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1. Titulo
Deteccion de anticuerpos totales para Covid-19 al personal docente, administrativo y

estudiantil de la carrera de Laboratorio Clinico de la UNL



2. Resumen

Los anticuerpos cumplen funciones muy importantes dentro del organismo frente a las infecciones.
La cinética de estos durante la enfermedad del Covid-19, puede ser determinada mediante pruebas
serologicas, 1o que permite la deteccion de casos de infecciones con sintomas leves o nulos, el
estudio de un brote o conglomerado en curso cuando las pruebas moleculares son negativas y si
existe una fuerte relacion epidemioldgica y sospecha clinica. Por lo que el presente estudio tiene
como objetivo identificar anticuerpos totales, es decir defensas que el sistema inmunitario genera
cuando un individuo padece una infeccion, para Covid-19 al personal docente, administrativo y
estudiantil de la carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja. La presente
investigacion es de tipo cuantitativo, con disefio no experimental, transversal y descriptivo, que
contempla una poblacion de 56 personas. Para esto se empled el método de
electroquimioluminiscencia, posteriormente se pudo determinar la presencia de anticuerpos 1gG
conocidos también como inmunoglobulinas que ofrecen proteccion frente a infecciones bacterianas
y virus, e IgM definidos como la primera inmunoglobulina que ofrece proteccion contra una
infeccion, a través de una técnica cualitativa de ELISA aplicada en los casos positivos para
anticuerpos totales, a la vez que se identifico la frecuencia de anticuerpos totales positivos en
relacién al sexo de la poblacion en estudio. Obteniendo como resultados que el 23% de los casos
fueron positivos y el 76,8% negativos para la presencia de anticuerpos totales, a partir de los cuales
el 100% presentaron 1gG y solo un 30,8% IgM. Asi mismo la poblacion femenina mostré una
frecuencia de anticuerpos totales levemente mayor a la masculina.

Palabras clave: SARS-CoV-2, anticuerpos totales, I1gG e IgM, ELISA,

Electroquimioluminiscencia.



Summary

Antibodies play important roles within the body against most infections. The kinetics of these
during the Covid-19 disease can be determined by serological tests, which allows the detection of
cases of infections with mild or no symptoms, the study of an outbreak or cluster in progress when
the molecular tests are negative, and if there is a strong epidemiological relationship and clinical
suspicion. Therefore, the present study aims to identify total antibodies, which means, defenses
that the immune system generates when a human being suffers from an infection, for Covid-19 to
the teaching, administrative, and student staff of the Clinical Laboratory career of the National
University of Loja. This research is quantitative, with a non-experimental, cross-sectional, and
descriptive  design, which includes a population of 56 people. For this, the
electrochemiluminescence method was used, and in this way , it was possible to determine the
presence of 1gG antibodies known also as immunoglobulins that offer protection against bacterial
infections and viruses, and IgM defined as the first immunoglobulin that offers protection against
infection, through a qualitative ELISA technique applied in cases positive for total antibodies,
while identifying the frequency of total positive antibodies concerning the sex of the study
population. Obtaining as results that 23% of the cases were positive and 76.8% negative for the
presence of total antibodies, from which 100% presented 1gG and only 30.8% IgM. In the same
way, the male population showed a slightly higher frequency of total antibodies than the female.

Keywords:  SARS-CoV-2, total antibodies, 1gG and IgM, ELISA,

Electrochemiluminescence.



3. Introduccion

Los coronavirus son una extensa familia de virus que pueden causar afecciones en el tracto
respiratorio. La aparicion del SARS-CoV-2 en la ciudad de Wuhan, China, ha generado un gran
impacto econémico, politico, social, sanitario y educativo a nivel mundial. En donde el virus ha
mostrado una capacidad de transmision elevada, ya que es posible el contagio a partir de pacientes
asintomaticos mediante aerosoles (Hernandez, 2020).

Las sintomatologias mas comunes descritas para la enfermedad del Covid-19, causada por
SARS-CoV-2 corresponden a fiebre y sintomas respiratorios como tos y disnea o dificultad para
respirar y en los casos mas graves, puede provocar neumonia, sindrome respiratorio agudo severo,
insuficiencia renal e incluso la muerte (Hernandez, 2020).

La letalidad estimada durante los dos primeros meses desde su aparicién oscilaba del 2%
al 3%, considerando que existia el 10% de la poblacion afectada y un nimero de reproduccién
basico de 2 a 2.5, es decir, que 2 a 3 personas se infectaran a partir de un paciente contagiado
(Dashraath et al., 2020).

Dentro de las pruebas utilizadas para estudios epidemiolégicos de SARS-CoV-2 se cuenta
con los ensayos serolégicos, mismos que permiten la deteccidn de anticuerpos desarrollados por
los pacientes, incluidos aquellos que no desarrollan sintomas, por consiguiente es de gran
importancia ya que muchos de estos pacientes no acuden a los servicios de salud, por lo que durante
la fase aguda de la enfermedad no son diagnosticados como casos positivos, mediante métodos que
detectan el ARN viral (Ramos et al., 2020).

En pacientes que presentan sintomas las pruebas seroldgicas contribuyen a complementar
los ensayos de la RT-PCR estandar en el diagnostico de SARS-CoV-2, ya que existe evidencia que
la diseminacion viral en el sistema respiratorio superior disminuye de 7 a 10 dias después de la

infeccion, lo que conlleva a resultados negativos en muestras de hisopado de al menos el 30% al



50% de los casos. Por lo tanto, la determinacion de anticuerpos especificos frente al virus,
empiezan a ser detectables dentro de los primeros 5 a 7 dias después de la infeccion en una gran
cantidad de pacientes, ayudaria en la deteccion de casos con resultados negativo de la prueba de
RT-PCR. Pero esto no significa que este tipo de examenes reemplacen a los ensayos de deteccion
directa de este patdgeno, ya que se debe tener en cuenta el tipo de prueba y método de validacion
a utilizar, la clinica del paciente y que la respuesta inmunoldgica desencadenada por este virus tiene
un cierto tiempo de latencia, (Ozclriimez et al., 2020).

Debido a que los primeros marcadores seroldgicos que se puede detectar en la sangre son
los anticuerpos totales, seguidos de los anticuerpos IgM e IgG, con un periodo de seroconversion
entre 15, 18 y 20 dias después de la exposicién al virus, en donde su deteccion servird como
indicativo de infeccion activa o pasada, para el rastreo de contactos, vigilancia seroldgica,
identificacion de pacientes que sufrieron la enfermedad y que pueden ser inmunes y para la
deteccidn de pacientes con prueba molecular negativa en fase de convalecencia o recuperacion
(Valero et al., 2021).

Segun el Ministerio de Salud Publica (2021) en Ecuador hasta el mes de marzo del 2021 se
han reportado mas de 328 775 casos de coronavirus, de los cuales 281 684 pacientes se han
recuperado, 760 328 fueron descartados y 16 870 personas han fallecido, con respecto al primer
caso, que fue reportado el 29 de febrero del 2020, de modo que el territorio ecuatoriano se ubica
entre los tres paises de Sudamérica con mas casos confirmados hasta el momento.

Ademas se debe considerar que todo el personal que se encuentra laborando en las
instituciones de salud publica y privada en Ecuador, se encuentran en estrecho contacto con
pacientes, dando lugar a una posibilidad de contagio, en cuyo caso muchas de las personas no

presentan sintomas. Asi mismo, los estudiantes que realizan sus practicas preprofesionales durante



el transcurso de la pandemia, tienen un mayor riesgo de infeccion por SARS-CoV-2, siendo de

gran importancia conocer si:

¢Existe la presencia de anticuerpos totales para Covid-19 en el personal administrativo,
docente y estudiantil de la Carrera de Laboratorio Clinico de la UNL que tengan que acudir
a la institucion de manera presencial, ya sea por motivos laborales o para ejercer sus
practicas preprofesionales durante el periodo octubre 2020 a marzo 20217

Por lo anteriormente expuesto, y haciendo énfasis en la falta de datos en nuestro medio

sobre la deteccion de anticuerpos frente al SARS-CoV-2, la presente investigacion se encuentra

enfocada en los siguientes objetivos:

Identificar anticuerpos totales para Covid-19 en el personal administrativo, docentes y
estudiantes de la Carrera de la Laboratorio Clinico, en el periodo octubre 2020 a marzo
2021.

Determinar con qué frecuencia se presentan los anticuerpos 1gG e IgM, a través del método
de ELISA en la poblacion que resulte positiva para los anticuerpos totales.

Identificar en qué sexo es mas frecuente la presencia de anticuerpos totales positivos para

Covid-19 en la poblacién de estudio.



4. Revision Literaria
4.1 Antecedentes

El 31 de diciembre del 2019 la Comision Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan,
provincia de Hubei, China, inform6 sobre la existencia de 27 casos de neumonia de etiologia
desconocida, cuyos casos tenian en comdn la exposicion en un mercado de mariscos, pescado y
animales vivos en la ciudad de Wuhan (Calvo et al., 2020).

Siendo asi que el 1 de enero del 2020 este mercado fue cerrado y para el 7 de enero se
identificd que el agente causal, de este brote de casos de neumonia se debia a un nuevo tipo de
virus de la familia Coronaviridae, denominado temporalmente como el nuevo coronavirus de 2019
(2019-nCoV) siendo secuenciado genéticamente por primera vez el 12 de enero del 2020
recibiendo el nombre de SARS-CoV-2 (Moreno et al., 2020).

El 30 de enero la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declara este brote, como una
emergencia de salud publica de importancia internacional, debido a que en esta fecha ya se habian
reportado mas de 9 629 casos en toda China y 90 casos en diferentes paises del mundo (Gamboa
et al., 2020).

Y para el 12 de marzo la OMS decreta que el brote de la enfermedad causada por el SARS-
CoV-2 es considerada una pandemia, debido al aumento exponencial de personas contagiadas a
nivel mundial, mismo que hasta la fecha se reportan mas de 84,5 millones de casos y mas de 1,8

millones de muertes en todo el mundo (Vega et al., 2020).

4.2 Los coronavirus y sus caracteristicas generales
Los coronavirus son virus de ARN de sentido positivo con envoltura y proyecciones en
forma de puas en su superficie que le dan una apariencia de corona bajo el microscopio electrénico,

confiriéndole asi su nombre. Mismos que en los seres humanos llegan a provocar desde el resfriado



comun hasta infecciones en la parte inferior del aparato respiratorio y gastroenteritis en los lactantes
(Palacios et al., 2020).
4.2.1 Taxonomia

Los coronavirus son miembros del orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae. En donde esta subfamilia comprende cuatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gamacoronavirus y Deltacoronavirus de acuerdo a su estructura genética, de los
cuales se ha evidenciado que los Alfacoronavirus y Betacoronavirus, infectan solo a mamiferos y
normalmente son responsables de infecciones respiratorias en humanos y gastroenteritis en
animales (Comité Internacional de Taxonomia de Virus, 2019) .
4.2.2 Caracteristicas estructurales

Estructuralmente los coronavirus son particulas esféricas o pleomorficas de gran tamafio,
con un didmetro entre 80 y 120nm, los cuales bajo el microscopio electrénico el virién presenta
dos proteinas transmembranas tipo |, constituidas por la glicoproteina trimérica S, espiga o
peplomero y una hemaglutinina-esteresa (He) (Zhang y Holmes, 2020).

La proteina S de este virus estd compuesta de dos subunidades funcionales: S1 (bulbo) y
S2 (tallo), involucrados en los procesos de adhesion, fusion y entrada del virus en la célula
hospedadora, la envoltura viral se encuentra constituida por la glicoproteina de membrana (M), que
es la estructura proteica méas abundante incrustada a través de tres dominios transmembrana y por
la proteina de envoltura (E), transmembrana, presente en una menor proporcion (Salas et al., 2020).
4.3 SARS-COV-2

El SARS-CoV-2 pertenece al género de los Betacoronavirus, que posee en su interior una
cadena positiva de ARN sencilla no segmentada, su envoltura posee un didmetro entre 60 a 140nm

que le confiere una morfologia redondeada o eliptica, ademas su genoma consta de 29003 pares de



bases, mismo que contiene elementos especificos que le facilitan la replicacion del virus y la
formacion de cuatro proteinas esenciales estructurales (Oliva, 2020).

