fue similar a 

lo reportado por otros investigadores como Li et al. (2021) (50 mg/L), donde 

utilizaron condiciones desnaturalizantes con urea (8M), aunque produjeron su 

proteína con el plásmido pET28a y utilizaron una resina catiónica débil para la 

purificación, reportando una mejor afinidad de unión a la proteína N en comparación 

a la resina Ni-NTA. Entre las principales diferencias de este plásmido están en que 

el plásmido pET 28a posee un gen de resistencia a la kanamicina, mientras que el 

plásmido pET 24a cuenta con un gen que confiere resistencia a la ampicilina. En el 

caso del pET 24a, posee un sistema de fusión de polihistidina C-terminal, mientras 

que el plásmido pET 28a ofrece un sistema de fusión de etiqueta His N-terminal 

junto con un sitio de escisión de trombina, lo cual permite la eliminación opcional de 

la etiqueta luego de la purificación. Además, es importante mencionar que se ha 

documentado aumentos del doble del rendimiento con el plásmido pET28a en 
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comparación con pET24a. En última instancia, la elección del plásmido dependerá 

de las necesidades y preferencias del investigador (Shilling et al., 2020). 

Otros estudios como el de Chura-Chambie et al. (2022) reportaron un 

rendimiento mayor al de este estudio (370 mg/L de cultivo bacteriano inicial) 

utilizando condiciones no desnaturalizantes y evitando así el proceso de purificación 

y diálisis.  Con la proteína producida en este estudio es posible analizar 

aproximadamente 9600 sueros utilizando 1 μg de proteína por pocillo.  

En el presente estudio se estandarizaron inmunoensayos para la detección 

de anticuerpos tipo IgG (H+L), IgM, IgA, IgG1 e IgG4 contra la proteína N de SARS-

CoV-2. Al estandarizar el ELISA se decidió utilizar el PBS ya que mostró mejor 

rendimiento para la adsorción de la proteína, aunque se probó también un buffer de 

carbonatos (pH 9,6). La literatura recomienda que durante la estandarización de un 

ELISA se prueben tampones con pH entre 7,0 y 10,0, ya que se debe encontrar el 

pH apropiado para la proteína a adsorber a la placa y este puede variar 

ampliamente. Otro punto importante es encontrar la concentración correcta del 

antígeno a adsorber, por lo que se deben probar diferentes concentraciones (0,5 a 

10,0 μg/mL) (Jordan, 2009). Otros autores han probado concentraciones de 12 

μg/mL (Rokni et al., 2010) y de hasta 40 μg/mL (ProSci Incorporated, s/f), sin 

embargo, la mayor parte de la literatura informa que 10 µg/ml es una concentración 

de recubrimiento óptima y es la que se utilizó en este estudio. La concentración que 

utilizamos en este ensayo fue más alta que la utilizada por Ranjbar et al. (2022), 

donde utilizaron 100 μl por pocillo a una concentración de proteína N de 5μg/ml, sin 

embargo, utilizaron una concentración de suero mayor (1:100) y en nuestro caso la 

que mejor nos resultó fue la dilución del suero de 1:400.  

No se logró estandarizar los inmunoensayos para la detección de anticuerpos 

tipo IgG2 e IgG3, debido a algunas limitaciones como la carencia de controles 

positivos para estas subclases. Por otra parte, en el estudio de Korobova et al., 

(2022) probaron diluciones del suero más concentradas para IgG2 e IgG3 (1:25), 

mientras que para IgG1 e IgG4 utilizaron una dilución de 1:100, esto también podría 

explicar porque no se pudieron estandarizar.  
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Hasta la fecha, se han propuesto varios criterios, principalmente basados en 

análisis ROC para seleccionar el punto de corte más adecuado. En algunos casos, 

la sensibilidad es más importante que la especificidad, sin embargo, el punto 

requiere un balance entre las dos. Un enfoque razonable es aumentar ambos 

exponentes, aunque algunos investigadores prefieren un método sobre el otro 

(Habibzadeh et al., 2016). En este caso para determinar la exactitud de las pruebas 

de ELISA, se optó por el análisis de la curva ROC, el cual mostró un área bajo la 

curva (AUC) muy bueno para los inmunoensayos de IgG (H+L) (91,3), IgA (90,9), 

IgM (88,3) e IgG1 (88,2), lo que indica que estos son bastante eficientes a la hora 

de establecer pacientes con y sin anticuerpos contra la proteína N de SARS-CoV-

2. Ensayos con intervalo de AUC entre 0.75 y 0.90 se consideran buenos y entre 

0.90 y 0.97 muy buenos (Cerda & Cifuentes, 2012).  

