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Investigadoras principales y funcion dentro del proyecto

Marcela Mercado: Coordinacion cientifica, técnica, administra-
tiva y financiera.

Bacteridloga, Master en Epidemiologia Clinica. Responsable
del disefio del protocolo, estaré a cargo de la seleccion de los
grupos de estudio, recoleccion de la informacion y analisis de
datos. Participara en la redaccion de documentos cientificos.

CVlac: https://scientiminciencias.gov.co/cvlac/visualizador/ge-

Martha Ospina: Coordinacion cientifica, técnica, administrativa
y financiera.

Medica, Master en Epidemiologia, Mater en Salud Publica y
Master en Economia de la salud y candidata a doctor en Poli-
ticas Publicas. Responsable de disefo de protocolo y escritura

de documentos cientificos. CV: https:/colinkedin.com/in/mar-

tha-lucia-ospina-martinez-081066la Afiliacion: Instituto Nacio-

nerarCurriculoCv.do?cod_rh=0000158534 Afiliacion: Instituto

Nacional de Salud, Bogota DC

Entidades participantes
- Instituto Nacional de Salud
- Ministerio de Salud y Proteccion Social

- Departamento Administrativo nacional de Estadisti-
cas DANE

- Universidad del Norte

- Centro Internacional de Entrenamiento e Investiga-
ciones Médicas CIDEIM

- Universidad El Bosque

- Colombia/Wisconsin One-Health Consortium, Uni-

versidad Nacional de Colombia - Sede Medellin

Objetivos

General

nal de Salud, Bogota DC

- Universidad de Cdérdoba

- Centro de Atencioén y Diagndstico de Enfermedades
Infecciosas CDI

- Corporacion Colombiana de Investigacion Agrope-
cuaria AGROSAVIA

- Universidad de San Francisco, California
- Imperial College London

- Secretarias Departamentales, Distritales y Municipa-
les de Salud de las 10 ciudades participantes.

Determinar la seroprevalencia de SARS-CoV-2 por grupo de edad para comprender el comportamiento de la

infeccion en la poblacion colombiana.

Especificos:

1. Detectar anticuerpos antivirales IgM e IgG contra SARS-CoV-2 en poblacion nacional.

Determinar la prevalencia especifica por edad de infecciones asintomaticas o subclinicas por SARS-Cov-2.

2
3. Estimar la seroconversion (fuerza de infeccion) en la poblacion de estudio.
4

Determinar los factores de riesgo de infeccion con base en las caracteristicas identificadas en la poblacion

de estudio.

5. Establecer el desemperio de las pruebas diagnadsticas “in house"y comerciales, para la detecciéon de anti-

cuerpos IgG e IgM anti-SARS-CoV-2 en muestras de suero humano.


https://scienti.minciencias.gov.co/cvlac/visualizador/generarCurriculoCv.do?cod_rh=0000158534
https://scienti.minciencias.gov.co/cvlac/visualizador/generarCurriculoCv.do?cod_rh=0000158534
https://co.linkedin.com/in/martha-lucia-ospina-martinez-0810661a
https://co.linkedin.com/in/martha-lucia-ospina-martinez-0810661a
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Presentacion y justificacion de la propuesta en funcién de su aporte al problema planteado en la invitacién

El nuevo coronavirus, SARS-CoV-2, que causa la enfer-
medad conocida como COVID-19, se ha propagado a ni-
vel mundial de forma rapida, convirtiéndose en el tercer
coronavirus altamente patdégeno y transmisible en hu-
manos, después del SARS-CoV y MERS-CoV ) (Zhu et al,
2020). En Colombia, el panorama no es diferente, ya que
desde el reporte del primer caso de COVID-19 el O6 de
marzo de 2020, el nUmero va en aumento, sumandose
a la lista de paises con reporte de casos. Las caracteris-
ticas clinicas y epidemioldgicas del COVID-19 contindan
siendo investigadas a medida que el virus se transmite
en la poblacién (Xu et al., 2020) (Shi et al,, 2020). Ademas
del numero reproductivo basico y el riesgo de muerte
conocer la proporcion de infeccion asintomatica en la
poblacion es necesario para guiar politicas publicas (Ro-
the et al, 2020).

El conocimiento de este nuevo patdgeno se ha ido cons-
truyendo entre la comunidad cientifica, y la realizacion
de estudios seroldgicos contribuird con informacion va-
liosa acerca de la epidemiologia de la infeccion y sobre
la historia natural de la enfermedad, convirtiéndose en
recomendaciones Utiles para la toma de decisiones re-
lacionadas con modelos de transmision y estrategias de

inmunizacion en la poblacion.