El genoma viral consiste en una hebra de ARN no segmentada, sentido positivo, de gran
tamanio entre 27 a 32 kb, el ARN gendmico contiene multiples marcos abiertos de lectura (MALS),
con su cola de poli adeninas hacia el extremo 3’ y una caperuza metilada hacia el extremo 5’
(Figura 1). En la que los genes que codifican para las proteinas no estructurales se situan en el
extremo 57, de los cuales se organizan en dos MALs (ORFla y ORF1b), mismos que daran lugar,
a otras proteinas como la proteasa PLpro y 3CLpro, a la enzima ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp) y helicasa (Hel) y las que codifican para las proteinas estructurales en el extremo 3”
(Gutiérrez, 2020).

Como la glicoproteina espiga (S) que es responsable de la union y fusion del virus con las
membranas celulares, la proteina de membrana (M) responsable del transporte transmembrana de
nutrientes, de la liberacidn de la particula viral y eventual formacidn de su envoltura, también se
encuentra las proteinas de la nucleocépside (N ) y las de envoltura (E), que interfieren en la
respuesta inmune del hospedador (Figura 2A) (D. Kim et al., 2020)

Figura 1

Estructura gendmica del SARS-COV-2

Proteinas no estructurales Proteinas estructurales
ORFla ORF1b ? THE
5" /A A O N S ¢ -3-poly(A)
PLpro RdRp [Hel @ o
3CLpro M N

Nota. La figura muestra la estructura genomica del virus que azota actualmente al mundo.
Tomado de Estructura y genoma del coronavirus SARS-CoV-2, por V. Asensio, 2020,

Wikimedia.
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4.3.1 Ciclo de replicacion

El SARS- CoV-2 infecta y se replica con mayor predominio en los neumocitos, macrofagos
y células dendriticas de las partes mas profundas del parénquima pulmonar en las que reside el
receptor celular, enzima convertidora de angiotensina 2 (ANG-2), que es utilizado por el virus para
unirse a estas células e iniciar el proceso infeccioso (Ofa et al., 2019).

En donde su replicacién se inicia con la union de la proteina S con el ANG-2 que es el
receptor presente en la superficie de la célula, produciéndose un cambio en la conformacion de la
proteina S, facilitando la fusion de la envoltura virica con la membrana celular, para que se pueda
dar la liberacion del ARN del virus dentro de la célula hospedadora, el mismo que se traduce en
poliproteinas helicasas ppalay pplb, que a su vez se trascribe en otras proteinas menores mediante
la accion de proteinasas virales (figura 2B) (Aldamiz et al., 2020).

Después las polimerasas inician la sintesis de ARN mensajeros subgendmicos a través de
un procedimiento de transcripcion discontinua que finalmente se traducen en proteinas viricas, las
mismas que con el ARN gendémico se ensamblan en viriones en el reticulo endoplasmatico,
dirigiendose de ahi al compartimiento intermediario reticulo endoplasmatico-complejo de Golgi
(ERGIC), en donde los genomas virales encapsulados por la proteina N brotan en las membranas
del ERGIC que contiene proteinas estructurales virales, formando virones maduros, 10s mismos
que son transportados en vesiculas del complejo de Golgi hacia la membrana plasmaética de la

celula infectada y liberados mediante exocitosis (Saltigeral y Ledn, 2020).
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Figura 2

A) Estructura del SARS-CoV-2 B) Ciclo de replicacion del SARS-CoV-2
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Nota. La presente figura se subdivide en dos, en el literal A se puede apreciar
la estructura del virus, mientras que en el literal B se observa el ciclo de
replicacion del virus. Tomado de Pandemia COVID-19, la nueva emergencia
sanitaria de preocupacion internacional: una revisién (p.75), por R. Mojica y

M. Morales, 2020, Medicina En Familia.

4.3.2 Formas de transmision

El virus se puede trasmitir a traves de dos formas una de ellas es por transmision animal-
humano, en donde los primeros casos reportados apuntan al contacto directo con animales
infectados o por sus secreciones respiratorias y la otra forma por el mecanismo de transmisién de
humano a humano (Pérez et al., 2020).

Puede tener tres rutas principales de transmision que son: por transmisién por gotitas de
mas de 5 micras, provenientes de la tos o el estornudo de una persona infectada que son ingeridas
o0 inhaladas por personas que se localiza a una distancia menor a dos metros cercanas a ellos, la
otra via es por transmision por contacto, que sucede cuando la persona toca una superficie u objeto

contaminado con el virus y luego tiene contacto con la boca, nariz o los ojos y la tltima forma de
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transmision es a través de aerosoles, que se da cuando se inhalan altas dosis de aerosoles en los
pulmones en un ambiente cerrado (Adhikari et al., 2020).
4.3.3 Periodo de incubacion

Su periodo de incubacion mas frecuente se estima que es entre 4 y 7 dias con un promedio
de 5 dias y en algunos casos produciéndose en un 95% a los 12,5 dias desde la exposicion, por lo
cual la OMS recomienda el aislamiento por 14 dias mas luego del alta hospitalaria, debido a que
algunos estudios han revelado que el virus se puede aun trasmitir después de los primeros 14 dias
de haberlo contraido (Lauer et al., 2020).

4.3.4 Signosy sintomas

Los sintomas aparecen a los 11,5 dias después de la exposicién al virus, siendo los mas
frecuentes similares a la gripe en los que se incluye: fiebre, tos seca, congestion nasal, disnea,
mialgia o fatiga, linfopenia, malestar en general, en cambio que en los hallazgos radiol6gicos en
el térax se ha encontrado infiltrados pulmonares bilaterales y neumonia bilateral o patron en vidrio
esmerilado (Harrison et al., 2020).

En los casos mas graves de la enfermedad se han descrito problemas neurolégicos, como
meningitis, encefalitis, infartos cerebrales isquémicos, trombosis cerebral de los senos venosos,
hemorragia cerebral, ataxia, epilepsia y encefalopatia necrotizante aguda hemorragica, también se
ha evidenciado la presencia de trastornos de la conciencia, parestesias, sindrome de Guillain-Barre,
enfermedades cerebrovasculares, sindrome de dificultad respiratoria aguda, sepsis y choque séptico
que conduce a alrededor del 3 % de los infectados a la muerte (Padron y Dorta, 2020).

Otros sintomas y signos que se han evidenciado son: problemas digestivos como nauseas,
vomito, diarrea y dolor abdominal, manifestaciones cardiovasculares, en las que se ha manifestado

la presencia de miocarditis, misma que en los casos mas graves se ha asociado a fallo cardiaco
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agudo con un incremento asociado de la mortalidad de 50 a 70%, en aquellos pacientes que
presentan comorbilidades (Géngora y Gamez, 2020).
4.3.5 Respuesta inmunologica contra el SARS CoV-2

Producida la invasion viral, el sistema inmune empieza el reconocimiento del virus
completo o sus epitopes de superficie, induciendo la respuesta inmune innata o adaptativa del
huésped. La inmunidad innata es la primera linea de defensa del sistema inmunoldgico de un
huésped frente a las infecciones virales, puesto que esta inmunidad ayuda a la estimulacion no solo
de la respuesta inmune adaptativa, también la de la respuesta inmune sistematica contra la infeccion
viral (Kalergis et al., 2020).

En la inmunidad innata juegan un papel importante los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) presentes en las células inmunitarias, especificamente los receptores de ARN
endosomico, tipo Toll 3, 7 y 8, que van a permitir el reconocimiento del ARN viral del SARS
CoV2, mismos que se expresan en los macrofagos y células dendriticas, permitiendo asi la
estimulacion gradualmente de la produccién del interferén de tipo I (IFN), de las citosinas
proinflamatorias, como interleucina 1 y 6 y factor de necrosis tumoral TNF-a. , que actdan como
un mecanismo de defensa contra el virus. Ademas que cuando amplifican su expresion, se activa
la respuesta inmune adaptativa o la eliminacion de patdgenos (Zhand et al., 2020).

En la inmunidad adaptativa juega un papel muy importante la respuesta inmune mediada
por células, especialmente las células T que provee una respuesta inmune robusta contra la
infeccion viral. En la que las células T CD4+ modulan las respuestas de las células T CD8+,
inmunidad humoral y la actividad antiviral, mediada por macréfagos y participando en el
reclutamiento de células para los sitios de infeccién. En cambio que las células T CD8+ ayudan en

el control de las infecciones virales matando directamente las células infectadas, secretando



14

citosinas y formando una memoria que protege contra la reinfeccion. Permitiendo asi la activacion
de las células B productoras de anticuerpos (K. Do Kim et al., 2020).

Otra respuesta inmune que se produce es la humoral, la cual intervienen los linfocitos B,
que permiten el reconocimiento directo de los antigenos virales como la glicoproteina espiga y la
proteina nucleocapside producidos por el SARS-CoV-2, mismos que se activan y se diferencian en
células plasmaticas y células B de memoria. Las células plasmaticas producen las
inmunoglobulinas de la clase M que revela la respuesta inmunologica frente a infecciones activas
y G que indica la presencia de infecciones no actuales, que impiden la propagacion de los viriones
en las células no infectadas, a través de mecanismos como la neutralizacion, opsonizacion,
activacion del complemento y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Chaparro y
Franco, 2020).

La cinética de estos anticuerpos frente al SARS-CoV-2 es analoga a la del SARS-CoV-1,
que tiene una seroconversion de los anticuerpos totales de 7 a 14 dias después del inicio de los
sintomas, con concentraciones que persisten durante semanas o meses, para la IgM alcanza titulos
altos a los 10 a 12 dias, que posteriormente tiene una disminucion de 18 dias después de la aparicion
de la sintomatologia, y por altimo la IgG que tiene titulos superiores a partir de la 3 semana, de

haber presentado sintomas (Poland et al., 2020).

4.4 Métodos utilizados para el diagnoéstico de SARS CoV-2

Para la realizacion de un buen diagnostico de Covid-19, se debe considerar los hallazgos
clinicos, imagenoldgicos, epidemioldgicos y las pruebas de laboratorio, mismas que cumplen un
papel importante para la identificacion, aislamiento y tratamiento eficaz de aquellos pacientes que

se encuentran infectados por el virus y asi evitar su propagacion (Gestoso et al., 2020).
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Dentro de los métodos utilizados para la deteccion del SARS-CoV-2 tenemos a aquellos
que detectan el material genético del virus como son las técnicas moleculares especificamente la
de PCR, también las que permiten la deteccion de antigenos virales y de anticuerpos generados por
la persona infectada (Rodriguez y Camacho, 2018).

4.4.1 Técnicas moleculares

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-PCR) es considerada la
prueba de oro (“Gold Standard”) para confirmar el diagnostico por SARS- CoV-2. Desde el inicio
de la sintomatologia de la enfermedad, especialmente a partir de los dias 6 u 8 desde el inicio de
los sintomas y en caso que la prueba sea positivo, indica infeccion activa por el virus SARS-CoV-
2 (Accinelli et al., 2020).

Ademas la OMS recomienda que la recogida de muestra en las vias respiratorias superiores
se lo realice entre el 1 al 3 dia antes de la aparicion de los sintomas, debido a que su concentracion
en las vias superiores alcanza su nivel mas alto en torno al momento de la aparicién de los
sintomas, puesto que cuando una persona se ha infectado por este virus, el periodo de incubacion
es de 5 a 6 dias, con un intervalo de entre 1 a 14 dias después de la exposicion (Organizacién
Mundial de la Salud, 2020c).

