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RESUMEN

La competencia del sistema inmune individual es uno de los factores que condiciona la
capacidad de defensa frente al SARS-CoV-2. A pesar del elevado numero de investigaciones
que describieron los factores de riesgo de mayor severidad y/o mortalidad como la edad mayor
a 60 anos, la presencia de comorbilidades o el sexo masculino, continta siendo importante la
identificacion de factores que expliquen la amplia variabilidad clinica de esta enfermedad o
como sujetos expuestos al virus no resultan infectados. El objetivo fue evaluar la concentracion
de IgG anti-toxoide tetanico y diftérico en pacientes recuperados de COVID-19 y familiares
de primer grado expuestos. Se realizd un estudio de casos y controles con 1131 convalecientes
de COVID-19 y 493 familiares de primer grado expuestos no infectados. Se agruparon

segin edad y sexo. Los casos se clasificaron segiin el grado de severidad de la enfermedad.
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Las concentraciones de antitoxoides tetdnico y diftérico se determinaron mediante ensayo
inmunoenzimatico indirecto en fase solida. Resultados: El 96.9% de los pacientes femeninos
y el 97.6% masculino presentaron niveles protectores confiables de larga duracion frente a la
toxina tetanica. EL nivel de proteccion frente a la difteria detectado fue confiables a corto plazo
(68.2% mujeres y el 77.3% hombres). Los casos recuperados de la forma grave de la COVID-19
presentaron niveles medios geométricos de IgG contra ambas toxinas menor que el grupo control.
Conclusiones: Los niveles séricos de IgG ATD de ambos sexos no alcanzo el nivel de proteccion
confiable de larga duracion. Los niveles de CMG de IgG ATT y ATD variaron en los diferentes
grupos de edades segun el estado alcanzado por el paciente en el transcurso de la enfermedad. Estos
resultados demuestran la necesidad de fortalecer el sistema inmunitario tanto de las personas no

afectadas por la infeccion viral como de las personas afectadas.

Palabras clave: Inmunoglobulina G, toxoide tetanico, toxoide diftérico, SARS-CoV-2,
COVID-19.

SERUM CONCENTRATION OF IMMUNOGLOBULIN G AGAINST TETANUS AND
DIPHTHERIA TOXOIDS IN CONVALESCENTS FROM THE FIRST OUTBREAK OF
COVID-19 IN CUBA
ABSTRACT

The competence of the individual immune system is one of the factors that determines the
ability to defend against SARS-CoV-2. Despite the high number of investigations that describe risk
factors for greater severity and/or mortality such as age over 60 years, the presence of comorbidities
or male sex, it continues to be important to identify factors that explain the wide clinical variability
of this disease or as subjects exposed to the virus do not become infected. The objective was to
evaluate the concentration of IgG against Tetanus and Diphtheria toxoids in patients recovered from
COVID-19 and exposed first-degree relatives. A cross-sectional case-control study was carried out
in which 1,131 serum samples corresponding to Cuban patients confirmed and recovered from
COVID-19 and 493 exposed first-degree relatives were studied during the period from June to
September 2020. The sample was divided into three age groups and two groups according to sex.
The analysis was carried out in each group taking into account the degree of severity of COVID-19
reached by the patient during the infection. Concentrations of tetanus and diphtheria antitoxoids
in serum were quantified using an indirect solid-phase immunoenzymatic assay. Results: 96.9%
of female patients and 97.6% of male patients presented reliable long-lasting protective levels
against tetanus toxin. Against diphtheria, the highest levels were reliable protection in the short
term (68.2% women and 77.3% men). The cases recovered from the severe form of COVID-19

presented lower geometric mean levels of IgG against tetanus and diphtheria toxins than the
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control group. Conclusions: Serum ATD IgG levels of both sexes did not reach the level of reliable
long-lasting protection. The CMG levels of IgG ATT and ATD varied in the different age groups
depending on the status achieved by the patient during the course of the disease. These results
demonstrate the need to strengthen the immune system of both people not affected by the viral

infection and those affected.

Keywords: Immunoglobulin G, tetanus toxoid, diphtheria toxoid, SARS-CoV-2, COVID-19.