Nuestros resultados muestran que la RVP+ de los ensayos tiene un alto valor 

diagnóstico, y que la probabilidad de que un paciente con infección por SARS-CoV-

2 de positivo en la prueba es muy alta. Por otra parte, la RVP- de nuestro ensayo 

se compara con un metaanálisis realizado por Xie et al. (2022) donde reportaron 

RVP- de 0.24 para las pruebas de antígeno para SARS-CoV-2. Según la literatura 

cuanto mayor sea el valor de RVP + mejor será la capacidad para distinguir 

individuos con la enfermedad y cuanto menor sea el RVP- más fuerte la relación 

entre un resultado negativo en la prueba y la ausencia de la enfermedad (Ferreira 

& Patino, 2018). 

El aumento de la sensibilidad de las pruebas con el grupo de SARS-CoV-2 

RT-qPCR positivos con menos de 15 días de evolución de la enfermedad con 

cuerda con los encontrados por Nakano et al. (2021), que establecieron un 100% 

de sensibilidad de su prueba (SARS-CoV-2 IgG (H+L), cuando analizaron muestras 

de pacientes con 15 días de haber iniciado con los síntomas. Las sensibilidades y 

especificidades de los inmunoensayos estandarizados para la detección de 

anticuerpos contra la proteína N de SARS-CoV-2 son satisfactorias en comparación 

con reportes previos. Un estudio realizado por Liu et al. (2020) basado en la proteína 

N recombinante y analizando 214 muestras reportó una sensibilidad de 70,1% y 

68,2% para IgG (H+L) e IgM respectivamente, valores debajo de los obtenidos en 
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el presente trabajo (81,3% y 83,3%), además, establecieron tasas positivas para 

IgG (H+L) e IgM de aproximadamente 30% a 52% en los grupos de 0 a 5 días y de 

6 a 10 días de inicio de síntomas, todos valores inferiores a los encontrados en 

nuestro estudio. En línea con nuestro trabajo Ranjbar at al. (2022) implementaron 

un ELISA basado en la proteína N y analizando 67 sueros positivos obtuvieron una 

sensibilidad de 91,0% y 92,5% y una especificidad del 98,2 % y 97,3 % para los 

inmunoensayos IgG (H+L) e IgM, respectivamente. Además, encontraron un 

aumento de la sensibilidad del ELISA IgG (H+L) en el grupo de pacientes de 0-7 

días desde el inicio de síntomas, resultados similares a los obtenidos en el presente 

estudio. En el estudio de Li et al., (2021) reportaron tasas positivas de 69,0% y 

72,4% para su ELISA casero IgM e IgG (H+L) respectivamente, dichos valores están 

por debajo de los nuestros. Para IgM encontramos un aumento de la tasa positiva 

en el grupo de 16-25 días con respecto al grupo de <15 días desde la evolución de 

la enfermedad Kaduskar et al. (2022a) encontraron que el anticuerpo IgM alcanzó 

su punto máximo alrededor del día 35 después de inicio de síntomas y disminuyó 

rápidamente para volver aparecer a los 90 días, esto resalta que el anticuerpo IgM 

puede ser poco confiable para el diagnóstico de casos activos.  

La mayoría de los estudios sobre SARS-CoV-2 reportan datos de acuerdo 

con los días después de inicio de síntomas, sin embargo, en nuestro trabajo 

reportamos de acuerdo con los días de evolución de la enfermedad. Al realizar una 

comparación agrupando los datos de acuerdo con los días de inicio de síntomas y 

los días de evolución de la enfermedad no se determinó diferencias significativas en 

las tasas positivas o los valores de sensibilidad y especificidad entre los dos grupos 

(datos no mostrados).  

El anticuerpo IgG1 se encontró en 84,8% de los pacientes e IgG4 se detectó 

en 12 pacientes solamente, estos resultados concuerdan con los encontrados en 

otros estudios como los de (Benabdessalem et al., 2022) y (Luo et al., 2021), en 

donde observaron que en las respuestas de subtipos de IgG (H+L) dominaban las 

de tipo IgG1 y rara vez IgG4. En infecciones virales, especialmente en SARS-CoV-

2 las principales subclases de IgG (H+L) reportadas son IgG1 e IgG3, los cuales se 

sabe tienen actividad antiviral Benabdessalem et al. (2022).   
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En la segunda parte del estudio se demostró que los pacientes graves 

mostraron niveles significativamente más altos de anticuerpos tipo IgG (H+L), IgA e 

IgG1 en comparación al grupo de pacientes leves, lo que es consistente con 

diversos reportes como el de Chakraborty et al. (2021) y Benabdessalem et al. 