4.4.1.1RT-PCR. La PCR en tiempo real, implica la transcripcion inversa del ARN del
virus en cadenas de ADN complementario (ADNCc), seguido de la amplificacién de regiones
especificas del ADNc, a través de niveles de fluorescencia asociados a fragmentos amplificados
especificos del SARS, en donde este método incluye dos pasos principales: uno de ellos es el de
alineacion de secuencia y disefio de cebadores y el otro de optimacion y prueba del ensayo
(Udugama et al., 2020).

El tipo de muestra idonea para la realizacion de esta prueba es de tipo respiratorio, lo cual

va a depender de la fase de la infeccion, ya que durante los 6 primeros dias de la presentacion de
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los sintomas se pueden utilizar exudado nasofaringeo, exudado nasal y exudado orofaringeo, pero
si las muestras son obtenidas en dias posteriores, se recomienda utilizar una muestra de vias
respiratorias bajas como esputo de buena calidad, aspirado traqueal o muestra obtenida a través de
fibrobroncoscopia (Garcia et al., 2020).
4.4.2 Técnica de deteccion de antigenos

La deteccion de antigenos es un tipo de prueba de diagndéstico rapido, la cual se basa en la
busqueda de proteinas virales (antigenos) especificamente de la proteina N y las subunidades S1 o
S2 de la proteina espiga. Debe realizarse en los primeros dias de la infeccion, pues en este periodo
el virus se encuentra replicando en la nasofaringe y produciendo gran cantidad de proteinas virales.
La toma debe hacerse a partir de hisopados de la nasofaringe y de la orofaringe (Pizarro, 2020).

La OMS hace referencia que este tipo de prueba ofrece la oportunidad de un diagnéstico
oportuno que permite controlar la transmision del virus mediante el aislamiento dirigido, ya que es
una prueba rapida y de costos moderados. Se emplea en la deteccidn de pacientes con cargas virales
elevadas, es decir en aquellos que tienen valores superiores a 106 copias de virus genémico/ml,
que suelen aparecer en los presintomaticos, en fases sintomaticas tempranas de la enfermedad y en
el caso de aquellos que han tenido contacto con personas confirmadas, debido a que su
especificidad es del 97-100% y su sensibilidad del 80% (Organizacion Mundial de la Salud,
2020b).
4.4.3 Técnica de deteccion de anticuerpos

Para la deteccidn de anticuerpos se utilizan las pruebas seroldgicas, las cuales nos permiten
la deteccion de casos de infeccion con sintomas leves o nulos, la investigacion de un brote o
conglomerado en curso, cuando las pruebas moleculares son negativas y existe una fuerte relacion

epidemioldgica y la alta sospecha clinica y de laboratorio. En donde estas pruebas se basan en la
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deteccion especifica de los anticuerpos generados por el organismo de la persona infectada (Aguilar
et al., 2020).

La OMS menciona que las pruebas seroldgicas para la determinacién de infeccion por
SARS-CoV-2 no deben ser utilizadas por si solas como medio diagndstico en la identificacion de
casos agudos en la atencion clinica o con fines de localizacién de contacto, ya que para su
realizacion van a depender mucho de la clinica del paciente, la morbilidad clinica, la epidemiologia
y la prevalencia en el entorno, el tipo de prueba a utilizar, el método de validacion a ocupar y qué
tan fiables son los resultados obtenidos. Dentro de las técnicas mas utilizadas tenemos: ensayo por
inmunoabsorcion  ligado a enzima (ELISA), la de inmunocromatografia y la
electroquimioluminiscencia (Organizacion Mundial de la Salud, 2020c).

4.4.3.1 Pruebas inmunocromatograficas. Son pruebas de tipo cualitativo y se las
denominada test seroldgicos rapidos, para la deteccion de anticuerpos IgM e IgG contra el virus
SARS-CoV-2, puesto que el resultado se los obtiene en pocos minutos. El principio de esta prueba
se basa en la adsorcion de antigenos virales en la membrana del test, ya que cuando se adiciona la
muestra, la misma migrara por capilaridad y de ser positiva se formara el complejo
antigeno/anticuerpo, que continuara migrando por la membrana por accién de capilaridad, hasta
reaccionar con la proteina recombinante del virus, que se encuentra adherida a la membrana,
apareciendo una coloracion que corresponde a la linea de control y test (Sethuraman et al., 2020).

Una de las desventajas que tiene este tipo de pruebas es que se pueden producir falsos
negativos y falsos positivos, esto debido a varios factores, siendo uno de ellos la respuesta inmune
del paciente, ya que si la muestra se la obtiene antes de los primeros 11 dias, luego del inicio de los
sintomas es probable que se obtengan un falso negativo, debido a que las concentraciones de
anticuerpos en sangre aun no son detectables, esto dependiendo de la gravedad de la enfermedad,

otro factor que influye es la de las reacciones cruzadas que reconocen antigenos virales similares
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debido a las regiones conservadas entre coronavirus ocasionando falsos positivos (Gestoso et al.,
2021).

4.4.3.2 Técnica de ELISA. Existen diferentes tipos de ELISA, mismos que pueden ser
competitivos y no competitivos, en la que los ensayos competitivos a su vez se clasifican en
competitivos de inhibicion para la deteccion de anticuerpos y para la determinacién de antigenos,
en cambio que los no competitivos se clasifican en directo que sirve para la deteccion de antigenos,
indirecto para la deteccion de anticuerpos y de tipo sandwich para detectar antigeno (Ochoa, 2015).

Dentro de los ensayos mas utilizados encontramos los de tipo cualitativo indirecto. Su
metodologia se basa en el uso de un soporte solido con antigenos virales fijados, donde se
adicionara el suero para su testeo y en caso de existir la presencia de anticuerpos contra el antigenos
buscado se formara el complejo Ag/Ac, que serd reconocido con la adicién de un segundo
anticuerpo ligado a enzima, que se une al anticuerpo del hospedador y finalmente la placa se revela
luego con un sustrato colorimétrico que la enzima del anticuerpo secundario escinde para provocar
una acumulacion de color proporcional a la cantidad de anticuerpo unido (Motley et al., 2020).

En donde esta técnica permite conocer la clase y subclase de inmunoglobulina que se
detect6 y asi poder distinguir en qué fase de la enfermedad esta el paciente segln la presencia de
IgM o de IgG, debido a que la deteccion de IgM puede darse a partir del dia 7 y la 1gG que se
detectan més tardiamente a partir del dia 10 y la deteccion de ambas inmunoglobulinas se
interpretaria como infeccion subaguda en curso, por lo que este tipo de prueba nos permite
investigar un brote en curso y de poder realizar una evaluacion retrospectiva de la tasa de infeccion
(Casares, 2020).

4.4.3.3 Inmunoensayo de electroquimioluminiscencia. ES un inmunoensayo cualitativo
tipo sandwich de anticuerpos dobles para la deteccion de anticuerpos especificos contra la proteina

S del SARS-CoV-2, a traves de sefiales amplificadas de materiales de luminiscencia quimica.
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Mismo que tienen una mayor sensibilidad y especificidad, confiriéndole asi un test confiable para
evaluar la respuesta inmune de pacientes infectados con este virus (Fu et al., 2021).

Una de las mayores ventajas que nos ofrece este ensayo es que complementa a los estudios
de RT-PCR, cuando estos se encuentran negativos en aquellos pacientes que cumplen con los
criterios clinicos y/o epidemiolodgicos de la enfermedad por COVID-19 y para la determinacion de

la seroprevalencia en una poblacién determinada (Garcia et al., 2020).
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5. Metodologia
5.1 Tipo de estudio
El presente estudio es de enfoque cuantitativo, de disefio no experimental, transversal y

descriptivo.

5.2 Area de estudio

El estudio se realizé en la Facultad de Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja,
con domicilio en la provincia de Loja, canton Loja, calle Manuel Monteros, detras del Hospital
General Isidro Ayora, en el periodo octubre del 2020 a marzo del 2021.
5.3 Universo

Constituido por 217 individuos que se clasifican en: 14 docentes, 3 técnicos docentes, 2
administrativos y 198 estudiantes de la carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de Salud
Humana de la Universidad Nacional de Loja, en el periodo octubre 2020 a marzo 2021, es

importante sefialar que estos datos fueron facilitados por parte de la secretaria de la carrera.

5.4 Muestra

La muestra se conformd por un total de 56 personas, divididas entre el personal
administrativo, docente y estudiantil de la carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de Salud
Humana de la Universidad Nacional de Loja en el periodo octubre 2020 a marzo 2021, es de vital
importancia aclarar que no se utilizd la formula de la muestra, el nimero de individuos
seleccionado son aquellos que se reintegraron al trabajo presencial y que a acudieron a la
realizacion de préacticas preprofesionales en la institucion y fuera de ella.
5.5 Tabulacion y analisis

Una vez obtenidos los datos, fueron transcritos y analizados mediante tablas en el programa

Excel, es decir el objetivo general y el primer objetivo especifico se los pudo concretar mediante
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el uso del programa ya mencionado, mientras que para la elaboracion del segundo objetivo
especifico se utilizo el programa IBM SPSS 64MB, especificamente el método de Chi2 donde se
debe expresar que no se posee una licencia para el uso de dicha plataforma, es decir, la herramienta
ya mencionada fue aprovechada gracias a los dias gratuitos de prueba que ofrece, los datos se
presentaron mediante tablas de frecuencia y porcentajes para poder conocer si existen diferencias
significativas entre las frecuencias de anticuerpos totales obtenidas para cada sexo, con un valor de
significancia (p=0,05). Para lo cual la hipotesis nula es que la variable sexo y anticuerpos totales,
son variables independientes, en cambio que la hipotesis alternativa es que las dos variables son
dependientes. En donde si el valor de p>0,05 se acepta la hipotesis nula y se rechaza la alternativa,

pero si p<0,05 se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la alternativa.

5.6 Presentacion de datos recopilados
Los datos que se obtuvieron en la presente investigacion fueron recolectados y transcritos

en una base digital de Excel.

5.7 Fuentes de informacion

Como fuentes de informacidn se utilizaron las fichas epidemioldgicas que fueron otorgadas
por del Ministerio de Salud Publica (Anexo N°2 y N°3), mismas que otorgaran informacién de los
pacientes como lo referente al sexo de la poblacion de estudio, la presencia de sintomatologia y la

referencia de haberse realizado con anterioridad RT-PCR, para SARS-CoV-2.

5.8 Consideraciones éticas

Se utiliz6 un consentimiento informado (Anexo N°1), en el cual se describe de forma
detallada, clara y precisa los propdsitos de la investigacion, mismo que debe ser presentado con su
respectiva firma para corroborar que ha decidido formar parte libre y voluntariamente en la

investigacion, ademas se va a salvaguardar la identidad y datos personales del usuario.
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5.9 Criterios de inclusion

5.10

5.11

5.11.1

A todas aquellas personas pertenecientes a la carrera de Laboratorio Clinico que se
reintegraron al trabajo presencial como es el caso del personal administrativo y docente, asi
como también los estudiantes que acudieron a la realizacion de las practicas
preprofesionales y précticas de unidad profesionalizante.

A todos los pacientes que no presenten firmado su consentimiento informado y que no

tengan llena la ficha epidemioldgica.