INTRODUCCION

La infeccion por el virus SARS-CoV-2 y su elevada capacidad de propagacion a través del
contacto cercano o directo V), provoco a nivel mundial un elevado nimero de enfermos y fallecidos,
el colapso de algunos sistemas de salud, la necesidad de establecer medidas de restriccion de
movilidad, a la vez que impuso nuevos estilos de vida como el uso de mascarillas y el distanciamiento

fisico.

Desde el 11 de marzo de 2020, que Cuba confirmaba sus 3 primeros casos importados de
infeccion por SARS-CoV-2 disefi6 estrategias de control, diagndstico y manejo encaminadas a
la disminucion del impacto de la enfermedad, que le permitieron durante el peor brote, lograr

mantener una letalidad de 0.66%.

La COVID-19 muestra un amplio espectro clinico que va desde la ausencia de sintomas hasta
la aparicion de complicaciones graves y la muerte . Puede afectar sistemas como el respiratorio,
gastrointestinal, hematologico, neuroldgico, cardiovascular, y el sistema inmune ©¥. La respuesta
inmune es uno de los factores clave que condiciona la capacidad de defensa de los infectados por
SARS-CoV-2. A pesar de que se ha visto una adecuada induccion de anticuerpos tipo IgG e IgA
en los pacientes recuperados de COVID-19, la duracion y la eficacia de la proteccion a largo plazo
dependera de la capacidad de respuesta del sistema inmune de cada individuo ©-”. Se ha asociado

una respuesta tardia y débil de los Ac con un resultado desfavorable de la enfermedad (14,10-12).

Pese al elevado nlimero de investigaciones que describen factores de riesgo de mayor severidad
y/o mortalidad como la edad mayor a 60 afios, la presencia de comorbilidades o el sexo masculino,
contintia siendo importante la identificacion de factores que expliquen la amplia variabilidad
clinica de esta enfermedad o como sujetos expuestos al virus no resultan infectados. La capacidad
de respuesta del sistema inmune individual es definitivamente uno de los factores involucrados en
este proceso. Por lo que resulta de interés evaluar la respuesta frente a otros antigenos en individuos

que padecieron diferentes formas clinicas de la COVID-19 o estuvieron expuestos y no resultaron
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infectados.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la concentracion de IgG frente a los toxoides
tetanico y diftérico en convalecientes cubanos de la COVID-19 y familiares de primer grado

expuestos.

METODOS
Se realizé un estudio transversal de casos y controles conducido por el CNGM, en La
Habana, Cuba. Se incluyeron casos de la totalidad de las provincias y el municipio especial Isla de

la Juventud.

El grupo de casos estuvo conformado por pacientes cubanos, que habian recibido el alta
epidemioldgica y que dieron su consentimiento para participar en la investigacion. Se incluyeron
pacientes mayores de 1 afio de edad, diagnosticados como positivos para la infeccion por SARS-
CoV-2 mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) entre el 11 de marzo
y el 11 de junio de 2020.

Se excluyeron los fallecidos, los casos con alteraciones mentales y ausencia de un familiar
responsable que impidiera la obtencion del consentimiento y/o los datos en la entrevista clinica,

asi como los que se encontraban fuera de su area de residencia en el momento de la investigacion.

Tras analizar los datos obtenidos durante la entrevista e historia hospitalaria y teniendo
en cuenta los criterios de la OMS sobre sintomas asociados con COVID-19 y severidad de esta
enfermedad y el Protocolo de Actuacion Nacional para la COVID-19 en Cuba version 1.4 del
Ministerio de Salud Publica de Cuba vigentes al momento de la investigacion, los casos incluidos
se estratificaron para el analisis de las variables en tres grupos: asintomaticos, con sintomas leves o
moderados y graves. Se consideraron asintomaticos aquellos casos confirmados que durante la fase
aguda de la enfermedad y hasta la comprobacion del aclaramiento viral no manifestaron ningin
sintoma relacionado con la COVID-19. El grupo de casos con sintomas leves o moderados quedd
conformado por casos con manifestaciones clinicas de la enfermedad pero que no desarrollaron
complicaciones. En el grupo considerado grave se incluyeron los casos que requirieron
hospitalizacion en salas de cuidados intermedios e intensivos por presentar manifestaciones clinicas
graves o complicaciones: neumonia, sindrome de distrés respiratorio, arritmias cardiacas, trombosis
venosa, coagulacion intravascular diseminada, frecuencia respiratoria >30 / min, saturacion de
oxigeno en sangre <93%, presion parcial de oxigeno arterial a fraccion de inspiracion relacion de

oxigeno <300, y/o infiltrados pulmonares >50% en 24 a 48 horas, shock séptico y/o disfuncion o
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falla de multiples o6rganos.