Se sabe que los anticuerpos IgM anti-virus proveen la
linea base de defensa durante las infecciones virales,
antes de la generacion de la respuesta adaptativa 1gG,
importante para la inmunidad a largo plazoy la memo-
ria inmunoldgica. Se ha reportado que en el caso de la
infeccion por SARS-CoV, IgM podia ser detectado en
sangre después del dia 3-6, mientras que la IgG puede
ser detectada después de 8 dias. Debido a que el SARS-
CoV-2 pertenece a la misma familia de virus que han
causado los brotes de SARS y MERS, se asume que el
proceso de generacion de anticuerpos es similar y por
lo tanto, la deteccidon de anticuerpos especificos para

SARS-CoV-2 sera un indicativo de infeccion. La detec-

cion tanto de anticuerpos IgG como de IgM proveerad
informacion sobre la linea de tiempo de la infeccion, la
proporcion de infectados asintomaticos y sintomaticos
en diferentes grupos poblacionales, asi como brindar un
valor agregado al diagndstico y tratamiento de la enfer-
medad por COVID-19. Al indicar qué cantidad y propor-
cion de la poblacion ya es inmune debido a infecciones
leves, los datos de anticuerpos podrian ofrecer una clave

de la rapidez con que el virus continuara propagandose.

La seroprevalencia de la poblacion se determina me-
diante la deteccién de anticuerpos IgG e IgM anti-SARS-
CoV-2. A la fecha, no existen pruebas serodiagnodsticas
avaladas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
por lo que Colombia realizard el estudio con una prueba
serodiagndstica desarrollada “in house” y con pruebas
comerciales que presenten sensibilidad mayor al 85% y
especificidad igual o mayor al 90%. El desarrollo de la
prueba “in house” es un valor agregado de la investiga-
cion para el pais, permitira afianzar las tecnologias na-
cionales de produccidn de proteinas recombinantes y
péptidos sintéticos, asi como tener disponible una prue-
ba diagnostica de buen desempefio que no dependa

del mercado internacional.
Antecedentes técnicos

Para el desarrollo del proyecto se cuenta con la alianza
de 9 instituciones de excelencia cientifica y académica
en el pais, cada una de ellas en conjunto o de manera
individual tienen antecedentes del aporte de recomen-
daciones para las politicas de salud publica y de la par-
ticipacion en estudios de seroprevalencia para virus, pa-
rasitos, o bacterias. Los profesionales vinculados tienen
la suficiente formacion académica y experticia técnico
cientifica y las instituciones la infraestructura necesaria
y suficiente que permitira la culminacion exitosa de la

propuesta.
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Resultados de CTel obtenidos por las entidades participantes:

En este listado se incluyen algunas entidades participantes.

m Titulo del producto Enlace de consulta

CIDEIM

Univer-
sidad del
Norte

Colombia
Wisconsin
One-health
consortium

Centro de
Atencion
VAPIELE
néstico
de Enfer-
medades
Infecci-
osas DCI
- Grupo
Infovida

Epidemiology of Cutaneous Leishmaniasis in Colombia a longi-
tudinal study of the natural history, prevalence and Incidence of
infection and clinical manifestations

https://academic.oup.com/jid/article-ab-
stract/168/3/699/870353?redirectedFrom=~fulltext

Recurrent Lesions in Human L. braziliensis infection: Reactiva-
tion or Reinfection

https:/linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0140-

6736(90)91945-7

Epidemiology of Trypanosoma cruzi in the oriental plains of
Colombia

Dengue, chikungunya and zika virus coinfection: results of the
national surveillance during the zika epidemic in Colombia

Zika virus disease-associated Guillain-Barré syndrome—Barran- | h JwWww.scien irect.com/scien rticl
quilla, Colombia 2015-2016 pIi/S0022510X1733767X
Spatial distribution of the relative risk of Zika virus disease in Co- https://obgyn.onlinelibrarywiley.com/doi

lombia during the 2015-2016 epidemic from a Bayesian approach

full/101002/ijgo13048

Dengue, chikungunya and zika virus coinfection: results of the
national surveillance during the zika epidemic in Colombia

https:.//mww.ncbi.nlm.nih.gov/omc/articles/
PMC6518562/

Pregnancy and Birth Outcomes Among Colombian Women
with Zika Virus Disease in 3 Surveillance Sites, Proyecto Vigilancia
de Embarazadas con Zika.