Criterios de exclusién
— Al momento de verificar el cddigo del paciente, este no coincida con el nimero asignado.
— Al momento de transportar las muestras, no se las movilice de forma correcta
ocasionando que algunos especimenes pueden echarse perder.
Materiales y Métodos

Fase Preanalitica

Consentimiento informado, basicamente es un documento donde se colocan los datos
personales del paciente en estudio y se especifican las ventajas de estar incluido en el
proyecto. (Anexo N°1)

Ficha epidemioldgica, documento donde se especifican datos personales del paciente, tales
como: Nombres, domicilio, sintomas, entre otros. (Anexo N°2)

Ficha de investigacion, documento facilitados por parte del Ministerio de Salud Publica,
donde se resumen los antecedentes del paciente, por ejemplo se especifican los posibles
focos de contagio, fecha de inicio de sintomas etc. (Anexo N°3)

Protocolo para la extraccion de muestras sanguineas en el Laboratorio del Centro de

Diagnostico Médico de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de
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Loja, en el que se utilizan principalmente jeringuillas desechables de 5ml para los
individuos voluntarios al proyecto. (Anexo N°4)

Protocolo para el transporte de muestras sanguineas desde el laboratorio del Centro de
Diagnostico Médico de la Facultad de la Salud Humana, hasta el laboratorio del Hospital
Regional Isidro Ayora y viceversa, se utilizd un cooler y gradillas para resguardar el
bienestar de las muestras y paquetes de hielo gel refrigerante. (Anexo N°5)

Fase Analitica

Protocolo para la calibracion del reactivo Anti-SARS-CoV-2, procedimiento que permite
asegurar la consistencia en el desempefio de los procedimientos, garantizando la fiabilidad
y trazabilidad de los resultados obtenidos. (Anexo N°6)

Protocolo para el control del reactivo, procedimiento que nos permite monitorear la
precision del kit de reactivo, para asegurar la obtencion de resultados (Anexo N°7)
Protocolo para el anélisis de anticuerpos totales frente al SARS- CoV-2 en el equipo Cobas
e411, documento donde se especifica el procesamiento de muestras para la obtencion de
anticuerpos totales. (Anexo N°8)

Protocolo de ELISA indirecto IgM anti-SARS-CoV-2 en el equipo Rayto RT-2100C,
documento en el que se sefiala el procesamiento de muestras para la obtencion IgM en
muestras con anticuerpos totales positivos (Anexo N°9).

Protocolo de ELISA indirecto 1gG anti-SARS-CoV-2 en el equipo Rayto RT-2100C
documento donde se expone el procesamiento de muestras para la obtencion IgG en

muestras con anticuerpos totales positivos(Guevara et al., 2020). (Anexo N°10)
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5.11.3 Fase Postanalitica

Subida de resultados en el programa de Excel. Se empled el uso de unatabla, la cual estaba
constituida por: el codigo del paciente, el sexo, el valor del anticuerpo total y el valor de las
inmunoglobulinas 1gG e IgM, en caso de que el paciente diera positivo para anticuerpos
totales contra Covid-19 (Anexo N°11)

Entrega de resultados al personal encargado de la carrera de Laboratorio Clinico, en hacer

conocer los resultados de los pacientes.
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6 Resultados

Los resultados que se presentan a continuacion pertenecen a una poblacion de 56 personas
correspondientes a docentes, administrativos y estudiantes de la carrera del Laboratorio Clinico en
el periodo académico octubre 2020- marzo 2021, de los cuales dos casos fueron diagnosticados
positivos para COVID-19, a través de RT-PCR, donde se debe destacar que los dos pacientes antes
mencionados se realizaron la prueba RT — PCR en casas de salud ajenas a la Facultad de Salud
Humana, lo que fue evidenciado en las fichas epidemioldgicas.

Tabla 1

Distribucion de los elementos de la muestra

Pacientes Frecuencia Porcentaje %
Docentes 4 7,14
Técnicos Docentes 3 5,36
Administrativos 2 3,57
Estudiantes 47 83,93

Total 56 100

Analisis: Los elementos reflejados en la tabla, fueron utilizados para el desarrollo del
presente proyecto, tomando en consideracion que no se utilizé la formula de la muestra, sino que
participaron docentes, técnicos docentes, administrativos y el cuerpo estudiantil que tenian la

obligacion de asistir ya sea por su labor, o por la realizacién de sus préacticas preprofesionales.
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Tabla 2

Deteccidn de anticuerpos totales positivos y negativos, por el método de

Electroquimioluminiscencia.

Anticuerpos totales Porcentaje %
Positivos 13 23,2
Negativos 43 76,8
Total 56 100

Analisis: Por metodo de electroquimioluminiscencia se entiende que es un tipo de
luminiscencia producida durante las reacciones electroquimicas en soluciones, en la cual se
aprovecha la habilidad de union de antigeno-anticuerpo, donde se utilizaron dos antigenos
(antigeno recombinante biotilinado del SARS-CoV-2 y un antigeno recombinante del SARS-CoV-
2 marcado con quelato de rutenio), asi mismo se da a conocer que este proceso se efectud en el
equipo Cobas e 411, para interpretar el resultado se debera tomar en cuenta que cuando la sefial de
la muestra o punto de corte (COI) es mayor o igual a 1.0, el resultado es reactivo (positivo), asi

mismo cuando el COI es menor a 1.0 el resultado es no reactivo (negativo).
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Tabla 3
Resultados obtenidos en la determinacién de anticuerpos 1gG a través del método de ELISA a los

pacientes con anticuerpos totales positivos.

Anticuerpos Totales Inmunoglobulina G
Positivo Negativo Total
Positivo Frecuencia 13 0 13
Porcentaje % 100 0 100
Total Frecuencia 13 0 13
Porcentaje% 100 0 100

Analisis: Para la elaboracion de la presente investigacion se utilizo el método de ELISA
cualitativo indirecto, este proceso se realizo en el equipo Rayto RT-2100C usando el Kit ELISA
indirecto 1gG Anti SARS-CoV-2, se emplearon placas inmunolon de 96 pocillos cubiertas de
antigeno recombinante propio del virus en el cual se adiciona el suero para su testeo, dando como
resultado el complejo antigeno/anticuerpo, asi mismo mediante la adicion de un sustrato
colorimétrico que provoca una acumulacion proporcional a la cantidad de anticuerpo unido se

revela si es positivo o negativo para IgG.
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Tabla 4
Resultados obtenidos en la determinacion de anticuerpos IgM a través del método de ELISA a

los pacientes con anticuerpos totales positivos.

Anticuerpos Totales Inmunoglobulina M
Positivo Negativo Total
Positivo Frecuencia 4 9 13
Porcentaje % 30,8 69,2 100
Total Frecuencia 4 9 13
Porcentaje% 30,8 69,2 100

Nota. Esta tabla muestra que el resultado obtenido de las cuatro personas positivas para anticuerpos
IgM, son también positivas para anticuerpos IgG.

Anélisis: La tabla nimero 4, muestra los resultados obtenidos mediante el método de
ELISA cualitativo indirecto, efectuado en el equipo Rayto RT-2100C, haciendo uso del Kit ELISA
indirecto Anti SARS CoV-2 IgM, en el que se empled el uso de placas de microtitulacién
recubiertas de antigenos especificos del virus en el que se unieron los anticuerpos de la muestra
dando lugar al complejo antigeno/anticuerpo, asi mismo mediante la adicién de un sustrato
colorimétrico que provoca una acumulacion proporcional a la cantidad de anticuerpo unido se

revela si es positivo 0 negativo para IgM.
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Tabla 5

Sexo de la poblacion en estudio que posee mayor frecuencia de anticuerpos totales positivos

Sexo Anticuerpos Totales

Positivo Negativo Total

Masculino Frecuencia 5 10 15
Porcentaje % 8,93 17,86 26,79

Femenino Frecuencia 8 33 41
Porcentaje % 14,29 58,92 73,21

Total Frecuencia 13 43 56
Porcentaje% 23,21 76,79 100

Nota. X2=0,278*, p>0,05
Analisis: En la tabla 5 se indica que de 56 casos analizados, 15 casos corresponden al sexo
masculino, de los cuales 5 son positivos, mismos que corresponden a 3 pacientes con IgG y 2 con
IgM e IgG, lo que representa el 8,93%, en cambio que de los 41 casos del sexo femenino, 8 son
positivos, de los cuales 6 son IgG y 2 son IgM e IgG, representando el 14,29% de casos positivos
para anticuerpos totales para Covid-19.

El nimero de positivos para ambos sexos se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado
para determinar si existe diferencia significativas, obteniéndose un valor de la tabla de Chi-
cuadrado de 0,278 mismo que resulto ser superior, al valor de p>0,05, lo cual demuestra que no

existe efecto o relacion entre los anticuerpos totales para Covid-19 y la variable sexo.
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7 Discusion

Cuando surge un nuevo virus que causa brotes epidémicos, al principio se desconocen las
caracteristicas y su comportamiento, en donde las estrategias principales que se llevan a cabo se
centran primordialmente en la realizacion de pruebas moleculares para medir las infecciones
agudas y para la atencion de los pacientes con enfermedad grave, que son los que buscan y
necesitan atencion médica, dejando pasar por alto las infecciones leves o asintomaticas, que en
mucho de los casos no requieren atencidn sanitaria y mas aun cuando al principio del brote se
desconoce, como es que se desarrolla la inmunidad y como esta ayuda a proteger al huésped del
patdgeno (Organizacion Mundial de la Salud, 2020a).

Las pruebas seroldgicas permiten detectar la magnitud de un brote o la amplitud de una
infeccion en una poblacién dada (Ramos et al., 2020). Por lo que en la presente investigacion que
tuvo como objetivo principal la determinacion de anticuerpos totales para Covid-19 en una
poblacién de 56 personas correspondientes al personal administrativo, docentes y estudiantes de la
Carrera de Laboratorio Clinico, a través del método de electroquimioluminiscencia en el equipo
Cobas e411, utilizando el Kit Roche Elecsys® Anti-ARS-CoV-2 de la casa comercial Roche
Diagnostic, obteniéndose un total de 13 pacientes positivos que corresponden al 23,2% y 43 casos
negativos que representan el 76,8%.

Al comparar con un estudio realizado en el Cusco, Pert en el afio 2020, en el que se
analizaron 637 pruebas de anticuerpos del SARS-CoV-2, se obtuvieron como resultados que el
33,1% correspondian a casos reactivos y el 66,9% a casos no reactivos, de personas ambulatorias
con una combinacion de casos tratados y no tratados, asi como individuos sintomaticos y
asintomaticos (Huamani et al., 2021). Se puede evidenciar que ambos estudios se han trabajado

con el mismo Kit comercial y el equipo para la deteccion de casos de anticuerpos totales.
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La diferencia en ambas investigaciones radica en la seleccion de la poblacién, puesto que
los pacientes seleccionados en Cusco pertenecian areas urbanas y rurales de la ciudad, ademas que
se conocian si los casos eran positivos 0 negativos para SARS-CoV-2, ya que por indicaciones del
gobierno las pruebas se realizaban periédicamente en algunas poblaciones, para la deteccién del
SARS-CoV-2. A diferencia que en el presente estudio solo dos de los pacientes habian sido
positivos para RT-PCR para Covid-19, mientas que en el resto de los casos fueron pacientes con
resultados anteriores desconocidos y asintomaticos, lo que se pudo corroborar con los datos
referenciados por los pacientes en las fichas epidemioldgicas.

En el presente estudio fue posible detectar anticuerpos en pacientes asintomaticos de los
cuales no conocian el haber estado infectados por SARS-CoV-2, demostrandose la eficacia de la
determinacion de anticuerpos totales, como método complementario en el diagnostico de la
enfermedad por Covid-19 a través de la técnica electroquimioluminiscencia. Siendo esto de vital
importancia para la vigilancia epidemiologia de la enfermedad.

Lo cual se reafirma con un estudio llevado a cabo en Lima-Peru en el afio 2020 por el
Instituto Nacional de Salud y la casa comercial Roche, en el que se analizaron 60 muestras de
sueros de pacientes con PCR positiva y 70 muestras de control, para la evaluacién del desempefio
analitico del inmunoensayo cualitativo Elecsys Anti-SARS-CoV-2, a través de la valoracion de la
sensibilidad, especificidad y reactividad cruzada, del kit comercial, obteniéndose como resultados
una sensibilidad del 96.67%, una especificidad del 100%, con un indice de confianza del 95% y
sin reactividad cruzada, demostrandose que este ensayo si tiene una alta sensibilidad y
especificidad para la deteccion de anticuerpos totales frente al SARS-CoV-2 (Cucho, 2021).

