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Titulo
Screening en personal docente, administrativo y estudiantil para COVID-19 de la carrera

de Medicina de la Universidad Nacional de Loja.



Resumen

El COVID-19 es una de las enfermedades mas recientes y que ha afectado al mundo entero,
siendo esta epidemia la causa de miles de muertes y de problemas sociales y psicoldgicos. La
identificacion del material genético del virus o los anticuerpos sintetizados frente a este es
importante porque se brinda informacion valiosa al momento de tratar dicha enfermedad y de
realizar el seguimiento respectivo. El presente estudio es descriptivo de corte transversal y se busca
identificar la presencia de anticuerpos para COVID-19 en personal docente, administrativo y
estudiantil de la carrera de Medicina de la Facultad de la Salud Humana de la UNL durante el
periodo 2021, a través de dos métodos electroquimioluminiscencia y ELISA (siendo este ultimo
utilizado Unicamente para las muestras positivas por el primer método) y determinar en qué sexo
es mayor su prevalencia. El universo estd conformado de 119 muestras de suero sanguineo;
obteniendo un 9.2 % de casos positivos para la cuantificacion de anticuerpos totales y de éstas un
100 % resultaron positivas para inmunoglobulina 1gG, sin embargo, para IgM sélo un 36.3% de
las muestras arrojaron un resultado positivo, también se determind que no existe ninguna relacién
en cuanto a la variable sexo, ya que la distribucion se mantuvo casi igual para ambos casos. El
estudio constituye un soporte vital en el diagnéstico del virus COVID-19 para comprender en que

fase se encuentra la enfermedad, inclusive para para evaluar medidas sanitarias.

Palabras clave: COVID-19, electroquimioluminiscencia, ELISA, IgM, 1gG.



Abstract

COVID-19 is one of the most recent diseases and has affected the entire world, with this
epidemic caused thousands of deaths and social and psychological problems. The identification of
the genetic material of the virus or the antibodies synthesized against it is important because it
gives us valuable information at the moment when treating this disease and carrying out the
respective follow-up. The study to be carried out is descriptive, cross-sectional and seeks to
identify the presence of antibodies to COVID-19 in teaching, administrative and student personnel
of the Medicine career of the Faculty of Human Health of the UNL during the period 2021, through
two electrochemiluminescence and ELISA methods (the latter being used only for samples
positive by the first method) and determining in which sex its prevalence is higher. The universe
was 119 blood serum samples; obtaining 9.2% of positive cases for the quantification of total
antibodies and of these 100% were positive for IgG immunoglobulin, however for IgM only 36.3%
of the samples yielded a positive result, it was also determined that there is no relationship in terms
of to the sex variable, since the distribution remained almost the same for both cases. The study
constitutes a vital support in the diagnosis of the COVID-19 virus to understand the stage of the

disease, including to evaluate health measures.

Keywords: COVID-19, electrochemiluminescence, ELISA, IgM, IgG.



Introduccion

El SARS-CoV-2 es una enfermedad infecciosa causada por el coronavirus descubierto
ultimamente, este virus, asi como la dolencia que provoca eran anénimos inclusive hasta antes de
su nacimiento en Wuhan (China) en el mes de diciembre de 2019. Actualmente todos los paises
del mundo se ven afectados por esta pandemia (OMS, 2020).

Al mes de abril, los casos de SARS-CoV-2 confirmados en Ecuador ascendian a 4.450 y
las muertes, a 242. Guayaquil la poblacion méas grande del Ecuador fue la ciudad méas afectada de
todo el Ecuador, se podria aseverar que la pandemia tomo fuerza en esta ciudad méas que en otras,
pacientes hospitalizados, personal médico contaminado durante su trabajo por la falta de equipo
de proteccion e insumos (OPS, 2020)

El gobierno asegurd haber realizado unos 9.000 test entre el mes de marzo y el mes de
abril, en donde se pudo notar que la tasa de mortalidad era menor para mujeres que para hombres
ya sea por el bloqueo econdmico, el encierro, o por la violencia doméstica (Garzon Villalba, 2020).

Debido al estado de pandemia en el que nos encontramos, es necesario contar con métodos
de diagndstico confiables que nos ayuden a determinar esta infeccion viral, ayudando a reducir la
posibilidad de clasificar a individuos como falsos negativos, los que podrian propagar la
enfermedad (Planchez, 2020).