https://europepmc.org/article/PMC/6808833

Beginning of the end of Onchocerciasis in the Americas

https:./Mmww.ncbi.nlm.nih.gov/iomc/articles/
PMC4002041

S. Zhou, S. Goldstein, M. Place, M. Bechner, D. Patin o, K. Poto-
mousis, P. Ravindran, L. Pape, J.P. Hernandez-Ortiz, J. Medrano
and D.C. Schwartz, “A Clone-free, Single Molecule Map of the Do-
mestic Cow (Bos taurus) Genome,” BMC Genomics, vol. 16:664,
pp. 1-19 (2015)

[DOI: 10.1186/512864- 015-1823-7]

K.L. Kounovsky-Shafer, J.P. Hernandez-Ortiz, J.J. de Pablo and
D.C. Schwartz “Electrostatic Confinement and Manipulation
of DNA Molecules for Genome Analysis,” PNAS, vol. 114(51), pp.
13400-13405 (2017)

) [DOI: 101073/pnas 1711069114

Samuel JW. Krerowicz, Juan P. Hernandez-Ortiz and David C.
Schwartz, “Microscale Objects via Re-structuring of Large, Dou-
ble-Stranded DNA Molecules,” ACS Applied Materials and Inter-
faces, vol. 10, pp 41215-41223 (2018)

[DOI:10.1021/acsami.8b18157]

Estupifian MI, Rodriguez |, Herrera VM, Moncayo ZM, Villar LA.
Seroprevalence study to identify age of groups that are most at
risk of dengue infection in Piedecuesta, an endemic municipali-
ty of Colombia. Am J Trop Med Hyg. 2015; 93: 322.

https://www.astmh.org/ASTMH/media/Documents,
ASTMH-2015-Abstract-Book-Final.pdf

Estupifidn MI, Rodriguez |, Gelves RM, Lozano AY, Mauricio Herrera
Victor, Salje H, et al. Endemicity and emergence of arboviruses in
Piedecuesta, Colombia. Am J Trop Med Hyg. 2018;99: 512.

https.//www.astmh.org/ASTMH/media/Docu-

ments/2018-Abstract-Book-FINAL-11-13.pdf

Nouvellet P, Cucunuba ZM, Jessica RIV, Montoya MC, Trujillo A,
Camacho E, et al. Characterization of population exposure (se-
roprevalence) to arboviruses after recent outbreak in Colombia:
dengue, chikungunya and Zika. Am J Trop Med Hyg. 2018;99: 296.

https://www.astmh.org/ASTMH/media/Docu-

ments/2018-Abstract-Book-FINAL-11-13.pdf
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Metodologia

Disefo: Estudio transversal de seroprevalencia de base

poblacional.

Disefio estadistico: Universo: estd conformado por la po-
blacion civil no institucional mayor de 5 afnos residentes
en la cabecera municipal de Bogotd, Barranquilla, Bu-
caramanga, Cali, Clcuta, Medellin, Villavicencio, Leticia,

Ipiales y Guapi.

Marco muestral: constituido por el listado de vivien-
das, hogares , personas y el inventario cartografico de
las ciudades seleccionadas, obtenidos de la informacion
producida por el Censo General del DANE, asi como las

actualizaciones que se hacen en el periodo intercensal.

Unidades Estadisticas

» Unidades de observacion: corresponden a las vivien-

das, los hogaresy las personas.

o Unidades de andlisis: corresponden a las viviendas, los

hogaresy las personas.

e Unidades de muestreo: existen unidades de mues-
treo primarias relacionadas con la primera etapa y se-

cundarias con la segunda.

Para esta encuesta se definen 2 etapas, y sus unidades

de muestreo son las siguientes:

- Unidades primarias de Muestreo (UPM): son las

mManzanas en las cabeceras municipales.

- Unidades secundarias de Muestreo (USM): son los
segmentos o medidas de tamafo MT (areas de 5
viviendas en promedio) con limites naturales facil-
mente identificables en los que se encuestan to-

dos los hogares.

Diseno muestral

Tipo de muestreo: muestreo probabilistico multietapi-

co de conglomerados.

Probabilistico: cada unidad de muestreo tiene una pro-
babilidad de seleccién conocida y superior a cero. Esta
informacion permite determinar a priori la precision de-
seada en las estimaciones y posteriormente, calcular la
precision de los resultados obtenidos a partir de la infor-

macioén recolectada.

Multietapico: para lograr la seleccion de las unidades
de observacion (viviendas, hogares o personas) se selec-
cionaron secuencialmente las unidades de muestreo
en tres etapas (UPM, USM) con probabilidades de selec-

cion en funcion del nimero de viviendas.

e En una primera etapa, la UPM, selecciona la man-
zana. Para la seleccion de manzanas, se utiliza una
seleccion de muestra proporcional al tamafo siste-

matica (PPT-SIS) de manzanas.

* En la segunda etapa se selecciona el segmento o
USM con un muestreo aleatorio simple de conglo-

merados de cinco viviendas.