En la presente investigacion se detectaron la presencia de anticuerpos IgG e IgM a través
del método de ELISA, a partir de las muestras que resultaron positivas para la deteccion de

anticuerpos totales, en donde el 100% (n=13) de los casos fueron positivos para 1gG, el 30,8%
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(n=4) casos fueron positivos para IgM, lo que sugiere que la mayoria de los pacientes se encuentran
en una fase de infeccion pasada, lo que coincide con lo descrito por Rodrigues et al., (2021) en el
estudio realizado por estos autores en la Amazonia brasilefia, en el afio 2020, donde se identifico
que la mayoria de las personas en estudio desarrollaron anticuerpos IgG frente al virus. Lo cual se
debe a que los anticuerpos 1gG alcanzan sus concentraciones maximas después del dia 14 luego
del inicio de la infeccion, en cambio que los IgM pueden ser detectados en el 85% de los pacientes
confirmados por SARS-CoV-2 de 1 a 7 dias después del inicio de la infeccion, alcanzando su punto
méaximo entre los dias 5y 12, los mismos que después caen lentamente (Ahmad et al., 2021).

Hay que tener en cuenta que las 4 personas que resultaron positivas para anticuerpos IgM,
son también positiva para anticuerpos IgG. Lo cual al comparar con un estudio realizado en nuestro
pais en la ciudad de Cuenca en el afio 2020, en una poblacion de 2457 personas, se determiné que
el 4% habian desarrollado la presencia de los dos anticuerpos IgM e IgG (Acurio et al., 2021). Lo
que significa que los pacientes en ambos estudios se encuentra pasando por una infeccion
relativamente recientemente y estan empezando a desarrollar anticuerpos, lo que se conoce como
infeccion subaguda en curso y en el caso de que solo se hubiera encontrado la presencia de IgM
nos indicaria una fase aguda de la infeccion o solo la presencia de IgG que significa una infeccion
pasada (Garcia et al., 2020).

Por otra parte, se analizd la frecuencia con la que se presentan los anticuerpos frente al
SARS-CoV-2 segun el sexo, teniendo como resultados que en los hombres se presentan en un
8,93% y en las mujeres en un 14,29%, cuya diferencia no resulto significativa. Lo que coincide con
los resultados obtenidos en un estudio realizado en Buenos Aires- Argentina, en el afio 2020, donde
se determind que la mayoria eran las mujeres las que habian desarrollado anticuerpos, pero que
tampoco existia una diferencia significativa en lo que tiene que ver con la presencia de anticuerpos

y el sexo (Pifano et al., 2020).
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Estudios inmunologicos detallan que tanto los hombres como las mujeres difieren en su
susceptibilidad y respuesta frente a las infecciones virales, ya que el reconocimiento innato y
adaptativo, que surge durante las mismas no es idéntico, lo que conlleva a diferencias sexuales en
la incidencia y gravedad de la enfermedad. En donde las mujeres presentan un mayor niumero de
células inmunitarias innatas como monocitos, macréfagos y células dendriticas, asi como
respuestas adaptativas fuertes, debido al namero mayor de células T CD4+ y mayores proporciones
de CD4+: CD8+, de ceélulas T activas, células T citotoxicas y células B en comparacion con los
hombres, lo que les confiere al sexo femenino una pronta respuesta a la presencia de agentes
infecciosos, existiendo un aumento de la produccion de anticuerpos y la eficacia de la respuesta a
las vacunas (Haito et al., 2020).

En cambio, en los hombres existen evidencias en las que se demuestran que poseen una
activacion deficiente de células T y con esto menos induccién de células CD8 que expresan CD38
y HLA-DR que son biomarcadores de activacion de células T que ayudan en el control viral durante
las infecciones agudas virales (Takahashi et al., 2021).

No en todos los paises existe la disponibilidad de los datos desglosados por sexo y en
muchos se encuentra de manera incompleta, lo que dificulta el analisis de las repercusiones de la
enfermedad del Covid-19 en funcion del sexo. La OMS pide a sus Estados Miembros y a todos los
actores mundiales para que motiven la realizacién de inversiones en investigaciones de calidad y
con un enfoque mayor en el sexo sobre las repercusiones sanitarias, con el fin de asegurarse de que
las politicas y medidas de salud publica que se lleven a cabo para frenar la pandemia tengan en
cuenta el sexo y la forma en que este interactta en el desarrollo de la enfermedad (Organizacion

Mundial de la Salud., 2020).
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8 Conclusiones

Se identificaron un total de 13 pacientes positivos para anticuerpos totales a Covid-19, que
corresponde al 23,2% del total de la poblacion comprendida entre el personal
administrativo, docentes y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico.

La frecuencia con la que se presentan los anticuerpos 1gG, en aquellos pacientes que
resultaron positivos para anticuerpos totales, fue del 100% y de un 30,8% para los
anticuerpos IgM.

El sexo femenino presenta mayor frecuencia de anticuerpos totales para Covid-19, con un

14,29%, sin embargo no existen diferencias significativas para ambos sexos.



35

9 Recomendaciones

Se sugiere realizar un seguimiento a los pacientes con anticuerpos totales positivos contra
el SARS-CoV-2, ya que esto va a permitir conocer mas acerca de la cinética de los
anticuerpos que se presentan en los pacientes con infeccion de la enfermedad del COVID-
19, de modo que se pueda conocer el tiempo de duracion de la inmunidad adquirida.
Realizar més estudios sobre el comportamiento de la enfermedad mediante la utilizacion de
pruebas seroldgicas acompafiada de la prueba RT-PCR, ya que esto nos va a facilitar el
seguimiento longitudinal de la respuesta de anticuerpos que desarrollan las personas
contagiadas.

Profundizar en estudios acerca de la relacion del sexo y las respuestas inmunitarias
producidas por el SARS-CoV-2, para poder lograr identificar cuéales son las causas o
predictores para el desarrollo de la enfermedad de acuerdo al sexo, debido a que el virus se

comporta de manera muy diferente en hombres y mujeres.
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11. Anexos

11.1.Anexo 1: Consentimiento Informado

/ Universidad Facultad
&/ Nacional de la Salud

delLoja Humana
——

CONSENTIMIENTO INFORMADO

APELLIDO APELLIDO NOMBRES EDAD
PATERNO MATERNO
ESTADO CIVIL NACIONALIDAD DOMICILIO

En el marco de los proyectos de tesis de estudiantes de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad
Nacional de Loja los cuales buscan como fin ultimo el “MONITOREO DE ANTICUERPOS SARS COV-2
EN EL PERSONAL ADMINISTRATIVO DE LA UNIVERSIDAD NACIOINAL DE LOJA, DOCENTES,
Y ESTUDIANTES DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA” bajo la coordinacion de la Gestion de
Carrera de Laboratorio Clinico y Red de microbiologia de la Facultad de la Salud Humana, se realizaran
investigaciones con diversos enfoques, que permitiran la graduacion de los estudiantes de la Facultad, la
contribucién cientifica a nivel nacional e internacional con la publicacion de articulos de los temas
investigativos y finalmente aportar al perfil epidemiolégico local.

Para la ejecucion del mismo, se necesita la recoleccion de muestras de sangre de personal administrativo
y trabajadores de la Universidad Nacional de Loja, docentes y estudiantes de la Facultad de la Salud Humana
que se van reintegrando de forma progresiva a las actividades presenciales a la Institucion y hospitales,
centros de salud, laboratorios docentes, e instalaciones de la FSH, y que en adelante se denominaran:
‘pacientes’.

Los participantes del proyecto pertenecientes a la carrera de medicina recolectaran la informacion
requerida por la ficha EPI-1 de vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Salud Publica, para la obtencion
de datos personales y de contacto; y para el seguimiento de datos, la toma de muestra sera realizada por
Técnicos Docentes de la Facultad de la Salud Humana y estudiantes de la Carrera de Laboratorio Clinico
que posteriormente la procesaran y la analizan. El analisis de las muestras se llevara a cabo en el laboratorio
del Hospital General Isidro Ayora y el Centro de Diagnostico Médico de la Facultad de la Salud Humana.

Considerando que la muestra de sangre sera recolectada mediante una venopuncién, el paciente podra
sentir un ligero dolor cuando se introduce la aguja y puede experimentar una sensacion pulsatil en el sitio,
después de que se extrae la sangre, siendo este procedimiento de muy bajo riesgo para el paciente.

072 -57 1379 Ext.102

Calle Manuel Monteros,
tras el Hospital Isidro Ayora - Loja - Ecuador
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‘ / Universidad Facultad
w1y, Nacional de la Salud
deloja Humana
E—

Los resultados de las pruebas, seran informados en medida del procesamiento y analisis de
las muestras a las instancias correspondientes de la Universidad Nacional de Loja Departamento
de Riesgos Laborales y Bienestar Universitario y posteriormente a los “pacientes” y serdn
registrados para su monitoreo posterior.

Toda la informacion recolectada se recopilara y procesara con estricta confidencialidad para
asegurar la privacidad del personal docente, administrativo y estudiantes de la Facultad de la
Salud Humana.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCION DE
MUESTRA

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccion ni
violencia alguna; en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion, propdsito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la presente que,
he facilitado la informacion completa hasta mi conocimiento sobre mi estado de salud; que he
sido informado de manera clara y sencilla por parte del grupo de investigadores, de todos los
aspectos relacionados con el proyecto y estoy de acuerdo con el procedimiento que se me ha
propuesto; que esta claro, que mi participacion en dicho proyecto consiste en entregar una
muestra de sangre para que sea procesada y que dicha muestra no sera empleada para otros fines
sin mi consentimiento.

Declaro que he sido informado de las ventajas e inconvenientes de mi participacion en el
proyecto. Que he escuchado, leido y comprendido toda la informacidn recibida y se me ha dado
la oportunidad de preguntar lo que he necesitado sobre el proyecto.

Que el grupo de investigadores coordinados por la Dra. Sandra Freire, me ha garantizado la
total confidencialidad relacionada a mi identidad como a cualquier informacidn relacionada a mi
persona, a la que tengan acceso para el desarrollo de este proyecto.

Que bajo ningun aspecto podré restringir el uso académico de los resultados obtenidos en el
presente estudio.

Que bajo ningln aspecto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningln beneficio de tipo
econdmico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de
investigacion.

Que puedo retirarme del proyecto en caso de considerar que el mismo ya no es de mi interés
0 conveniencia.

Nombre, firma y nimero de Nombre, firmay nimero de
cedula del paciente cédula del testigo

072 -571379 Ext.102
Calle Manuel Monteros,
tras el Hospital Isidro Ayora - Loja - Ecuador
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/ Universidad Facultad
/ / Nacional de la Salud
deloja Humana

1859

NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Fecha: ...,

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccidn ni violencia
alguna, NO autorizo y me niego a que se me realice el procedimiento propuesto, responsabilidades
futuras de cualquier indole al servicio de salud y a la intervencion sugerida.

Nombre y cédula del paciente Firma del paciente

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccion ni violencia

alguna, REVOCO el consentimiento realizado en fecha................................. y no deseo que
se prosiga con el procesamiento de la muestra entregada o el uso de mis datos. Doy por finalizado
enestafecha........................... mi consentimiento.