El grupo control estuvo integrado por familiares de primer grado de los casos, mayores de
un aflo que convivian con los pacientes al momento del diagndstico positivo de infeccion por
SARS-CoV-2, pero que resultaron negativos a las pruebas de RT-PCR realizadas como parte del
seguimiento a los contactos de casos positivos en Cuba. Teniendo en cuenta la posibilidad que se
hubiesen contagiado en un momento posterior, se excluyeron aquellos controles que resultaron
positivos a la presencia de anticuerpos totales anti-SARS-CoV-2 realizado mediante ELISA
cualitativo tipo sandwich de doble antigeno (UMELISA ANTI SARS-CoV-2) en el Centro de

Inmunoensayo, La Habana, Cuba.

Tras el analisis de estos criterios y con su aprobacion mediante la firma del consentimiento

informado, se incluyeron en el estudio 1625 participantes, de ellos: 1131 casos y 494 controles.

La revision de historias clinicas hospitalarias, la entrevista clinica y la toma de muestra de
sangre periférica se realizo entre el 3 de junio y el 26 de julio de 2020. Las determinaciones en el

laboratorio se efectuaron en el periodo de junio a septiembre de 2020.

Para la obtencion de la muestra se dispensaron 4 mL de sangre venosa periférica en tubo
sin anticoagulante, se mantuvo en reposo hasta su coagulacion, y se centrifugé a 2500-3000 rpm
durante 10 minutos para obtener el suero. Se almacenaron en viales Eppendorf a -20°C hasta su

analisis.

La cuantificacion de anticuerpos IgG contra toxoide tetanico y diftérico en suero se realizd
mediante ELISAs estandarizados y validados en el laboratorio de inmunologia del CNGM (319 y

se informd en Ul/mL.

Para el analisis y cuantificacion de los resultados se empled6 el software “ELISA for Windows”
del Centro para el Control de las Enfermedades (CDC) de Atlanta, Georgia 7.

Se analizaron las siguientes variables: sexo, edad, concentracion de IgG contra toxoide
tetanico (ATT) y diftérico (ATD), y niveles de proteccion frente a tétano y difteria. En el grupo de

casos se incluy¢ la severidad de la enfermedad segun los 3 grupos descritos.

Los niveles de proteccion individual frente a tétano y difteria se determinaron a partir de la

concentracion ATT y ATD vy se clasificaron como se describe en la literatura (18,19):
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* Niveles de antitoxina para una proteccion no confiable: concentracion < 0,1 Ul/mL

» Niveles de antitoxina para una proteccion confiable: concentracion de 0,1 a 1,0 Ul/mL

* Niveles de antitoxina para una proteccion confiable de larga duracion: concentracion
>1,0 U/mL

Para el analisis de las variables ATT, ATD y niveles de proteccion tanto los casos como los
controles se dividen segun sexo (femenino y masculino) y grupos de edad (1 a 18 afios, 19 a 59

afios y 60 o mas anos).

Se calcularon las medias geométricas de las concentraciones y los intervalos de confianza
para cada una de las distribuciones de ATT y ATD después de la transformacion logaritmica de las

unidades internacionales (UI) de antitoxina.

La distribucion normal de la muestra se comprob6 con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Se emplearon las medias como medidas de tendencia central. Las concentraciones de anticuerpos
entre los diferentes grupos estudiados se compararon utilizando las pruebas de Kruskall Wallis o
Mann-Whitney, segun el numero de grupos a comparar. En todos los casos se considero significativo

cuando la p fue menor de 0,05.

Se utilizo el paquete estadistico IBM SPSS STATISTICS 22 como herramientas para el

analisis. Para la realizacion de los graficos se emple6 el GraphPad Prism version 9.0.