En este proceso de seleccion por etapas sdlo se requie-
re una actualizacion cartografica detallada de las areas

seleccionadas.

De conglomerados: estan definidos por la unidad se-

cundaria de muestreo y corresponde a 5 viviendas (con-
tiguas) en promedio donde se encuestan todas las vi-

viendas, hogares y personas que lo conforman.
Definicién de tamaiio de la muestra

Los tamanos de muestra se calcularon para una preva-
lencia del 30% con error de muestreo marginal de 3%
y 35% que equivalen a un error relativo de 510% y 6%
respectivamente. Varia su tamafo segun la poblacion
de cada ciudad. Los célculos se realizan con las formulas
correspondientes al tipo de disefio muestral. Se ajustan
con base en el efecto de los conglomerados en el disefio
deff=2 resultante de la de la experiencia de las encues-

tas de hogares realizadas por el DANE (Tabla 1).



. INSTITUTO
NACIONAL DE
SALUD

Tamano total de la muestra: 18.472 individuos.

Tabla 1. Tamafo de muestra segUn municipio.

Tipo Error Error # de
P relativo marginal encuestas

Bogota, D.C. 5,10% 3,00% 4500
Barranquilla 6,00% 3,50% 1448
Buca;aama”' 6,00% 350% 1447
Cali 5,10% 3,00% 1971
Cucuta 6,00% 3,50% 1447
Medellin 5,10% 3,00% 1971
Villavicencio 6,00% 3,50% 1447
Leticia 6,00% 3,50% 1421
Ipiales 6,00% 3,50% 1437
Guapi 6,00% 3,50% 1383

Total 18.472

Ajustes de cobertura

El ajuste de cobertura se realiza cuando se pierden seg-
mentos u hogares. Cuando hay pérdida de segmentos
se ajusta a nivel de UPM, calculando la razén entre el nu-
mero de segmentos seleccionados y el niUmero de seg-
mentos efectivamente encuestados. Si hay perdida de
hogares el ajuste se realiza a nivel de segmento, se calcu-
la la razén entre numero de hogares encontrados en el

segmentoy el nimero de hogares efectivos completos.

Criterios de inclusién

* Personas residentes en los principales centros ur-
banos del pais que representan las cinco regiones
(Bogota, Barranquilla, Bucaramanga, Cali, Clcuta,

Medellin, Villavicencio, Leticia, Ipiales y Guapi)
o Personas entre 5y 80 aflos de edad.

o Pueden participar personas con diagnostico previo
confirmado y caso relacionado de COVID-19, segun

lo definido en el instructivo de vigilancia del INS.

e Pueden participar en el estudio trabajadores de la

salud.

e Participacion voluntaria y firma del consentimiento
informado. Para mayores de 7 afos firma de asenti-

miento informado.

Criterios de exclusién

o Personas que tengan contraindicacion para pun-

cion venosa.

Coordinacién y duracién del estudio

El estudio sera coordinado por los investigadores del
Instituto Nacional de Salud. La duracion sera de 9 me-
ses. Se realizard un muestreo en cada ciudad, después
del pico epidemioldgico de la enfermedad, estimado
entre septiembre y noviembre de 2020. Se incluird una
submuestra de trabajadores de la salud en cada ciudad
de acuerdo con la definicion establecida en el protocolo
de vigilancia de COVID-19 (Cualquier trabajador en tria-
je, consulta, central de muestras, laboratorio, salas de
procedimientos, observacion, hospitalizaciéon o vigilan-

cia en salud publica con exposicion no protegido).

Todas las instituciones participantes contaran con el
protocolo armonizado y todo el equipo de personal que
participara en el estudio recibira capacitacion para el
desarrollo de la técnica, diligenciamiento de formatos,
digitacion de la base de datos y deméas aspectos rela-
cionados, para la unificacion de criterios, conceptos vy

metodologias.
Procedimiento

Una vez se haya identificado la elegibilidad de los ha-
bitantes del hogar para la participacion en el estudio,
se procederd a realizar el proceso de consentimiento y

asentimiento informado.
Recoleccién de la informacion:

La informacion se recolectara a traves de una encuesta
de formato estandarizado que recoge datos demografi-
cos epidemioldgicosy clinicos de los participantes (Ane-
xo 1). La encuesta serd aplicada casa a casa por el per-
sonal de salud contratado para el estudio. El contacto
de las personas para invitarlas a participar en el estudio
se realizara por visita domiciliaria o por via telefénica. La

recoleccion de la informacion sera presencial.
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Toma de muestras