Nombre y cédula del paciente Firma del paciente

072 -571379 Ext.102
Calle Manuel Monteros,
tras el Hospital Isidro Ayora - Loja - Ecuador

Nota. Documento que informa la finalidad de la investigacion al paciente y asi conocer si desea

participar en el proyecto.
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IV. Muestras para
Laboratorios

Direccién Nacional de Vigilancia Epidemioldgica

Coordinacién Zonal 7 - SALUD

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

EPI_1

Direccién Distrital 11D01 LOJA — SALUD

Notificacién y Cierre de Caso

SIVE-ALERTA
EPI 1 - Individual

N° de Semana epidemioldgica: [:]

1. Institucion MSH RESS [FAIPOLY JBG | MEC |PRIV] ONG
2.- Ubicacién Unidad |
Provincia Cantdn Parroquia
3.- Fecha de Atecién: l I | 5.- Nombre de quien No
Dia Mes Afio
6.- Nombre: I | 7.- No. D de identifi
Primer Apellido Segundo Apellido Primer Nombre iegundo Noman I | l I | | I
8.- No.de Expediente/Historia Clinica: 9.- Nacionalida
10.- Sexo D : 11.- Fecha Nacimiento: | l 12.- Edad en: | l | 1 | I
Hombre Mujer Dia Mes Afio Aflos Meses Dids
13.- Lugar de Residencia:
Provincia Cantén Parroquia
14.- Direccién Exacta: Telf:
Barrio, Localidad
15.- Lugar probable de Infeccién:
16.- Fecha de Inicio de Sintomas: I I 17.- Diagnéstic:
Dia Mes Ano
18.- Embarazada: SI|:| NO 19.- Semanas d
Fecha Toma
20.- Muestra de Laboratorio Sllzl NO 21.-Tipo de Muestra Dia Mes Afo

22.- Nombre y Ubicacién del Laboratorio:

Fecha Recepcién

stra Adecy Fecha Procesamiento

Fecha Entrega Resulta

23.-Tipo de Muestra

Dia

Mes

Afo

No Dia| Mes Ao

Dia

Mes

Afo

1.-

2

‘atorio
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24.- Resultado:

Observaciones: I

26.- Se realizé Investigacién:

27.- Fecha de investigacion:

29.- Evolucién del Caso:

CIERRE DEL CASO
VII. Evolucién del Caso | VI. Investigacién

32.- Clasificacién Final del Caso:

33.- Confirmado por:

VIIl. Cierre del Caso

Confirmado: I:,

Laboratorio

Clinico

Nexo Epid.
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No Concluyente:

escaf ]

34.- Diagnéstico

EPI_1
Positivo D NegativD udos 25.- Resultado: (agente  1.-
2.~
«[1 [
| I I ] 28.- N° de Contactos Sintomaticos: [:I
Dia Mes Afo
Vivo
Ambulatorio 30.- Condicién final de Caso Con Discapacidad
{ospitalizacion uca
uci
31.- Fecha de Fallecimiento: I I
Dia Mes Afo

| S

35.- Fecha Cierre del

Dia

36.- Nombre Respor

Nota. Ficha que debe ser rellenada por las casas de salud en caso de detectar un posible caso

de Covid-19. Tomado del Ministerio de Salud Publica.
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Ficha_Investigacion

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
DIRECCION NACIONAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

' Ministerio

FICHA DE INVESTIGACION CLINICO EPIDEMIOLOGICA
T
'deSaludPublica.
HCL:
& 1 INombre Unidad que investiga | 2 |Fecha de investigacion: EI:D
s 3 dia  afo
82 = e S
&= Ubicacion Unidad:
- Provincia Canton Parroquia
4 |Nombre: I | | sexo
Primer Apellido Segundo Apellido Primer nombre Segundo nombre
g [dwe [T T 111
3 afios dias
£
2 9  |Ocupacién
8
=
=3
H :l
3 11 |Lugar residencia:
o
§ Provincia Canton Parroquia
é Direccion exacta
(Barrio, localidad)
12 |Nombre de la madre o responsable
13 ISignos y sintomas: Fecha inicio de cuadro clinico: l ] l I I |
hora mes
Fecha inicio de sintoma/signo l | I | J
relevante hora dia mes
Adenopatias Escalofrios
Alt. neuroldgicas del nivel periférico Espasmo muscular
Alt.neuroldgicas del nivel central Estridor respiratorio
Anorexia Fiebre
Apnea Ictericia
Artralgia Mialgias
Ascitis Nausea/vomitos
Cefalea Parilisis
Otros signos y sintomas:
14 ICaracterizar el/los signos/sintomas mas relevantes:
2
8
]
g
E
3
8
®
o
15 IRecibié tratamiento: D No D
Evolucion: Unidades de Salud del MSP
HOtras Unidades de sector Publico
Unidades de Salud Privadas
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16 IHospitaIizado: D

Fecha Hospitalizacion:

dia

Nombre del hospital

IV. Datos epidemiolégicos del caso

20 |Antecedente vacunal:

18 ICondicion egreso:

Influenza D
Varicela D

BCG HB D

A DT

o

21{Fecha de ultima dosis:

Tarjeta vacunacién Registro servicio salud

Antecedente de contacto l:l
[]

23 |Fuente de informacion:

Persona sintom Alimentos

L

Metales pesado Solventes

2 I

-Ingreso a ucl Si [El
Fecha fallecimieto

Neumococo Conjugado

Neumococo Polisacarido

EINE de dosis recibidas D

Basurales

DVerbal
Agua/suelos D
Plaguicidas D Otrc

Lugar geografico Forma de contacto

S =

BT

26 |Fecha de contacto

Origen/tipo/nombre del objeto de contacto

atos epidemiolégicos del caso

|

27  |En caso contacto con agua/alimentos, verifique su procedencia:

[

Casa l:l Calle

|

28  |Tipo de exposicion:

29 |Antecedentes de transfusion sanguinea Embarazada si

SiDNo

31 |Antecedentes de viaje, visitas

D Reaccién adversa
|:'Desconocida

Ot

Otras:

[]

[]

Semanas de gestaci

[]

Fecha de estadia

L L

Hasta
dia afio
32 |Caracterizar los factores de riesgo identificados:
33 |Informacion de contactos periodo de incubacion y transmisibilidad:
[ I Relac Fecha
) ion e Enfermé |de inicio
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el

No  fsintoma

V.Laboratorio

34 | Se tomo6 muestra de laboratorio

36 |Tipo de muestra

37 |Resultado de laboratorio

Vi.Clasificacién
final

38 |Diagndstico definitivo

Confirmado por:

39  |Es caso aislado

de control ej

VIl Activid:

40  |Actividades generales:

o B B ] ] e

Visita domiciliaria
Busqueda activa de casos

Seguimiento de contactos

]

41  |Actividades especificas:
Vacunacién de bloqueo
Profilaxis a los contactos
Monitoreo rapido de cobertura

Tratamiento de criadero de Vectores

Si

No ano

| Clinica

Observaciones

]

N° de casos sospechosos encc

Fecha de ultimo dia de seguin

Observaciones

% de vacunados que se encon

Describa otras actividades de control

| 42|Responsable: |

Nombre: DR SERGIO TACURY

Firma:
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Nota. Ficha informativa donde se especifican los datos personales del paciente y antecedentes

en cuanto a los sintomas del Covid-19. Tomado del Ministerio de Salud Publica.
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Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Extraccién de muestra sanguinea

Protocolo para la
obtencion de muestra
sanguinea

Fecha de
elaboracién: 12
Septiembre del
2020

Lista de distribucion del documento

Tutor de proyecto de tesis: Lic. Loidy Zamora

Gutiérrez, Mg. Sc.

Cadigo: 0001

Version: 001

Equipo/ Area

Laboratorio del Centro Médico de la Facultad de la Salud Humana

Responsable del

Lic. Diana Ramon

laboratorio
Frecuencia Cada vez que se vayan a reintegrar personal docente y administrativo a sus
labores académicas y estudiantes a practicas preprofesionales.
Acciones Verificar que todos los Materiales — Jeringuillas de 5ml
preliminares materiales necesarios — Tubos tapa roja

estén a la mano

Torniquete

Alcohol y algodon
Curitas

Lapiz graso y libreta
Kit de bioseguridad
personal (mascarilla,
gorro y traje protector
interno)

Guantes de nitrilo
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Procedimiento 1. Primero el analista procede a lavarse correctamente las manos con
para la obtencion agua y jabén.
de muestra

sanguinea 2. Elanalista debe colocarse todos los implementos de bioseguridad, el
cual consta del traje protector interno, la bata quirdrgica, gorro,
mascarilla, guantes y visor, para realizar la toma de muestra venosa.

3. Preparar todo el material que va a ser utilizado sobre la mesa de
trabajo

4. Desinfectar correctamente el espacio en donde se va a realizar la
toma de muestra.

5. Se procederé a hacer pasar al paciente, se le rociara alcohol en las
manos para su desinfeccion y luego se le pedira que se siente en una
posicién comoda explicandole el procedimiento de la toma de
muestra, no sin antes pedirle el consentimiento informado y la ficha
epidemiologia, para revisar que este todo completo y con su
respectiva firma.

6. Se procede a rotular el tubo con el cédigo que se le designe al
paciente y su nombre; y se procede a preparar la aguja vacutainer y
la campana, para la extraccion de la muestra.

7. Luego se le pide al paciente extienda el brazo y se le coloca el
torniquete no mas de 5 minutos y empezamos a palpar para localizar
la vena que facilite la venopuncién.

8. Una vez localizado, se procede a desinfectar el area con un algodon
con alcohol al 70%, recordando que no se debe volver a tocar el area
desinfectada.

9. Colocar la punta de la aguja en un angulo de 15 a 30 grados sobre la
superficie de la vena escogida y procedemos a realizar la puncién
con un movimiento firme y seguro, hasta el lumen de la vena

10. Se ingresa el tubo tapa roja, recolectando la cantidad de sangre

necesaria y aflojamos el torniquete.
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11. Retiramos el tubo una vez recogida la muestra, procedemos a sacar
la aguja con un movimiento suave y colocamos una torunda de
algodon hasta que se detenga el sangrado.

12. Posteriormente se coloca una curita al paciente.

13. Realizamos una desinfeccion en el &rea de toma de muestra, una vez
que el paciente se haya retirado

14. Finalmente se desecha los guantes y se procede a colocarse unos
nuevos, esto debe ser realizado despues de la toma de muestra de

cada paciente

Nota. Protocolo que indica pasos y recomendaciones para la extraccion de sangre. Elaborado

por la autora en base a los conocimientos adquiridos en la carrera de Laboratorio Clinico.
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Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio clinico

Transporte de muestras bioldgicas

Protocolo  para el
transporte de muestras
sanguineas

Fecha de
elaboracion:

12 de
septiembre del
2020

Lista de distribucion del documento

Tutor de proyecto de tesis: Lic. Loidy Zamora

Gutiérrez, Mg. Sc.

Cadigo: 0002

Version: 001

Equipo/ Area

Centro de Diagnostico Médico/Hospital Isidro Ayora

Responsable
del

Licda. Diana Ramon/ Lic. Angel Luzén

laboratorio
Frecuencia Cada vez que se vaya a testear las muestras de los pacientes.
Acciones Verificar que todos los Materiales — Tubos eppendorf
preliminares | materiales necesarios — Cooler
estén disponibles y la — Gradilla

temperatura sea la
adecuada

Paquetes de hielo gel
refrigerante
Pipetas automatizadas

Procedimiento
para el
transporte de
muestras

1. Una vez obtenido el suero de cada paciente, por medio de

centrifugacion

2. Seguido de ello, se procede a rotular los tubos eppendorf con el cédigo

de la muestra correspondiente

3. Luego con el empleo de una pipeta automatizada se traspasa el suero a

un tubo eppendorf de acuerdo al codigo que posee la muestra original
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4. Después se prepara el cooler con hielo gel refrigerante, para mantener
una temperatura de 2 a 8°C y se conserve la cadena de frio y evitar que
la muestra pierda sus propiedades

5. Las muestras son ubicadas verticalmente en la gradilla, para
posteriormente ser colocadas en la cadena de frio

6. Por Gltimo, se realiza el sellado del cooler y se realiza el transporte de

las muestras para su respectivo analisis.