(2022), donde encontraron títulos más altos de IgG(H+L) e IgG1 en pacientes con 

enfermedad grave de COVID-19 en comparación con pacientes con enfermedad 

leve. En el estudio de Zervou et al. (2021) determinaron títulos más altos de IgA en 

pacientes con enfermedad grave. Así mismo, Sterlin et al. (2021) reportaron sobre 

todo una respuesta inmune humoral de tipo IgA en sangre de pacientes con 

COVID19, mientras que Zervou et al. (2021) demostraron en su estudio que los 

niveles de IgA se correlacionaban estadísticamente con la enfermedad grave. 

Debido a que las mucosas son el sitio de entrada del virus, explicaría una mayor 

activación de esta inmunoglobulina. Además, en el estudio de Cervia et al. (2021) 

observaron títulos totales de IgA e IgG para la proteína S en las muestras de suero 

comparables con los títulos en muestras de lágrimas, fluido nasal y saliva.   

También existen numerosos estudios que han demostrado la existencia de 

una correlación entre la gravedad de la enfermedad y la intensidad de la respuesta 

humoral. Es bien sabido que los niveles más altos de citoquinas inflamatorias están 

asociados con una enfermedad más grave, y se ha sugerido un vínculo entre la 

respuesta inmunitaria y el daño orgánico. Las respuestas inmunitarias del huésped 

pueden estar asociadas con una activación inmunitaria excesiva y daños en los 

órganos (Carnicelli et al., 2022). En los pacientes en estado crítico hay un aumento 

de la carga viral lo cual aumenta la secreción de citoquinas, lo que lleva a un 

aumento en la presentación de antígenos y las respuestas humorales (Yates et al., 

2021; Imai et al., 2021). Mientras que respuestas de anticuerpos más bajas en los 

pacientes con enfermedad leve pueden reflejar cargas de antígenos virales más 

bajas (Benabdessalem et al., 2022). 

En los sueros de pacientes que enfermaron durante la dominancia de la 

variante ómicron el anticuerpo detectado en altos niveles fue IgG (H+L), pero no en 

niveles tan altos como de los que enfermaron en forma grave al inicio de la 

pandemia. Esto puede deberse a que en la variante ómicron se presenta una 
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utilización ineficiente de la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2), la cual 

es la encargada de mediar el ingreso del virus a las células pulmonares, dando 

como resultado una replicación viral atenuada y una patogenicidad muy reducida, 

lo que explicaría los niveles de anticuerpos más bajos (Chu & Yuen, 2022).  

La IgG4 se observó en mayor proporción en enfermos graves de la primera 

variante y graves durante la ola de Ómicron. Estos datos son similares a los 

encontrados por Moura y colaboradores (2021), donde también encontraron la 

subclase IgG4 con mayor frecuencia en pacientes graves, aunque no especificaron 

la variante. Algunos autores, como Della-Torre et al. (2021) señalan que niveles 

detectables de IgG4 pueden predecir a un mal pronóstico de la enfermedad ya que 

personas con predominancia de anticuerpos IgG4 parecen ser más susceptibles a 

la infección, lo que coincide con nuestros hallazgos.  

Se observó una correlación moderada entre los títulos de IgA e IgG (H+L) en 

pacientes leves, para los demás anticuerpos la correlación fue débil y negativa. Esto 

contrasta con lo reportado por (Patil et al., 2021) donde encontraron una correlación 

más fuerte entre los anticuerpos IgA e IgG (H+L) (r=0.6390, p<0.0001) en los 

pacientes leves. Una correlación débil negativa de IgM e IgA en sangre puede 

deberse a la suficiente protección conferida por la IgA en mucosas obviando la 

necesidad de desarrollar otros tipos de anticuerpos séricos (Kaduskar et al., 2022b), 

ya que la IgA de las mucosas impide la unión y entrada de microbios y antígenos 

moleculares, previniendo sus efectos potenciales a nivel sistémico (Reinholdt & 

Husby, 2013).  

Para el género no se estableció ninguna diferencia significativa, esto se 

encuentra en línea con los resultados de Huang et al. (2021) dónde demostraron 

que los niveles de IgG (H+L) eran similares entre hombres y mujeres en general. 