Las muestras deben ser tomadas por personal capa-
citado, teniendo en cuenta todas las instrucciones de
bioseguridad y el uso de los elementos de proteccion
personal para virus respiratorios que se mencionan a

continuacion

o Respirador N95

» Bata antifluido

e Guantes de latex o de nitrilo

e Proteccidén para los ojos (careta de cara completa o
gafas protectoras)

» Gorro

e Polainas

Recoleccién de la muestra de sangre

Una vez firmado el consentimiento informado el per-
sonal y los pacientes que cumplan con los criterios de
inclusion se invitardn a participar en el estudio. Poste-
riormente se recolectaran muestras de sangre venosa
envolviendo una banda elastica alrededor de la parte
superior del brazo para aplicar presion en el area para
extraer entre 6y 7 ml de la parte interior del codo o del
dorso de la mano previa limpieza del sitio de puncion
con un desinfectante (antiséptico) en tubo estéril con
acido citrico dextrosa y gel separador, el cual debe ro-
tularse adecuadamente con nombre y apellidos del
paciente, documento de identificacion, fecha y hora de
recoleccion de la muestra, lugar de toma de muestrasy
almacenar. Posterior al llenado del tubo se retira la ban-
da elastica, se retira la aguja y se cubre el sitio de pun-

cion para detener el sangrado.

Una vez recolectada la muestra de sangre sera centrifuga-
da para separar el suero o plasma, el cual serd almacenado
a -30°C 0 -80°C hasta su procesamiento para la determi-

nacion de inmunoglobulinas IgG e IgM anti SARS-CoV-2.

En caso de que al participante se le soliciten pruebas de

rutina se utilizaran esas muestras para el almacenamiento.

Recolecciéon de muestra de Hisopado Nasofaringeo

En caso de que el participante tenga sintomas rela-
cionados con la enfermedad COVID-19, se procedera a
tomar muestra nasofaringea mediante la toma de hi-
sopado nasofaringeo (el hisopo debe colocarse y trans-
portarse en un mismo tubo con medio de transporte vi-
ral minimo en un volumen de 15ml) hasta su remisiéon a
Bogota donde seran congeladas a -30 o -70 grados cen-
tigrados hasta su procesamiento por RT-PCR mediante
el protocolo Berlin estandarizado en el INS (Corman et
al, 2020). Para la toma de muestras respiratorias se se-
guiran los lineamientos para la vigilancia por laboratorio

de virus respiratorios del Instituto Nacional de Salud.
Conservacion y transporte de Muestras

Para hisopados nasofaringeos el transporte debe rea-
lizarse con pilas congeladas, debidamente cerradas,
marcadas y soportadas en una gradilla, en neveras ap-
tas para tal fin. Es importante asegurar la cadena de frio
ya que temperaturas superiores a 8°C degradan la par-
ticula viral, obteniéndose falsos negativos. Las muestras

de sangre deben transportarse en nevera.

La conservacion del hisopado puede hacerse de -2 a 8°C
hasta su procesamiento el mismo dia o entre -20°C por

una semanay -70°C por un mes.

Las muestras de sangre deberan ser centrifugadas para
la obtencion del suero, este puede ser conservado entre

-2 a 8°C en tubos estériles, o congelado a -20°C
Remisiéon de Muestras al INS

Una alicuota de las muestras de suero procesadas en
cada ciudad participante en el estudio, seran enviadas
al Instituto Nacional de Salud, debidamente marcadas
y cerradas, asegurando la cadena de frio a 4°C con pi-
las congeladas y garantizando el triple empaque, cum-
pliendo las normas internacionales relativas al transpor-
te aéreo de sustancias infecciosas: sustancias bioldgicas,

Categoria B.
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Intervencién

» Aplicaciéon de consentimientos informados y asen-

timientos informados a nifos de 7 afos 0 mas
» Aplicacion de encuesta al participante
« Toma de muestra de sangre al participante

e Toma de muestra de hisopado nasofaringeo en
caso que el participante presente sintomatologia

asociada a Covid

o Todos los participantes seran contactados via tele-
fonica para explicar el resultado de los ensayos y los
misMmos seran enviados via correo electronico, en
un plazo de hasta tres meses después de la toma

de la muestra.

Procesamiento de muestras de suero
1. Montaje y estandarizacién de técnicas “in house”

Metodologia 1: Diseiio de péptidos para identificacion

de SARS-CoV-2 y generacién de anticuerpos.