Por otro lado los métodos diagnoésticos también resultan de vital importancia al momento
de considerar un resultado como falso positivo, que darian a una persona como infectada sin
estarlo, serian menos graves pero peores para el afectado, esta persona pasaria por todo el proceso
de un paciente infectado por COVID 19, como aislamiento, estudios de contacto y las

consecuencias personales y sociales de ello.


https://www.planv.com.ec/historias/sociedad/minuto-minuto-sobre-el-coronavirus

Las diversas tecnologias implementadas en todos los laboratorios de salud publica como la
reaccion en cadena de la polimerasa y pruebas seroldgicas basadas en la deteccion de las
inmunoglobulinas especificas de cepas de coronavirus nos ayudan a emitir diagnosticos precisos
y confiables. Las muestras virales de pacientes que han sido infectados son la Unica fuente que se
tiene para establecer, controlar ensayos y validar protocolos que pueden ser compartidos a la
comunidad en general (Correa Diaz et al., 2020).

Si bien los exdmenes de laboratorio constituyen una parte fundamental dentro del
diagndstico de COVID-19, no menos relevante es ejecutar una buena toma de muestra al paciente,
asi mismo la conservacion de la muestra, favoreciendo la fiabilidad del resultado final (Freyre et
al., 2020).

Los datos obtenidos en este estudio son fundamentales para ajustar las recomendaciones
para la definicion y vigilancia de casos, determinar los principales aspectos epidemioldgicos del
COVID-19, ayudar a comprender su propagacion, la gravedad, el espectro de la enfermedad y el
impacto en la comunidad, asi como para transmitir instrucciones para la aplicacién de medidas de
seguridad, como el aislamiento de casos y el seguimiento de las personas con las que haya podido
estar en contacto.

Por lo antes expuesto se efectud un estudio de tipo descriptivo y de corte tranversal con la
finalidad identificar la presencia de anticuerpos para COVID-19 en el personal docente,
administrativo y estudiantil de la Carrera de Medicina de la Facultad de Salud Humana, asi mismo
cuantificar los niveles séricos de anticuerpos totales por el méodo de Electroquimioluminiscencia,
determinar los niveles séricos de inmunoglobulinas 1gG e IgM en los pacientes con resultado
positivo para anticuerpos totales, a travéz del método de ELISA y determinar la prevalencia de

anticuerpos totales positivos y negativos de acuerdo al sexo.



1. Revision Literaria
1.1. COVID-19
1.1.1. Agente etioldgico

El SARS-CoV-2 es un patégeno vinculado con el desarrollo de la enfermedad COVID-19,
pertenece al género de los beta-coronavirus y los estudios realizados postulan un posible origen en
los murciélagos. Luego, a través de mutaciones o recombinaciones sufridas en un hospedador
intermediario; probablemente algin animal vivo del mercado de Wuhan, pudo haberse transmitido
al ser humano. EI genoma del virus ha sido secuenciado de una forma completa y codifica unas 30
proteinas, incluidas la proteina N (Nucleocépside), la proteina S (espicula), y la proteina M (de
membrana) (Hayate et al., 2021).

1.1.2. Replicacion viral

En cuanto al mecanismo de replicacion viral el SARS-CoV-2 inicialmente ingresa al
interior de la célula mediante la interaccion de su proteina S con el receptor de superficie celular
ACE-2, que es una exopeptidasa de membrana que es expresada principalmente en
rifidn, pulmones y corazon (Velavan & Meyer, 2020).

Al estar ya en el hospedador, la infeccién por SARS-CoV-2 activa el mecanismo de
inmunidad innato lo que a su vez podria ocasionar dafio pulmonar y peor evolucion clinica; y, si
la reaccion que provoca es incontrolable lo que suele pasar en personas mayores y también en
inmunodeprimidos, el virus se propagaria con mas eficacia provocando dafio del tejido pulmonar
gracias a la activacion de macréfagos y granulocitos lo que conduciria a la liberacion masiva de
citoquinas pro-inflamatorias a partir de linfocitos T helper CD4+, sobre todo IL-6 y GM-CSF . El

SARS-CoV-2, se asocia al sindrome de insuficiencia respiratoria aguda, enfermedad que se ha



descrito como una de las principales causas de mortalidad por SARS-CoV-2 (Velavan & Meyer,
2020).
1.1.3. Transmision

La via de transmision se considera similar a la descrita para otros coronavirus a través de
las secreciones de personas infectadas, por contacto directo con gotas respiratorias de méas de 5
micras que son capaces de transmitirse a distancias de hasta 2 metros y las manos o los fomites
contaminados con estas secreciones seguido del contacto con la mucosa de la boca, nariz u 0jos
(Tahamtan & Ardebili, 2020).