Consideraciones éticas

El presente trabajo forma parte del proyecto de investigacion Factores de riesgo genético
asociados a la severidad clinica de la COVID-19 en pacientes cubanos y sus familiares de primer
grado expuestos, pero no contagiados por el virus, aprobado por el comité de ética del Centro
Nacional de Genética Médica (CNGM), y el Comité de Innovacion del Ministerio de Salud Publica
de Cuba. Se obtuvo el consentimiento escrito de todos los participantes en el estudio. En el caso de

los menores de edad sus padres o tutores legales firmaron el mismo.

RESULTADOS

En los 3 grupos de convalecientes de COVID-19 estudiados predominé el sexo femenino con
relacion al masculino (55.2% vs 44.8%); por el contrario, en el grupo control predominé el sexo
masculino (68.4% vs 31.6%, Tablal).
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Tabla 1. Distribucion segin sexo de los convalecientes de COVID-19 y sus familiares de primer

grado expuestos no infectados durante el primer brote de la enfermedad en Cuba.

Grado de severidad N

de Ia COVID-19 Femenino Masculino
N % (1C95%) N % (IC95%)
Casos 1131 624 55,2 (52,3;58,1) 507 44,8 (41,9; 47,7)
Asintomatico 468 255 54,5(50,0; 59,0) 213  45,5(41,0; 50,0)
Leve o moderado 599 332 55,4(51,4;59,4) 267 44,6 (40,6; 48,6)
Grave 64 37 57,8 (45,7; 69,9) 27 42,2 (30,1; 54,3)
Controles 494 156 31,6 (27,5;35,7) 338 68,4 (64,3; 72,5)

*1C95%: intervalo de confianza al 95%: limite inferior; limite superior.

No se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles de IgG ATT, y ATD entre

los convalecientes de COVID-19 y el grupo control.

El 96.9% de los pacientes femeninos que enfermaron de COVID-19, independientemente
del nivel de severidad de la enfermedad durante su fase aguda, presentaron niveles protectores
confiables de IgG ATT. Semejantes resultados se observaron en los casos de sexo masculino donde
el 97.6% tuvo niveles protectores confiables o confiable de larga duracion. La CMG fue menor
en los pacientes que presentaron la forma grave de la enfermedad en ambos sexos, aunque sin

diferencias significativas con ninguno de los grupos estudiados (Figura 1).

A diferencia de los altos niveles de proteccion frente a tétanos encontrados, los niveles
séricos de IgG ATD tanto en los convalecientes de COVID-19 como en el grupo control de ambos
sexos no alcanzaron el umbral necesario para una proteccion confiable de larga duracion (Figura
2). Solamente el 68.2% de las mujeres y el 77.3% de los hombres mostraron niveles protectores
confiables a corto plazo, mientras que el 31.7% de las mujeres y el 22.68% de los hombres
mantuvieron niveles de proteccion no confiables. No se encontré ningin individuo con valor de
IgG ATD por encima de 1.0UI/mL. Las comparaciones entre grupos solo mostraron diferencias
significativas en las CMG de la IgG ATD para el sexo masculino (Figura 2), con mayores niveles
para el grupo de leves o moderados respecto al resto de los casos y controles. El grupo de casos que
presentd la forma grave de COVID-19 fue el de menor nivel de IgG ATD, pero dicha diferencia

solo fue significativa respecto al grupo con forma leves o moderada.
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Figura 1. Niveles de inmunoglobulinas G antitoxoide tetdnico en convalecientes de
COVID-19 en Cuba segln sexo.

*IgG anti-TT: Inmunoglobulina G especifica contra el toxoide tetanico. Los grupos
asintomdtico (N=488), leve o moderado (N=599) y grave (N=64), se corresponden con casos
(N=1131) segun severidad de la COVID-19. El grupo control se corresponde con convivientes
de los casos que no se infectaron con SARS-CoV-2, demostrado por PCR negativo y ausencia de
anticuerpos anti-N y anti-RBD. Cada punto representa un individuo. Las lineas de error representan
la media geométrica y sus respectivos intervalos de confianza al 95%. Las lineas discontinuas
marcan los niveles considerados de proteccion frente a tétanos segiin nivel de anticuerpos IgG anti-
TT determinados por ELISA. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Test de
Kruskall-Wallis).