Sin embargo, en el estudio de Klein et al. (2020) asociaron niveles altos de IgG 

(H+L) dirigidos contra la proteína S con el sexo masculino.  Los estudios de Cervia 

et al. (2022) demostraron que los niveles de IgM se correlacionaron negativamente 

con la edad, es decir a mayor edad menores niveles de IgM, esto contrasta con 

nuestro estudio donde encontramos una mediana menor en los mayores de 61 años 

en comparación a los otros grupos. En el estudio de Yang, et al. (2021) los niveles 
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de IgG (H+L) no mostraron diferencia significativa entre grupos de edad de 19 a 24 

años y de 25 a 30 años, pero si mostraron una mediana significativamente menor 

en el grupo de pacientes de 51-80 años. 

La producción del antígeno recombinante N de SARS-CoV-2 y la 

estandarización de los ensayos inmunoenzimáticos permitirá obtener información 

epidemiológica relevante, relacionada con infecciones naturales en la población, 

medir los niveles y la duración de anticuerpos postexposición, monitorear 

prevalencias e incidencias, y calcular la proporción de infecciones asintomáticas en 

la población. Sobre todo, permitiría a países en vías de desarrollo producir sus 

propios ensayos en forma rápida y de bajo costo, tanto para tiempos de pandemia 

o para diagnóstico de rutina o de investigación. Una limitación en este estudio fue 

que las muestras de sueros prepandémicas no fueron analizadas para detectar 

anticuerpos contra otros coronavirus y así evitar posibles reacciones cruzadas. 

Conclusiones generales  

✓ La proteína N fue expresada y purificada exitosamente.  

✓ Se logro estandarizar técnicas inmunoenzimáticas sensibles y específicas 

que detectan anticuerpos tipo IgG(H+L), IgM, IgGA, IgG1 e IgG4 contra la 

proteína N de SARS-CoV-2.  

✓ . Se determinó mayor sensibilidad de los inmunoensayos estandarizados en 

el grupo de pacientes <15 días de evolución de la enfermedad con respecto 

a los grupos de 16-25 y de >25 días, excepto para el ELISA IgM.    

✓ Se determinó un aumento significativo de la media de los valores UE para 

IgG (H+L), IgA e IgG1 para el grupo de menos de 15 días de evolución de la 

enfermedad, mientras que para el ELISA IgM se determinó un aumento de 

los valores UE en el grupo de 16-25 dias de evolución de la enfermedad.  

✓  Anticuerpos de tipo IgG4 se detectaron solamente en 12/204 muestras.  

✓ Se determinó asociación entre los niveles de anticuerpos y la gravedad de la 

enfermedad por COVID-19, pacientes con enfermedad grave mostraron los 

niveles más altos de anticuerpos en comparación con los pacientes con 

enfermedad leve y moderada, o pacientes enfermos durante la 

predominancia de la variante ómicron.  



62 
 

✓ No se encontró asociación entre los niveles de anticuerpos y el sexo. 

✓ Solo se encontró asociación entre los niveles de anticuerpos y la edad para 

IgM.  

Recomendaciones generales  

✓ Implementar métodos de purificación de la proteína N con menor nivel de 

agente desnaturalizante o bajo condiciones no desnaturalizantes, con el fin 

de ahorrar tiempo, evitar pérdidas y utilizar una alternativa más amigable con 

el medio ambiente. 

✓ Producir la proteína S recombinante de SARS-CoV-2 para utilizarla en 

inmunoensayos para medir la respuesta protectora.  

✓ Realizar estudios longitudinales para monitorear la respuesta inmune 

humoral contra la proteína N de SARS-CoV-2 y tiempo de permanencia de 

estos anticuerpos en pacientes con COVID-19.  

✓ Evaluar en un futuro en qué medida las comorbilidades afectan la respuesta 

humoral contra el SARS-CoV-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

Anexos  

Anexo 1. Secuencia en formato Fasta de la proteína N recombinante expresada 
en células E. coli BL21 Star(DE3).  

pET-24a(+) - SARS-CoV-2-N-C-terminal-His: 
MSDNGPQNQRNAPRITFGGPSDSTGSNQNGERSGARSKQRRPQGLPNNTASW
FTALTQHGKEDLKFPRGQGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRRIRGGDGKMKDLSP
RWYFYYLGTGPEAGLPYGANKDGIIWVATEGALNTPKDHIGTRNPANNAAIVLQL
PQGTTLPKGFYAEGSRGGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPGSSRGTSPARMAGN
GGDAALALLLLDRLNQLESKMSGKGQQQQGQTVTKKSAAEASKKPRQKRTATK
AYNVTQAFGRRGPEQTQGNFGDQELIRQGTDYKHWPQIAQFAPSASAFFGMSRI
GMEVTPSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKDQVILLNKHIDAYKTFPPTEPKKDKKKKA
DETQALPQRQKKQQTVTLLPAADLDDFSKQLQQSMSSADSTQALEHHHHHH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