Existen datos que demuestran la existencia de SARS-CoV-2 en diversas superficies y
durante un tiempo; por ejemplo, en cobre, carton, acero inoxidable, y plastico. En otro estudio, se
determind que el virus a 22 °C y 60% de humedad, atin permanecia en el papel luego de tres horas,
y de 1 a 2 dias sobre la ropa, vidrio o madera (Harapan et al., 2020).

1.1.4. Periodo de incubacidn e intervalo serial

La incubacion del virus en el organismo tiene un periodo que oscila entre 5 a 6 dias, el
97,5% de los casos sintomaticos se dieron en los 15 dias tras la exposicion, se ha considerado que
el intervalo serial medio en numerosas observaciones epidemioldgicas ha resultado menor que el
periodo de incubacion (Stoecklin et al., 2020).

Por las investigaciones realizadas y por los casos que se han detectado mediante estudios
exhaustivos se considera que la transmision de la infeccion comienza 1 a 2 dias antes de que
aparezcan los primeros sintomas. Es totalmente desconocido si la intensidad de la transmision del
virus en aquellas personas asintomaticas sera igual que en las personas que presentan sintomas,
aunque se presume que la carga viral detectada en personas asintomaticas es igual o tiene un

parecido a los casos sintomaticos (Zhang et al., 2020).



1.1.5. Duracion de la enfermedad

El inicio de los sintomas hasta la recuperacion se da en un tiempo promedio de dos
semanas, si la enfermedad ha sido leve y de tres a seis semanas si la enfermedad ha sido grave.
Existe un porcentaje de personas que describen sintomas prolongados y recurrentes, durante
meses, aunque de momento no hay cohortes de casos que describan claramente la evoluciéon de la
enfermedad (Maggi et al., 2020).
1.1.6. Manifestaciones Clinicas

Los sintomas y signos que se han logrado detectar son los siguientes: Fiebre en donde su
tasa de incidencia oscila entre el 47% y el 90% de los pacientes; tos seca o0 productiva se ubica en
un 25 a 68%; disnea o dificultad para respirar su incidencia es de 19-31%; astenia con un porcentaje
de 6 a 38%; dolor de garganta con un 14 a 24%; cefalea obteniendo un 14%; mialgias o artralgias
su porcentaje oscila entre 5 a15%; escalofrios con 11 a 27%; asi mismo existen manifestaciones
minoritarias como: nauseas o vomitos, diarrea o0 congestion nasal o conjuntival. En casos graves
el SARS-CoV-2 puede causar bronquitis 0 neumonia, hipoxia, sindrome respiratorio agudo severo,
fallo o insuficiencia renal e incluso la muerte (Andersen et al., 2020).
1.1.7. Diagnostico

El diagnostico microbioldgico del SARS-CoV-2, agente de COVID-19 es importante para
el debido control y manejo de la actual pandemia, si bien existen métodos moleculares de alta
sensibilidad también es necesario disponer de pruebas que nos permitan un diagndstico mas rapido
pero no menos eficaz y que nos brinden precision en los resultados (Yadav & Saxena, 2020).

Son algunas las técnicas principales que se han venido usando para el diagnéstico de la

infeccion por SARS-CoV-2



1.1.7.1. PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica de gran especificidad, proxima al
100%, su sensibilidad varia dependiendo del momento del proceso infeccioso, es decir, de la carga
viral, y del lugar de toma de la muestra. La PCR detecta el ARN viral 3 a 4 dias antes de que
aparezcan los sintomas, su pico se ubica entre el quinto y séptimo dia tras el inicio de los sintomas,
volviéndose negativo entre los 15 a 30 dias, dependiendo de la carga viral y la gravedad de los
pacientes. El examen de PCR cualitativa detecta por arriba de 200 copias de virus por mililitro; la
cuantitativa alcanza a detectar 20 copias de virus por mililitro; por ende, es 10 veces mas sensible.
Las muestras bioldgicas adecuadas para el diagndstico son exudado nasofaringeo u orofaringeo o
esputo o aspirado endotraqueal (European Society of cardiology, 2020).