Se sintetizardn cuatro péptidos sintéticos disefados con
base en la informacién del genoma de referencia del co-
ronavirus SARS-CoV-2 (MN908947.3) y de las secuencias
de los genomas virales de pacientes colombianos con-
firmados para COVID-19. Los péptidos tendran una ex-
tension entre 25-30 aminoacidos y seran derivados de la
secuencia de las proteinas Spike (S gene) y nucleocapsi-
de (N gene) de acuerdo con lo reportado en la literatura

(Caietal, 2020) (Li et al., 2020)
Prueba de Elisa

Se realizard deteccion de IgG e IgM anti SARS-CoV-2 en
los pacientes incluidos en el estudio mediante ELISA
utilizando como antigenos de captura péptidos sintéti-
cos disefiados con base en la informacién del genoma

de referencia de SARS-CoV-2 (MN908947.3).

Se realizara la determinacion de anticuerpos totales IgM
e 1gG, mediante la prueba ensayo in house por inmu-
noadsorcion ligado a enzimas-ELISA para la deteccion
de anticuerpos utilizando como antigeno los péptidos
sintetizados. Se estandarizara la concentracion optima
de antigeno de SARS-CoV-2 realizando un “pool” de los
péptidos sintéticos, la dilucion éptima de suero y de
conjugado (antilgG ¢ IgM humana unida a fosfatasa al-
calina). Se adicionaran 100 ul de antigeno sintético de
SARS-CoV-2, por triplicado a microplacas de poliestireno
Combiplate®-Labsystems en diferentes concentracio-
nes entre 1y 30 ug/ml disueltas en soluciéon reguladora
de carbonato (0.05M, pH 9.6) para su posterior confron-
tacion con anticuerpos IgG e IgM, respectivamente y se
determinara asi la concentracion dptima de antigeno.
Se realizara la incubacion en cémara humeda a tempe-
ratura ambiente (20°C) durante tres horas con posterio-
res lavados con PBS 0.15M, pH 7.4 mas Tween 20 al 0.05%
(PBS-T) tres veces consecutivas durante cinco minutos
cada vez. Se agregaran 100 ul de suero y se incubara en
camara humeda a temperatura ambiente (20°C) duran-
te dos horas, seguida de tres lavados como se describid
anteriormente. Se adicionaran 100 pl, por triplicado, de
anti-IgG e anti-IgM humana, independientemente, a di-
ferentes diluciones para determinar la dilucion éptima
de cada uno de los conjugados (entre 1:250 y 1:4000) con
posterior incubacidon en camara humeda a 4°C durante
18 horas seguida de lavados con PBS-T tres veces conse-
cutivas durante cinco minutos cada vez. Finalmente se
agregara 100 ul, a cada pozo de las microplacas, de p-ni-
tro-fenil-fosfato (1 mg) por 1 ml de soluciéon reguladora
de dietanolamina y se permitird reaccion de la enzima
(fosfatasa alcalina) con el sustrato (p-nitro-fenil-fosfato)
a temperatura ambiente 20°C durante 30 minutos se-
guida de inactivacion de la reaccion adicionando 25 pl
de NaOH 3M a cada pozo de la microplaca. Finalmente
se realizara lectura de cada uno de los pozos de la mi-

croplaca con un colorimetro Multiskan MS.
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Disefo de péptidos para identificacién de SARS-CoV-2

y generacion de anticuerpos.

Se sintetizaran cuatro péptidos sintéticos disefiados con
base en la informacion del genoma de referencia del co-
ronavirus SARS-CoV-2 (MN908947.3) y de las secuencias
de los genomas virales de pacientes colombianos con-
firmados para COVID-19. Los péptidos tendran una ex-
tension entre 25-30 aminoacidos y seran derivados de la
secuencia de las proteinas Spike (S gene) y nucleocapsi-
de (N gene) de acuerdo con lo reportado en la literatura

(Caietal,2020) (Lietal,2020).

Metodologia 2: Produccién recombinante de antige-
nos en células HEK 293F utilizando vectores de expre-
sion para la proteina RBD secretada, y una version tri-
mérica soluble del spike protein del SARS-CoV-2.

La glicoproteina superficial del virus, denominada spike
protein (S), media la unién del virus a las células huma-
nas a través de su dominio de union al receptor (RBD)
vy se ha demostrado que los anticuerpos que son capa-
ces de unirse a la proteina S, especificamente a la re-
gion RBD, son neutralizantes. Asimismo, se conoce que
las personas no expuestas al SARS-CoV-2 no presentan
reactividad alguna contra la proteina S. La produccion
recombinante de este antigeno para ser acoplado a una
prueba de ELISA permite, por ende, por distinguir entre

personas expuestas /inmunes e ingenuas.