Nota. Evitar los movimientos bruscos de las muestras, las mismas siempre debe ir de forma
vertical evitando posibles derrames y por consecuente pérdida y contaminacion. Elaborado por

la autora en base a los conocimientos adquiridos.
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11.6.Anexo 6: Protocolo para la calibracion del reactivo Elecsys Anti-SARS-CoV-2

Universidad Nacional de Loja

Facultad de la Salud Humana

Carrera de Laboratorio clinico

Calibracion del reactivo Elecsys Anti-SARS-CoV-2

Protocolo para la
calibracion del
reactivo Elecsys
Anti-SARS-CoV-2

Fecha de Lista de distribucion del documento

lab ion: N :
claboracion Tutor de proyecto de tesis: Lic. Loidy Zamora
12 de Gutierrez, Mg. Sc.
septiembre
del 2020

Cddigo: 0003

Version: 001

Equipo/ Area

Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora

Responsable del

Lic. Angel Luzon

estén disponibles y la
temperatura sea la
adecuada

laboratorio

Frecuencia Una vez por lote de reactivo.

Acciones Verificar que todos los Materiales Kit de calibradores
preliminares materiales necesarios Equipo cobas e 411

Tarjeta con el cdédigo
de barras del reactivo
Puntas blancas vy
negras

Agua destilada

Kit de reactivo Anti-
SARS-CoV-2

Procedimiento
para la
calibracion del
reactivo

1. Para realizar la calibracion del reactivo se utilizan dos calibradores,
calibrador 1 (tapa blanca) y calibrador 2 (tapa negra)

2. Primero se debe instalar la prueba por medio de la tarjeta del cddigo
de barras del reactivo Anti-SARS-CoV-2, para lo cual se va a

seleccionar en la pantalla del equipo la opcidn calibracidn, después se
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procede a colocar la tarjeta de cddigo de barras y elegimos la opcion
escanear codigo de barras

3. Después se debe asegurar que se encuentre instalado el kit de reactivo
que se desea calibrar, en caso de que no se encuentre instalado, se
dirige a la parte de instalar y procedemos a descargar en el Cobas link,
que es una base de datos de la casa comercial ROCHE.

4. Seguido de ello, seleccionar en el equipo la prueba que se desea
calibrar

5. Se procede a destapar y colocar los reactivos en el rotor de muestras y
se lee los codigos de barras de ACOV2 Call y ACOV2 Cal2

6. Luego se procede a seleccionar la opcién que dice (calibrar)

7. Por ultimo, se da clic en la opcidn inicio para proceder a realizar la

calibracion.

Nota. Protocolo que permite realizar la calibracion del reactivo Elecsys Anti-SARS-CoV-2.

Tomado de Roche cobas e 411. Manual de usuario.
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11.7.Anexo 7: Protocolo para el control de calidad del reactivo Elecsys Anti-SARS-CoV-2

Universidad Nacional de Loja

Facultad de la Salud Humana

Protocolo para el
control de calidad

del reactivo
Carrera de Laboratorio clinico Elecsys Anti-
: . . SARS-CoV-2
Control de calidad del reactivo Elecsys Anti-
SARS-CoV-2
Fecha de Lista de distribucion del documento Cadigo: 0004
lab ion: N : .
claboracion Tutor de proyecto de tesis: Lic. Loidy Zamora Version: 001
12 de septiembre | Gutiérrez, Mg. Sc.
del 2020

Equipo/ Area

Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora

Responsable del

Lic. Angel Luzon

laboratorio

Frecuencia Una vez por lote de reactivo.

Acciones Verificar que todos Materiales Kit de controles
preliminares los materiales Equipo cobas e 411

necesarios estén
disponibles y la
temperatura sea la
adecuada

Tarjeta con el cédigo de
barras del reactivo
Puntas blancas y negras
Agua destilada

Kit de reactivo Anti-
SARS-CoV-2

Procedimiento
para la
calibracion del
reactivo

1. Pararealizar el control de calidad del reactivo, se utilizan dos niveles
de PreciControles: PC ACOV2 1 (tapa marron claro) y PC ACOV2 2

(tapa marrdn oscura)

2. Primero se debe instalar la prueba por medio de la tarjeta del cédigo
de barras de los controles para el reactivo Anti-SARS-CoV-2, para lo
cual se va a seleccionar en la pantalla del equipo la opcion CC
(control de calidad), se procede a colocar la tarjeta de codigo de barras
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y elegimos la opcion escanear codigo de barras. Repetir este pasé con
las dos tarjetas de cédigos.

3. Seguido de ello, seleccionar en el equipo la prueba que se desea pasar
el control de calidad

4. Se procede a destapar y colocar los reactivos de forma vertical en el
rotor de muestras, de tal manera que el cddigos de barras de PC
ACOV2 1yPC ACOV2 2, mirando hacia la parte del lector de barras
del equipo.

5. Luego se procede a seleccionar la opcion que dice control de calidad
(CO).

6. Por ultimo, se da clic en la opcion inicio para proceder a realizar el

control de calidad del kit de reactivo.

Nota. Protocolo que permite conocer y controlar la calidad del reactivo Elecsys Anti-SARS-

CoV-2. Tomado de Roche cobas e 411. Manual de usuario.



11.8.Anexo 8: Protocolo para el anélisis de anticuerpos totales
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Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana

Carrera de Laboratorio clinico

Anélisis de anticuerpos totales frente a SARS-CoV-2

Protocolo para el
anélisis de
anticuerpos
totales en el
equipo cobas e
411

Fecha de
elaboracion:
12 Octubre del
2020

Lista de distribucion del documento

Tutor de proyecto de tesis: Lic. Loidy Zamora Gutiérrez, Version: 001

Mg. Sc.

Cadigo: 0005

Equipo/ Area

Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora

Responsable

Lic. Angel Luzon

controles y calibradores

del
laboratorio
Frecuencia Una vez obtenidas las muestras de los pacientes
Acciones Verificar que se le han Materiales — Kit de Anti SARS
preliminares |pasado al equipo COV-2

Micropuntas
Microcopillas
Tubos eppendorf
Cooler

Gradilla

Léapiz Graso
Copillas de plastico

Procedimiento
para el
analisis de
anticuerpos
totales

1. Una vez obtenida la muestra sanguinea, se la somete a un proceso de
centrifugacion de 4500 rpm por 5minutos, para la obtencion de suero.

2. Seguidamente se separa el suero y se lo coloca en un tubo eppendorf con

su respectivo codigo de identificacion.
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Luego se coloca las muestras en el cooler con hielo a una temperatura
de 2 a 8°C, para su respectivo transporte al laboratorio.

4. En laboratorio esperamos que la muestras se estabilicen a temperatura
ambiente, después el suero lo traspasamos a copillas con su respectiva
identificacion para su procesamiento.

5. Se escanea el cddigo de barras del reactivo Anti SARS COV-2 en el
equipo cobas e 411, para su respectiva identificacion.

6. Después se pasan los calibradores del reactivo Anti SARS COV-2,
ACOV?2 Call y ACOV2 Cal2, y luego los controles tanto positivo como
negativo.

7. Finalmente se digita el cdédigo de cada paciente en el equipo,

seleccionando la prueba a realizar y se procede a colocar la muestra en

el lugar correspondiente, dando inicio al andlisis.

Nota. Protocolo que indica los pasos a seguir para la obtencion de anticuerpos totales,

comercial. Trabajo realizado en el equipo cobas e411.



11.9. Anexo 9: Protocolo para el analisis de inmunoglobulinas IgM
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Universidad Nacional de Loja Protocolo para el
Facultad de la Salud Humana analisis de
Carrera de Laboratorio Clinico inmunoglobulinas
Analisis de Inmunoglobulinas IgM frente a SARS- |IgM en el equipo
Cov2 Rayto-2100c
Fecha de Lista de distribucion del documento Cadigo: 0006
elaboracion: Tutor de proyecto de tesis: Lic. Loidy Zamora Version: 001
03 marzo del Gutiérrez, Mg. Sc
2021 Mg G
Equipo/ Area |Centro de diagnostico Médico (CDM), Facultad de la Salud Humana

Responsable
del

Lic. Diana Ramon

laboratorio

Frecuencia Una vez obtenidas las muestras de los pacientes

Acciones Verificar que se disponga Materiales — Kitde IgM anti SARS
preliminares |de todos los materiales COV-2

necesarios.

Placa de
microtitulacién
Lamina autoadhesiva
Pipeta multicanal
Incubadora
Micropipetas
Mezcladora Vortex
Agua destilada
Puntas amarillas
Puntas azules

Tubos eppendorf
Gradilla

Lapiz Graso
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Reactivos
suministrados

Placas de Microtitulacion: 12 tiras de 8 pocillos rompibles, recubiertos

con antigenos del SARS-CocV-2, en bolsa de aluminio

Tampon de dilucion de muestras IgM: 1 botella de 100 mL de solucién

de tampon de fosfato para diluir la muestra; pH 7,2 £ 0,2, color verde
Solucidn de parada: 1 botella de 15 mL de acido sulfarico, 0,2 mol/L,

listo para ser utilizado, tapa roja.

Tampon de lavado (20xconc): 1 botella de 50 mL de una solucién de

tampén de fosfato20x concentrado (0,2M) para lavar los pocillos; pH

7,2 £ 0,2, tapa blanca

Conjugado: 1 botella de 20 mL de conjugado de anticuerpos IgM anti-

humano con peroxidasa en tampon de fosfato; color rojo, tapa negra y

listo para ser utilizado.

Solucion de sustrato de TMB: 1 botella de 15 mL 3,3°,5,5’-

tetrametilbenzinndina (TMB), < 0,1 %; listo para ser utilizado, tapa

amarilla

Control positivo: 1 botella de 2 mL control, tapa roja

Cut-off: 1 botella de 3 mL, tapa verde

Control negativo: 1 botella de 2 mL control, tapa azul.

Procedimiento

La muestra sanguinea obtenida por venopuncion se la somete a un

proceso de centrifugacion de 4500 rpm por 5minutos, para la obtencion

de suero.

Seguidamente se separa el suero y se lo coloca en un tubo eppendorf con

su respectivo cadigo de identificacion.

Se realiza la preparacion de los reactivos:

3.1 Tampdn de Lavado (20x conc): Diluir el tampo6n de lavado 1+19;
6600 ml de WASH + 125,400 ml de agua destilada. Mezclar bien
antes de la dilucion.

3.2 Solucioén de sustrato de TMB: viene listo para su uso, almacenada a

2-8 °C y protegida de la luz.
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4. Dilucién de las muestras, antes del ensayo las muestra tienen que estar
diluidas 1+100 con el Tampo6n de dilucion de muestras IgM; 10 uL de
muestra + 1 mL de Tampon de dilucion de muestras IgM y luego mezclar
bien con la mezcladora de Vortex.

5. Procedimiento:

5.1 Pipetear 100 pL de estandares/controles (control negativo, cut-off y
control positivo) y muestras en los pocillos respectivos, dejar el
pocillo Al para el Blanco.

5.2 Recubrir las tiras con los autoadhesivos suministrados.

53Incubar 1h+5mina37+1°C

5.4 Después de la incubacion, retirar el autoadhesivo, aspirar el liquido
de la tira y lavarla tres veces con 300 pL del Tampon de lavado,
evitar el rebosamiento de los pocillos. El intervalo entre lavado y
aspiracion debe ser mayor a 5 segundos.

5.5 Pipetear 100 pL de Conjugado en cada pocillo con excepcion del
blanco substrato Al.

5.6 Incubar 30 min a temperatura ambiente y evitar la luz solar directa

5.7 Repetir el lavado como en el paso nimero 5.4

5.8 Pipetear 100 pL de Solucion de sustrato de TMB en todos los
pocillos

5.9 Incubar 15 min en oscuridad a temperatura ambiente.

5.10 Pipetear en todos los pocillos 100 pL de la Solucién de parada en
el mismo orden y mismo intervalo de tiempo como con el Solucion
de sustrato de TMB.