El principal problema en el diagnostico de SARS-CoV-2 es la posible existencia de falsos
positivos y negativos. Los falsos negativos en esta prueba pueden darse por mutaciones en el virus
y esto hace que los primeros no se unan. Los resultados falsos positivos pueden darse en menor
proporcion al proceso pre-analitico, y mas frecuentes en el proceso analitico, entre las causas nos
encontramos con la contaminacion de una muestra positiva analizada al mismo tiempo
(contaminacion cruzada) con otra negativa; o0 mas probablemente de genes amplificados de
muestras positivas anteriores o controles positivos denominada como contaminacion por arrastre
(Bibliomed, 2020).
1.1.7.2. Test de deteccidn de antigenos

Es una tecnica con un gran porcentaje de sensibilidad de 93% y con una especificidad de
99%. Los falsos negativos se producen en el 70% de los casos en pacientes que llevan mas de 5

dias de evolucion desde el inicio de los sintomas (Al-Qahtani, 2020).



10

La técnica de antigenos es muy recomendable en pacientes sintométicos, aunque en
pacientes asintomaticos la fiabilidad también parece ser elevada en més de cien pacientes con
menos de siete dias desde el contacto epidemiol6gico. Un resultado positivo en un paciente
sintomético confirmaria la infeccion por SARS-CoV-2, esta prueba es muy fiable en pacientes
que lleven cinco 0 menos dias de evolucidn de los sintomas. En caso de un resultado negativo
debe realizarse la PCR (Soto, 2020).
1.1.7.3. Test de deteccién de anticuerpos

Este test muestra una sensibilidad total de 88.66% y especificidad de 90.63%. La IgA es el
primer anticuerpo, aparece a los cuatro o cinco dias del inicio de la infeccion; la IgM aparece a los
seis 0 siete dias y se detecta con mayor positividad a los 15 dias, negativizandose al dia veinte
desde el inicio de los sintomas; y la IgG es el altimo tipo de anticuerpo en aparecer a los once y
quince dias del inicio de la infeccidn, confiriendo inmunidad de una duracién no definida (Vald

et al., 2020).

a) Test de Electroquimioluminiscencia: Los ensayos por CLIA tienen el mismo fundamento
técnico que los ensayos por ELISA pero con ello una gran diferencia y es que en los
CLIA laenzima que se acopla al anticuerpo cataliza una reaccion quimioluminiscente con
la emisién de fotones, midiéndose la produccién de luz. Son ensayos ultrasensibles que

amplifican la sefial y mejorando los resultados de los ELISA (Al-Qahtani, 2020).

b) Test de ELISA: Esta prueba permite la deteccion de anticuerpos de tipo 1gG e IgM que
produce el organismo frente al SARS-CoV-2. Ambos son marcadores tempranos: Los
anticuerpos IgM son marcadores de infeccion reciente y duran poco tiempo en el cuerpo.
Se empiezan a detectar en un 90% de los casos alrededor del cuarto y séptimo dia de la

infeccion, estos aumentan hasta el dia catorce y luego empiezan a disminuir, en cambio,
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los anticuerpos IgG permanecen mas tiempo, se detectan alrededor de los diez dias, estos

aumentan a la semana tres y descienden de forma gradual. (Daga, 2020)
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Metodologia

La metodologia de investigacion que se desarrollo en el presente trabajo investigativo fué
de tipo descriptivo, el enfoque fué de tipo cuantitativo, de disefio no experimental y de corte
trasversal, ya que la recoleccion y el analisis de las muestras estuvo dado en un solo momento, es
decir se tomo una

El &rea de estudio la conformd la Carrera de Medicina de la Universidad Nacional de Loja,
con un total de 1200 estudiantes, 82 docentes y 4 administrativos, por lo tanto mi muestra fué del
9.2 %, que correspondia a 119 pacientes, 34 de ellos pertenecian al sexo masculino y 85 al sexo
femenino, para la deteccion de COVID-19 algunos acudieron de forma voluntaria y muchos de
ellos por ser este un requisito indispensable al momento de reintegrarse a las practicas
preprofesionales o realizar su internado.