Se utilizarad la linea celular HEK 293F (human embryo-
nic kidney 293) utilizando vectores de expresion para la
proteina RBD secretada, asi como una version trimé-
rica soluble del spike protein del SARS-CoV-2. Para tal
fin, se utilizaran los constructos disponibles a través del
Krammer Laboratory, lcahn School of Medicine, Mount
Sinnai, por medio del Oxford Protein Production Facility
UK at the Research Complex at Harwell: Soluble SARS-
CoV-2 Receptor Binding Domain and Soluble SARS-
CoV-2 Spike cloned in mammalian expression vectors.
Una vez se estandarice la produccion recombinante de
los antigenos, se procedera a implementar una valida-

cion por medio de ELISA de dos pasos para evaluacion a

gran escala de muestras de suero humano para detec-

tar anticuerpos (IgG e IgM) que se unan a la poteina S.

Plasmids ©

Expression plasmid

Mammalian cell transfection

Part |

Protein purification

RBD screening ELISA —  Presumptive positives

Part Il

Spike confirmatory ELISA

=p  Truepositives

Tomado de: Stadbauer & Amanat 2020
Prueba de ELISA

Se desarrollara una ELISA de dos pasos en donde el pri-
mer paso incluye el screening de muestras de suero de
pacientes en una sola dilucion contra la proteina RBD,
la cual, tiene un rendimiento éptimo de produccion en
la linea celular y generalmente puede obtenerse en una
mayor cantidad. El segundo paso consistird en la eva-
luacion de muestras positivas a RBD, por medio de una
ELISA confirmatoria con curva de dilucion de suero con-
tra la proteina SPIKE, la cual, presenta un rendimiento
menor en la linea celular y por ende, generalmente se

encuentra en una menor cantidad.

Deteccién de anticuerpos anti SARS-CoV-2 por méto-

dos comerciales

Deteccion de anticuerpos totales contra la proteina Si
RBD de la espicula por medio de la técnica de quimio-
luminiscencia. Esta prueba se selecciond siguiendo re-
comendaciones internacionales y después de multiples
ensayos de validacion realizados por el grupo de inves-
tigacion en muestras de poblacion colombiana que in-
cluyen sueros pre-pandemia asi como muestras duran-

te la pandemia.
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Recoleccién de la informacién y plan de analisis
Recoleccion de la informacion

La informacion serd recolectada en un formato disefa-
do especificamente para este fin, precodificado con los

siguientes componentes:

a) Mddulo de vivienda
¢ Segmento
« Vivienda

e Acceso a la vivienda

b) Modulo de censo
¢ Datos

o Criterios de seleccion

c) Modulo de individuo
e Sociodemografica
« Contactos
¢ Informacion relacionada con salud
* Informacion relacionada con sintomas
o Actitudesy practicas

o Percepcion de vacunacion

Los resultados seran analizados utilizando el programa
estadistico SPSS (version 22.0, SPSS Inc, Chicago, Illi-
nois). Con los datos obtenidos se realizara inicialmente
un analisis descriptivo. Las variables continuas se pre-
sentaran como media y desviacion estandar (DS) o me-
diana y rango intercuartilico (IQR) todas las proporcio-
nes se calculardn como porcentajes de los pacientes

con datos disponibles.

Para detectar diferencias significativas entre grupos, se
utilizara la prueba de chi-cuadrado o exacta de Fisher
para variables categdricas y prueba t o de Mann-Whit-
ney para variables continuas, segun sea el caso y el ana-
lisis de tendencia lineal para multiples comparaciones.
El punto de corte dptimo de los predictores continuos
para predecir las variables de desenlace se establecera

mediante el indice Youden.

Finalmente, se realizard un analisis multivariante en el
que se incluirdn todos los factores potencialmente re-
lacionados con enfermedad grave (ingreso en UCI y/o
mortalidad global) detectados en el estudio univarian-
te y aquellos con importancia clinica. Los resultados del
analisis multivariante se informaran como odds ratios
(OR) e intervalos de confianza del 95%. Cada modelo de
regresion se evaluara con la prueba de bondad de ajus-
te de Hosmer-Lemeshow, y el poder discriminatorio se

evaluara utilizando el area bajo la curva ROC.

El umbral para la significacion estadistica se definira a

una p de dos colas <0,05.

Los parametros epidemioldgicos que se mediran son

los siguientes:

Parametro Definicion

) Proporcion de individuos por
Porcentaje de ataque

- edad que muestran seroconver-
especifico por edad

sion para infecciéon por COVID-19.

La proporcion de los individuos
por grupo de edad que muestren
seroconversion para la infeccion
por COVID-19.

Incidencia cumulativa
por edad especifica

- La proporcion de los individuos
Proporcion de casos

) _ que muestren sintomas o signos
sintomaticos

de infeccion por COVID-19.