5.11 Medir la extincién con 450/620 nm en un periodo de 30 min
después de afiadir la solucion de parada.

6. Paralamedicion se debe ajustar el fotometro de Placa de microtitulacién
ELISA al cero utilizando el blanco
6.1 Se procede a medir la extincion de todos los pocillos con 450 nm y

anotar los resultados obtenidos.
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Célculo de los 7. Criterios de validez del ensayo:
resultados 7.1 Blanco: valor de la extincién <0,100
7.2 Control negativo: valor de la extincion <0,200 y < Cut-off
7.3 Control del Cut-off: valor de la extincion de 0,150-1,300
7.4 Control positivo: valor de la extincion Cut-off
8. Caélculo del valor de la medicion:
El Cut-off se obtiene de los valores de la extincion de los dos

controles Cut-off

Nota. Protocolo comercial, sirve para determinar los anticuerpos IgM. Tomado del Inserto de

NovaLisa SARS-CoV-2 (COVID-19) IgM de la casa comercial Nova Tec Immnundiagnostica

(p.26)
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11.10. Anexo 10: Protocolo para el analisis de inmunoglobulinas 1gG

Universidad Nacional de Loja Protocolo para el
nélisi
Facultad de la Salud Humana ? alsis . de
inmunoglobulinas
Carrera de Laboratorio clinico IgG en el equipo
. . Rayto-2100c
Analisis de Inmunoglobulinas 1gG frente a SARS- %
Cov2
Fecha de Lista de distribucion del documento Cadigo: 0007
laboracion: N . -
elaboracio Tutor de proyecto de tesis: Lic. Loidy Zamora Version: 001
03 marzo del -
2021 Gutierrez, Mg. Sc.

Equipo/ Area | Centro de diagnostico Médico (CDM), Facultad de la Salud Humana

Responsable | Lic. Diana Ramodn
del
laboratorio

Frecuencia |Una vez obtenidas las muestras de los pacientes

Acciones | Verificar que se disponga Materiales — Kitde IgG anti SARS
preliminares |con todo el material COV-2
necesario. — Placa de

microtitulacion
— Lamina autoadhesiva
— Pipeta multicanal
— Incubadora
— Micropipetas
— Mezcladora Vortex
— Agua destilada
— Puntas amarillas
— Puntas azules
— Tubos eppendorf
— Gradilla
— Laépiz Graso
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Procedimiento

10.

11.

12.

13.

14.

La muestra sanguinea se obtiene por venopuncion se la somete a un
proceso de centrifugacion de 4500 rpm por 5minutos, para la obtencion
de suero.

Diluir el antigeno a 2.5 pg/ml, para lo cual se tomé 12.5 pl de stock y
afiadir 4987.5 pl PBS 1X.

Luego recubrir una placa Inmunolon de 96 pocillos con 50 p/pocillo del
antigeno diluido durante toda la noche a temperatura ambiente.
Preparacién de la solucién de lavado: 50 ml de PBS 10x + 450 ml de
agua destilada = 500 ml de solucidn de lavado.

Desechar la solucion de antigeno no fijada y la lavar la placa una vez
con 270 pl por pocillo de PBS-Tween20 al 0,1% (PBS-T)

Preparar la solucion de bloqueo agregando 0,44 g de BSA y 11 ml de
PBS-T20 0,1%

Bloquear la placa con 100 ul/pocillo de solucién de bloqueo durante 30
min a 37 °C

Desechar la solucion de bloqueo y lavar la placa manualmente con una
pipeta multicanal 5 veces con 270 pl/pocillo de la solucion d lavado.
Preparar el buffer de dilucion con 50 ml de PBS-T y 2,5 g de leche
descremada.

Diluir en tubos ependorf los sueros y controles 1/100 en el buffer de
dilucion para ello se toma 5 pl de cada muestra y/o control y afiadir 495
ul del buffer de dilucion.

Afadir 100 pl de las muestras y controles positivos y negativos
previamente diluidos e incubamos la placa a 37 °C durante 1 hora.
Lavar la placa manualmente 5 veces con 270 ul/pocillo de la solucién
de lavado como en el paso 7

Diluir 1/8000 el goat anti IgG humana-HRP en buffer de dilucién, tomar
1,37 ul del conjugado y agregar 11 ml del buffer de dilucion e incubar a
37 °C por 30 min.

Lavar la placa manualmente 7 veces con 270 ul/pocillo de la solucion

de lavado.
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15.

16.

17.
18.

Preparar sustrato o-Phenylenediamine dihydrochloride (OPD), primero
disolver la pastilla dorada en 20 ml de agua pura y antes de utilizar el
sustrato afiadir la pastilla plateada y preceder a disolver.

Afadir 100 pl por pocillo del sustrato OPD e incubar por 10 min a
temperatura ambiente y en un lugar oscuro.

Detener la reaccion con 100 ul por pocillo de &cido clorhidrico 3N

Po dltimo, se procede a leer las placas en un lector de ELISA a 490nm

Calculo de los
resultados

19.

Criterios de validez del ensayo:

19.1Control negativo: Valor de absorbancia siempre menor a 0,300

19.2 Control positivo: valor de absorbancia siempre superior a 1,00

19.3 Nivel de corte temporal: promedio de sueros Inbiomed18 + 2SD +
3SD + 4SD (cut off= mean o + 2SD 0 + 3SD o0 + 4SD)

Célculo del Cut off del ensayo:

Cut off=1, 0777

Nota. Protocolo elaborado para determinar los anticuerpos IgG, no comercial. Tomado de

https://doi.org/https://doi.org/10.4269/ajtmh.20-1420


https://doi.org/https:/doi.org/10.4269/ajtmh.20-1420
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11.11. Anexo 11: Nomina de registro de datos obtenidos

Universidad Facultad
Nacional de la Salud
deloja Humana

NOMINA DE REGISTRO DE LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA SARS-COV-2 DE
ESTUDIANTES, DOCENTES Y ADMNISTRATIVOS DE LA CARRERA DE LABORATORIO
CLINICO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA

CODIGO | \OMBRES RESULTADO DE LOS | RESULTADOS DE LAS
DEL COMPLETOS| SEXO ANTICUERPOS INMUNOGLOBULINAS
PACIENTE TOTALES
19G IgM

Nota. Documento de registro, donde se resumieron los resultados obtenidos. Elaborado

por la autora.
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11.12. Anexo 12: Certificado del Hospital Isidro Ayora sobre la deteccidn de anticuerpos

totales

MINISTERIO ,
DE SALUD PUBLICA

HOSPITAL ISIDRO AYORA LOJA

LABORATORIO CLINICO

Loja, 13 de enero del 2021

CERTIFICADO

La presente tiene como finalidad de otorgar a la Srta. Jennifer Alexandra Riera
Yanza portadora de la cédula de identidad 1105699753, certificacion de haber
ASISTIDO Y REALIZADO el analisis de anticuerpos totales para Covid-19 en el equipo
Cobas e411 por medio de la técnica electroquimioluminiscencia llevado a cabo en el
Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora de la ciudad de Loja durante los meses de

octubre, noviembre y diciembre del afio 2020.

Ledo. Angel Luzén Ramirez

DEPARTAMENTO DE DOCENCIA DEL HOSPITAL ISIDRO AYORA LOJA

Nota. Documento que respalda la asistencia de la autora mediante el proceso de analisis
de anticuerpos totales. Emitido por el Lcdo. Angel Luzén Ramirez integrante del

departamento de docencia del Hospital General Isidro Ayora.
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11.13. Anexo 13: Certificado de la realizacion de las Inmunoglobulinas 1gG e IgM

Universidad Facultad
‘ Nacional de la Salud
——_ | deLoja Humana

1859

En mi calidad como técnico docente y responsable de Laboratorio de Centro de
Diagnostico Médico permito certificar que la estudiante egresada de la carrera de
Laboratorio Clinico, Jennifer Alexandra Riera Yanza con Cl. 1105699753 con tema de tesis
“DETECCION DE ANTICUERPOS TOTALES PARA COVID-19 AL PERSONAL DOCENTE,
ADMINISTRATIVO Y ESTUDIANTIL DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA UNL”
proceso 13 muestras 1gG y 13 muestras IgM en el periodo comprendido del 17 de marzo

hasta 6 de abril del presente afio.

Faculto a la interesada hacer uso de la presente certificacion como a bien tuviere. Lo

certifico en honor a la verdad.

Loja, 11 de octubre del 2021

IANA CAROLINA
RAMON MONTANO

Lic. Diana Ramén M.

TECNICO DOCENTE Y RESPONSABLE DE LABORATORIO DE CENTRO DE DIAGNOSTICO
MEDICO

072 -571379 Ext.102
Calle Manuel Monteros,
tras el Hospital Isidro Ayora - Loja - Ecuador

e ———— |
Nota. Documento que respalda la veracidad del procesamiento de muestras. Emitido por la

Lic. Diana Ramon, responsable del laboratorio del centro de diagnostico Médico.
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11.14. Anexo 14: Certificacion de traduccion

Lic. Loidy Zamora Gutiérrez, Mg. Sc.

Docente de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja.

CERTIFICA

Haber revisado la traduccion al inglés del resumen de la Tesis, titulada “Deteccion de anticuerpos
totales para Covid-19 al personal docente, administrativo y estudiantil de la carrera de
Laboratorio Clinico de la UNL”, el cual es correcto y hace referencia al contenido del citado

trabajo.

Loja, 26 de agosto del 2021

Docente de la Carrera de Laboratorio Clinico

Nota: Documento que respalda la veracidad del resumen del presente trabajo. Entregado por

parte de la Lic. Loidy Zamora, docente de la carrera de Laboratorio Clinico.



11.15. Anexo 15: Certificacion original de la traduccion del resumen

CERTIFICACION

Yo, JUAN PABLO QUEZADA ROSALES, con cedula de identidad 1104039621 , Licenciado En
ciencias de la Educacion mencidn Inglés, manifiesto que; el presente documento de (abstract)
de la sefiorita JENNIFER ALEXANDRA RIERA YANZA, con cedula de identidad 1105699753,
estudiante de la carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja , ha sido
traducido por mi persona, de manera legal y completa. Por tanto, se autoriza la impresion del
mismo para los fines pertinentes.

Atentamente.

[ —* sV

Lic. Juan Pablo Quezada Rosales.
DOCENTE DE INGLES EDUACION SUPERIOR

Nota: Certificado que respalda la veracidad de la traduccion del resumen del presente trabajo.

Entregado por parte del Lic. Juan Pablo Quezada, docente de inglés de Educacion Superior.
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11.16. Anexo 16: Evidencias
Deteccion de anticuerpos totales

e
& %

A\

Evidencia 1: Sueros de los
pacientes, con su respectivo
cédigo.

Evidencia 2: Equipo cobas
e411, para la deteccién de
anticuerpos totales.

Evidencia 3: Programacion Evidencia 4: Muestras
de cada suero del paciente colocadas en el equipo.
con su respectivo codigo en el

equipo

Deteccion de anticuerpo IgM
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Evidencia 1: Colocacién de
cOmo van ir las muestras en la
placa.

las muestras antes de ser
colocadas en la placa.



Evidencia 3: Realizacion de
los lavados a la placa.

Evidencia 4: Colocacion del
reactivo de stop en las
muestras.

Evidencia 5: Incubacion de Evidencia 6: Programacion
las muestras a 37°C por 30 de las muestras en el equipo.
minutos.

Evidencia 7: Resultados de
las absorbancias obtenidas.
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Deteccion de anticuerpos 1gG

Evidencia 1: Colocacion de
como van ir las muestras en la

placa.

Evidencia 3: Lavado de la

placa con la solucion de lavado.

Evidencia 5: Colocacion de la
placa en el equipo de ELISA,
para la realizacion de las
absorbancias de las muestras.
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Evidencia 2: Colocacion de
las muestras en la placa, en su
respectivo lugar.

Evidencia 4: Colocacion del

HCL que es el reactivo de parada

a las muestras en la placa.

Evidencia 6: Absorbancias
obtenidas de las muestras.