Figura 2. Niveles de inmunoglobulinas G antitoxoide diftérico en convalecientes del primer
brote de COVID-19 en Cuba segun sexo.

*IgG anti-TD: Inmunoglobulina G especifica contra el toxoide diftérico. Los grupos

asintomatico, leve o moderado y grave se corresponden con casos segun severidad de la COVID-19.
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Cada punto representa un individuo. Las lineas de error representan la media geométrica y sus
respectivos intervalos de confianza al 95%. Las lineas discontinuas marcan los niveles considerados
de proteccion frente a difteria segiin nivel de anticuerpos IgG anti-TD determinados por ELISA. Se

sefalan las diferencias significativas entre los grupos (p<0.05, Test de Mann-Whitney).

Grupo de edades
La respuesta contra la toxina tetanica detectada en los pacientes en diferentes grupos de
edades, segtin el estado de la enfermedad alcanzado fue muy satisfactoria, 97.2% de proteccion y

entre ella el 48.4 % con proteccion adecuada de larga duracion.

Como se observa en la tabla 2 en el grupo de pacientes considerado dentro de la edad pediatrica
(1 a 18 afios) no se encontraron enfermos en estado grave, en este grupo los niveles de CMG de
IgG ATT en los pacientes en estado asintomatico y leve o moderado se comportd muy parecido
a los niveles del grupo de pacientes sanos, mientras que en los grupos de 19 a 59 y 60 a 100 los
pacientes que se encontraron en estado grave presentaron niveles de CMG de IgG ATT menores

que el grupo de pacientes asintomaticos, leves o moderados y que el grupo de control.

Tabla 2. Niveles de inmunoglobulina G anti-toxoide tetdnico seglin edad y severidad clinica de la
COVID-109.

Grado de 1 a 18 afios 19 a 59 anos 60 a 100 anos

severidad dela  CMG IC 95% CMG IC 95% CMG  IC95%
COVID-19  (UymL)  (Ul/mlL) (U/mL)  (U/mL) (UI/mL) (Ul/mL)

Asintomatico 0,62 0,43 -0,82 0,84 0,65-1,02 0,82  0,65-0,99

Leve o moderado 0,74 0,52 -0,96 0,89 0,82 -0,96 0,78 0,66 -0,90
Grave = - e 0,76 0,50-1,03 0,69 0,43-0,96
Control 0,75 0,64- 0,92 0,91 0,75-1,04 0,72 0,64-0,94

*CMG: concentracion media geométrico, IC 95%: intervalo de confianza al 95%.

Al analizar los niveles de proteccion conferidos por la IgG ATD en los diferentes grupos
de edades, segun el estado de la enfermedad alcanzado, a diferencia del tétano no se encontraron
niveles de proteccion adecuado de larga duracion, el 72.8% tenian niveles de proteccion adecuado
y el 27.7 mostré niveles de proteccion no adecuado.

Los dos grupos de edades con pacientes en estado grave mostraron valores medio geométrico
de concentracion de IgG ATD menores que los pacientes que cursaron con otro estado de la
enfermedad y con el grupo control (tabla 3).
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Tabla 3. Niveles de inmunoglobulina G anti-toxoide diftérico segin edad y severidad clinica de

la COVID-19.
Grado de 1 a 18 afios 19 a 59 anos 60 a 100 afos

severidad dela  CMG IC 95% CMG IC 95% CMG  IC95%

COVID-19  (UymL)  (U/mL) (U/mL)  (U/mL) (UU/mL) (Ul/mL)
Asintomatico 0,16 0,11 - 0,20 0,15 0,13-0,17 0,16 0,13-0,20
Leve 0o moderado 0,18 0,13 - 0,23 0,15 0,14-0,17 0,15 0,12-0,19
€L R — 0,14  0,08-021 0,12 0,06-0,18
Control 0,15 0,08 - 0,17 0,15 0,10-0,19 0,15 0,11-0,18

*CMG: concentracion media geométrico, IC: intervalo de confianza en tres grupos de edades

DISCUSION

Segun estudio socio demografico realizado en Cuba durante el primer afio de la pandemia,
la enfermedad afecté de forma relativa a hombres y mujeres,?® los hombres se vieron mas
representados en los grupos de edades 0-19 y entre 60 y més, mientras que en los demés grupos de

edades fueron las mujeres.