El cambio en el nivel de anticuer-

Respuesta serolégica pos especificos para COVID-19.

para la infeccion Proporcion de individuos asinto-

maticos por edad.

» Identificacion de grupos mas
Grupos de poblacion

i vulnerables a la infeccion por
con mayor riesgo

COVID-19 (edad, género).

Resultados Esperados

El desarrollo de este proyecto de investigacion permiti-
ra obtener una comprension detallada de la evolucion
de la prevalencia del COVID-19 en el pais y estimar la

rapidez con la que se alcanza un 70% de personas po-
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sitivas a la infeccion. Se busca conocer el alcance de
la infeccion y la dindmica de transmision, asi como el
porcentaje portadores asintomaticos. Esta informacion
se utilizard para refinar/actualizar las recomendaciones
de la vigilancia (por ejemplo, definicion de caso, periodo
de incubacion), para determinar las caracteristicas cla-
ve de la transmision del virus, comprender la dispersion
geogréafica, la gravedad y el impacto en la comunidad.
El conocimiento generado permitird orientar acciones
de respuesta en salud publica para gestionar casos y
reducir el potencial de propagacion y el impacto de la
infeccion por SARS-CoV-2 en el pais, asi como la adecua-
da utilizacion de pruebas diagnosticas en el seguimien-
to del paciente. Teniendo en cuenta que se utilizaran
las variables de protocolos estandar establecidos por la
OMS los datos anonimizados de exposicion epidemio-
l6gica se podran compartir sistematicamente de forma
rapida con OMS para obtener estimaciones oportunas
sobre la evolucion de la enfermedad. Esto es muy impor-
tante teniendo en cuenta que SARS-CoV-2 s un nuevo
patdgeno respiratorio en humanos. Se obtendra una
prueba inmunoenzimatica para detectar anticuerpos
anti- SARS-CoV-2 en suero humano utilizando péptidos
sintéticos para su utilizacion en cualquier laboratorio y
especialmente, en estudios sero-epidemiolégicos en el
pais. Adicionalmente los resultados tendran impactos
en la utilizacion en estudios sero-epidemioldgicos para

detectar infeccion o inmunidad protectora.

Impactos potenciales

El COVID-19 tiene un alto impacto social sobre la salud
mental de la poblacién en general, afectando tanto a
quienes padecen la enfermedad como a quienes buscan
protegerse de ella, como consecuencia de una percep-
cion acelerada del riesgo y de cambios en la vida social,
conducentes a generar comportamientos colectivos rela-

cionados con la discriminacion, la violencia y la depresion.

Con el fin de determinar de forma exploratoria el impac-
to social de la enfermedad, el cuestionario incluird los

datos socio-demograficos y algunos comportamentales.

Los datos seran recolectados y analizados en conjunto
y seran interpretados como hallazgos referidos a la des-
cripcion de la dimension psicosocial de la enfermedad.
Los resultados de los datos cuantificados y analizados
serdn presentados a través de un informe sobre el im-
pacto psicosocial del COVID-19, sugiriendo algunas re-
comendaciones con el fin de mitigar el impacto social
causado por el SARS-CoV-2, que, a su vez, pueden ser
Utiles en general para la atenciéon psicosocial ante emer-

gencias sanitarias causadas por epidemias.
Consideraciones éticas

Estudio aprobado por el Comité de Etica y Comité Cien-
tifico del Instituto Nacional de Salud, asi como por los
comités de ética de varias de las instituciones partici-
pantes. La participacion de los individuos es voluntaria
y sigue un proceso de consentimiento informado con

asentimiento para menores de 18 afos.

Ll
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(Mayo a sept. de 2020)
Elaboracion y aprobacion del protocolo,
organizacion de biorepositorio,

Elaboracion de POEs, construccion
y disefio de instrumentos,

6 ANALISIS DE MUESTRAS (1 de oct. al 15 de dic.)

contratacién de personal ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS (19 de oct. al 15 de feb.)

compra de insumos.
o OPERATIVO DE CAMP
y preparacion logistica d
9 CONVENIOS con Leticia
(17 de agosto al 4 de sept) :

Elaboracién de convenios

interinstitucionales (DANE)
COMUNICACION

AZONA! 21 AL 30 SEPTIEMBRE DE RESULTADOS:
BARRANQUILLA " 5AL 14 OCTUBRE (15 de ene. a

O 0
BOGOTA 13 AL 27 OCTUBRE J 15 dfelabrll -2021)
MEDELLIN 13 AL 27 OCTUBRE Revisién de datos,

Escritura de manuscrito

CUCUTA 19 AL 28 OCTUBRE o
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comunitaria GUAPI 20 AL 30 NOVIEMBRE
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