El procedimiento para el anélisis de anticuerpos frente a SARS-CoV-2 estuvo dado en tres
etapas: pre-analitica, analitica y post-analitica:

La fase pre-analitica del estudio se desarrollé en el Centro de Diagndstico Médico (CDM)
(anexo 1) de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja, e inicié con la
firma del consentimiento informado (anexo 2) a través del cual el paciente autoriza por escrito ser
participe de la ya mencionada investigacion y del manejo de la informacion proporcionada. A su
vez se aplicd una ficha epidemiologica (EPI) (anexo 3) argumentados en los parametros de
vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Salud Publica (MSP) para analisis de SARS-CoV-2.
Una vez que se verificd que los documentos estén llenos correctamente, se procedio a la toma de
la muestra de sangre a través de la técnica de venopuncion (anexo 4).

La fase analitica se la realiz6 tanto en el Centro de Diagnostico Médico de la Facultad de

la Salud Humana como en el Laboratorio del Hospital General “Isidro Ayora” (anexo 5), siguiendo
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el protocolo de transporte de muestras biologicas (anexo 6), para el analisis se utilizé el equipo
Cobas e 411 de marca Roche (anexo 7) en donde se midieron anticuerpos totales a través de
Electroquimiolumiscencia (anexo 8) y a su vez el equipo ELISA Rayto modelo RT-2100C (anexo
9) con el que se identificé inmunoglobulinas IgM (anexo 10) e IgG (anexo 11), para llevar acabo
la identificacidn de anticuerpos totales y de inmunoglobulinas fue de vital importancia realizar los
debidos controles positivos y negativos (anexo 12).

La fase post-analitica incluy6 de forma detallada el registro de los datos de cada paciente
en el programa Excel recolectados previamente en la ficha EPI. Posteriormente fue necesario
realizar la tabulacién de los mismos, distribuidos por sexo, mediante frecuencias y el calculo de
Chi cuadrado haciendo uso del programa IBM SPSS Statics version 25 afio 2017. Finalmente, los
resultados obtenidos se analizaron, interpretaron y presentaron de forma grafica con el fin de

facilitar su comprension.
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Los resultados del screening para COVID-19 en el personal de la carrera de Medicina se

muestran a continuacion:

Figura 1

Presencia de anticuerpos para COVID-19 en personal docente, administrativo y estudiantil de la

carrera de Medicina.
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Positivo 0 0 11

Docentes Administrativos Estudiantes

Negativo 1 3 104

Nota: El estudid se llevé a cabo en el periodo 2021 con un total de 119 casos.
Autor: Edita Hernandez Montesdeoca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2021

Analisis: En la figura 1 se evidencia que del total de los 119 pacientes que formaron parte

de nuestro estudio, el 0.8 % que pertenece los docentes vy, el 2.5 % a los administrativos dieron

resultado negativo para la presencia de anticuerpos totales para COVID-19, en cambio que, del

96.7% que pertenece al grupo de estudiantes, el 87.4 % dieron un resultado negativo.



15

Figura 2
Inmunoglobulinas 1gG e IgM para COVID-19 a través del método de ELISA en pacientes

positivos para anticuerpos totales.
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Autor: Edita Hernandez Montesdeoca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2021

Analisis: En la figura 2 se muestran los resultados del analisis de las muestras referente a
la determinacion de 1gG e IgM, de las cuales se puede deducir que, el 100% de muestras que dieron
positivas para anticuerpos totales resultaron también positivas para inmunoglobulina IgG, mientras
que, para la presencia de inmunoglobulinas IgM Gnicamente un 36.3% arrojaron un resultado

positivo.



Figura 3

Prevalencia de anticuerpos totales para COVID-19 de acuerdo al sexo.
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Nota: X2=1,69*"; p >0,05.
Autor: Edita Hernandez Montesdeoca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2021

Analisis: En la figura 3 se indica que, de 119 casos analizados, el 9.2 % corresponden a

casos positivos y el 90.8 % a casos negativos para anticuerpos totales.

Del porcentaje de casos positivos el 5% corresponden a pacientes de género femenino y el

4.2 % pertenece al género masculino.