En nuestra poblacion de estudio predominé el sexo femenino con relacion al masculino en
los individuos que presentaron la enfermedad, (tabla I). Otras investigaciones como la realizada
durante el pico de la pandemia en EEUU ©”, han encontrado que el sexo femenino ha sido el que

mayor cantidad de enfermos aport6 a la pandemia en el 2020.

La mayoria de los estudios realizados sobre la pandemia durante su primer afio han mostrado
que la COVID-19 ha tenido mayor prevalencia y gravedad en varones de edad avanzada, que
padecen comorbilidades como hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 1 o enfermedades
cardiovasculares, entre otras ?*>2%27, Entre las causas que analizan dichos estudios esta la relacionada
con una respuesta inadecuada e insuficiente por parte de individuos con un sistema inmunitario
previamente debilitado, partiendo de que la respuesta inmune es uno de los factores clave que

condiciona la capacidad de respuesta de los infectados por SARS-CoV-2.

Los resultados de este trabajo, (Figura 1,2), mostraron que, aunque en ambos sexos
predominaron niveles protectores de IgG ATT y ATD, entre los pacientes que cursaron con el
estadio grave de la enfermedad, fue en el género masculino donde se encontrd la mayor cantidad
de pacientes con niveles de antitoxina para una proteccioén no confiable: (M: IgG TT 7.4%, F:2.7%
y M: IgG TD 40.7%, F: 27.0%), datos no mostrados.

Otras investigaciones que se publicaron desde el comienzo de la pandemia destacan las
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diferencias que existen entre los sexos en aspectos desde hormonas y receptores celulares hasta
genética vinculada al cromosoma X, como posibles razones para explicar por qué las mujeres

pueden combatir mejor una infeccion viral @®.

Se plantea que en el primer afio transcurrido de la pandemia fueron los pacientes comprendidos

en las edades pediatricas de manera general, los menos infectados por SARS CoV-2 @9,

En este trabajo, entre los grupos formados para el andlisis de los resultados segtn la edad,
encontramos que en el grupo correspondiente a la edad pedidtrica no hubo pacientes en estado
grave de la enfermedad. Esta menor susceptibilidad de los nifios a la infeccion por SARS CoV-2
y al desarrollo de cuadros severos se ha explicado por una menor expresion del receptor ACE2 en
el epitelio nasal de los nifios, una respuesta inflamatoria equilibrada de los nifos frente al virus y

menor frecuencia de comorbilidades, entre otras G%.

Los niveles de CMG de IgG ATT y ATD encontrados variaron en los diferentes grupos
de edades segun el estado alcanzado por el paciente en el transcurso de la enfermedad. Valores
iguales o superiores al grupo de control sano presentaron los pacientes asintomaticos o leves de la
enfermedad (Tabla, 2, 3), mientras que los pacientes en estado grave, en los que se encontraron los

adultos y adultos mayores presentaron menor CMG de IgG para ambas toxinas.

El factor fundamental que incide en este resultado es el proceso de envejecimiento que
como se sabe provoca cambios en el sistema inmune, que afectan el funcionamiento tanto de la
inmunidad innata como adaptativa (31). Varios autores han reportado que en los adultos mayores se
manifiesta reducida especificidad, afinidad y cambio de isotipo en los anticuerpos que traen como
consecuencia que los ancianos manifiesten pobre proteccion contra agentes infecciosos con los

cuales no se ha tenido experiencia anterior, y respuesta disminuida ante la vacunacion ¢V,

CONCLUSIONES

A diferencia de los altos niveles de proteccion de IgG ATT encontrados, los niveles séricos
de IgG ATD de ambos sexos no alcanzaron el nivel de proteccién confiable de larga duracion.
Los niveles de CMG de IgG ATT y ATD variaron en los diferentes grupos de edades segun el
estado alcanzado por el paciente en el transcurso de la enfermedad. Estos resultados demuestran la
necesidad de adoptar estrategia que permitan fortalecer el sistema inmunitario tanto de las personas
no afectadas por la infeccion viral como de las personas afectadas, con prioridad en las personas de

edad avanzadas y género masculino.
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