Los resultados del analisis estadistico, mediante la prueba de Chi cuadrado para determinar

la relacion entre los datos obtenidos, se obtuvo un valor de 1.69, el cual resulto ser inferior al valor

de Chi de la tabla 3.84, con un valor de p>0.05, esto demuestra que no existe efecto o relacion

entre los anticuerpos totales y la variable sexo.
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Figura 4
Niveles séricos de anticuerpos totales positivos para COVID-19 por el método de

electroguimioluminiscencia en pacientes de sexo masculino.
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Autor: Edita Hernandez Montesdeoca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2021

Analisis: En la figura 4 se puede apreciar que, de los 11 pacientes que dieron resultado
positivo para anticuerpos totales un 45.4 % pertenecen al género masculino. Existiendo una
dispersion en los valores de cada una de las muestras, esto quiere decir que no existe una

distribucion normal dentro del limite maximo y minimo.
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Figura 5
Niveles séricos de anticuerpos totales positivos para COVID-19 por el método de

electroquimioluminiscencia en pacientes de sexo femenino.
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Analisis: En la figura 5 se puede apreciar que, del total del grupo de estudiantes con
resultado positivo para anticuerpos totales un 54.5 % pertenecen al genero femenino, al igual que
los en los resultados para en el sexo masculino no existe una distribucion normal dentro del limite

maximo y minimo.
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Discusion

La actividad docente en el ambito universitario a inicios de la pandemia requirié de la
transformacion urgente de las clases presenciales a un formato online y se ha llevado a cabo de
una forma que se puede calificar como aceptable en términos generales, las medidas tomadas se
han ajustado a la urgencia sanitaria (Liu et al., 2020).

En este sentido esta investigacion tuvo como objetivo realizar un screening de anticuerpos
para COVID-19 en la carrera de Medicina, debido a que esta es una de las profesiones que se
encuentra en primera linea dentro del ambito de la salud.

Segun distintos estudios, actualmente son muchas las técnicas y métodos diagndésticos que
permiten evidenciar ya sea la presencia de la particula viral, material genético de Sar-CoV 2 o los
anticuerpos producidos frente a este, dentro de las cuales se encuentran las TECNICAS seroldgicas
como la Electroquimioluminiscencia y ELISA (inmunoenzimatica), ambas son importantes para
entender la epidemiologia de la enfermedad, sobre todo, el rol de la infeccion asintomética en una
persona (Mahase, 2020).

La técnica de Electroquimioluminiscencia es mas sensible, dado que la sefial que emiten
las enzimas acopladas al anticuerpo es un cambio de luz, por lo que hay una lectura mas especifica,
mientras que, la técnica de ELISA mide la concentracién de los anticuerpos en sangre, por medio
del color (Habeeb & Chugani, 2020). Ambas son herramientas inmunodiagnosticas que permiten
realizar estudios de la respuesta inmunologica frente a las infecciones. Sobre todo cuando los
pacientes no muestran sintomatogia y por lo tanto pasan desapercibidos mas sin embargo estos

poseen la presencia de anticuerpos.
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De acuerdo con los resultados obtenidos mediante la técnica de
Electroquimioluminiscencia, 11 estudiantes fueron positivos de un total de 119 pacientes, los
cuales previamente no presentaron sintomatologia de acuerdo a los datos recogidos en la ficha epi,
asi como tampoco ninguno refirié haber sido positivo a COVID-19 mediante pruebas de antigenos
o0 pcr en tiempo real. Lo que denota la importancia de realizar pruebas inmunologicas como apoyo
a la vigilancia epidemiologica de la enfermedad en pacientes asintomaticos que son fuente de
prepogacion del virus. Lo que concuerda con lo descrito por Jiang el al., (2020) en un estudio
realizado en 178 pacientes, que no presentaban ningun sintoma y que tampoco se habian realizado
ninguna prueba de deteccion de SARS-CoV-2, en donde se utilizd la serologia para dicho
procedimiento, el 65% de los pacientes arrojaron un resultado positivo indicando que el individuo
ya estuvo expuesto al virus, que en algin momento cursé con la enfermedad y que ya ha generado
una respuesta inmunolégica a COVID-19.

En base a los resultados obtenidos en la determinacion de anticuerpos IgG e IgM, tomando
en cuenta que se ha demostrado en otros estudios que los kit de ELISA empleados no muestran
reactividad cruzada con los anticuerpos generados por otros coranavirus, lo que significa que existe
poca probabilidad de obtener resultados falsos positivos debido a la deteccidon de anticuerpos
similares que pueden estar presentes en una persona, pero que son especificos de otros coronavirus
distintos del SARS-CoV-2 (Wang et al., 2020).

Uno de los marcadores séricos utilizados con frecuencia para determinar la presencia del
COVID-19 posterior a una infeccion es la inmunoglobulina IgM, en este estudio de los once casos
positivos para anticuerpos totales, Unicamente cuatro resultaron positivos  para esta
inmunoglobulina, tal y como lo describe Correa Diaz, et al., (2020), la IgM se eleva alrededor de

5-7 dias tras el contagio, sin embargo los test lo detectan mejor a los 8-14 dias. Del mismo modo
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como lo menciona Jiang et al., (2020) la deteccion de IgM puede darse a partir del dia 7 de la
sintomatologia y puede durar hasta dos meses, siendo mas fiable su determinacion a partir del dia
12-14. Estas cuatro muestras ademas fueron positivas para IgG por lo que se asume fueron tomadas
durante el periodo subagudo de la enfermedad, pero posterior a los 10 dias. Sin embargo la mayoria
de las muestras resultaron negativas para IgM lo que implica que los pacientes habian superado la
fase aguda de la enfermedad.

Asi mismo del total de pacientes estudiados positivos para anticuerpos totales, se encontrd
un alto porcentaje de anticuerpos 1gG lo que indica que, las personas estuvieron en contacto con
el virus y lograron desarrollar respuesta inmune contra el mismo. En efecto, la IgG se detecta mas
tardiamente, a partir del dia 10, y por lo dicho por Correa Diaz et al., (2020) una muestra dara
resultado positivo para IgG a partir del dia 15-21, en este mismo contexto lo menciona Jiang et al.,
(2020) a diferencia de un dia es decir a partir del dia 15-20.

Al mismo tiempo la identificacion de estos anticuerpos es especifica para evidenciar el
proceso inmunitario y asi observar la tasa real del contagio de la infeccidn en una poblacidn. Esto
es Gtil a la hora de precisar y evaluar politicas de salud publica adoptadas por muchas de las
entidades, ademas, que se adecten a la etapa de la evolucion de la enfermedad (Planchez, 2020).

En este sentido es importante la determinacion de los anticuerpos 1gG e IgM con la
finalidad de distinguir en queé fase esta el paciente de la enfermedad segun la presencia de IgM
(infeccion aguda) o de IgG (Infeccion pasada); la deteccion de ambas inmunoglobulinas se
interpretaria como infeccion subaguda en curso (Jiang et al., 2020). El estudio se centrd
Unicamente en los casos positivos para anticuerpos totales, en donde se evidencié que no todos
fueron positivos para ambas inmunoglobulinas pues la incidencia fue mayor para 1gG, con lo que

se determina que la mayoria de los pacientes ya habian pasado la etapa de infeccion y algunos de
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ellos atn se encontraban dentro de la misma. Del mismo modo un estudio anterior publicado en
‘Nature Medicine' sugirié que los anticuerpos pueden desaparecer después de dos meses en algunos
individuos que tenian el virus pero no experimentaban sintomas (Bernheim et al., 2020). Por lo
que la duracion de la respuesta inmunitaria se encuentra ain en debate.

Estudios realizados por los investigadores del Instituto de Investigacién Lunenfeld-
Tanenbaum de Sinai Health y de la Facultad de Medicina Temerty de la Universidad de Toronto
utilizaron muestras de saliva y de sangre de pacientes con COVID-19 para medir y comparar los
niveles de anticuerpos durante mas de tres meses después de la aparicion de los sintomas.
Descubrieron que los anticuerpos de la clase IgG que se unen a la proteina de punta del SARS-
CoV-2 son detectables durante al menos 115 dias, lo que representa el intervalo de tiempo mas
largo medido (Kohl, 2020). Igualmente, este estudio utilizd6 muestras de sangre para determinar
los niveles de anticuerpos con la diferencia que a estos pacientes se les hizo el examen de
anticuerpos una sola vez, sin embargo, como una recomendacion seria conveniente una evaluacion
por un periodo mas largo de tiempo, con la finalidad de determinar la durabilidad de la respuesta
de los anticuerpos producidos durante la infeccion frente al COVID-19.

En un estudio similar realizado por Li Guo,et al,. (2020) en la Universidad del Pais Vasco,
Espafia, para la deteccion del SARS-CoV-2 se utilizé un ensayo basado en ELISA sobre la proteina
nucleocapside viral recombinante. Dicho estudio se llevo a cabo con 208 muestras plasmaticas,
determinando la presencia de anticuerpos IgM, IgA e IgG con una tasa positiva de 85,4%, 92,7%
y 77,9%, respectivamente (Sun, Liu, & Wang, 2020). En comparacion con el presente estudio la
cantidad de muestras es mayor, pero con respecto a los porcentajes existe gran similitus en ambos.

Existen informes del Ministerio de Sanidad en Espafia sobre la susceptibilidad del virus

segun el sexo, que muestran un patron desigual: inicialmente més frecuente en los hombres, las
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mujeres los superaron a partir del 31 de marzo, tras 2 semanas de confinamiento, con contagios
mas frecuentes en las mujeres en contacto con casos de COVID-19, aunque la prevalencia difiere
entre paises y no es del todo clara. A finales de abril, el exceso de mortalidad es el mismo en las
mujeres (67%) que en los hombres (66%) (Touma, 2020). Por otro lado, segun Sirotich (2020),
(2020) en un estudio realizado en la misma ciudad de Espafia, los casos notificados parecen indicar
que la proporcién de hombres y mujeres con contagio confirmado es similar (47,4% vs. 52,6%),
pero la mortalidad parece ser mayor en los hombres (10,2% vs. 5,8%).

Segun lo dicho por Planchez, (2020) existen datos claros que sugieren que el panorama
inmunoldgico en los pacientes con covid-19 es considerablemente diferente entre los sexos y que
estas diferencias podrian ser la base de una mayor susceptibilidad a la enfermedad en los hombres,
liderd un estudio que fue publicado el 26 de agosto en la revista Nature y que ofrece posibles
explicaciones bioldgicas de por qué los hombres son méas propensos a padecer cuadros severos de
la covid-19 en donde compar a pacientes de ambos sexos y encontrd diferencias clave en la
respuesta inmune durante las primeras fases de la infeccion, una de ellas es la presencia en los
hombres de niveles mas altos de citocinas, que son proteinas que se despliegan como parte de la
reaccion inmune innata del cuerpo. En el caso de las mujeres, se encontrd que tenian una activacion
mas robusta que los hombres de las células T, globulos blancos del sistema inmunoldgico que
tienen la capacidad de identificar patdgenos invasores y destruirlos. Esta investigacion a lo largo
del tiempo reveld que las respuestas deficientes de las células T en los hombres llevaron a
un empeoramiento de la enfermedad.

En cuanto al analisis de la relacion entre la variable sexo y la prevalencia de anticuerpos

frente al COVID-19, los resultados de nuestro estudio para los casos positivos fueron semejantes
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tanta para hombres (54.5 %) como para mujeres (45.4 %), con una minima diferencia pero no

menos significativa entre ambos.
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Conclusiones
En base a los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos concluir que:
Luego del andlisis de las muestras de 119 pacientes, el 9.2 % corresponden a un resultado
positivo para la cuantificacion de anticuerpos totales, los mismos que no presenatron
ningun tipo de sintomas siendo este uno de los motivos por los que ha sido tan dificil
controlar y contener el contagio de este virus, realizar pruebas de detccion de COVID-
19 no solo cuando alguien presenta sintomas, es fundamental para entender cuantos
pacientes con coronavirus se contagiaron debido a portadores asintomaticos que no sabian
que estaban enfermos, cerca del 40-45% de la gente infectada con SARS-CoV-2 es
asintomatica, con una carga viral igual de alta que la de aquellos que estan activamente
enfermos.
Se concluy6 que, de los casos positivos para anticuerpos totales, se encontrd que la
inmunoglobulina 1gG estuvo presente en el 100 % de los mismos, mientras que para la
determinacion de inmunoglobulina IgM solo un 36.3% arrojaron un resultado positivo. La
inmunoglobuliuna IgM es el primer anticuerpo que el organismo genera para combatir una
infeccidn, la IgG es el anticuerpo méas abundante y tarda un tiempo en formarse despues
de una infecccion. Al resultar la mayoria de muestras negativas para inmunoglobulina
IgM, pero positivas para IgG se establece que los pacientes habian superado la fase aguda
de la enfermedad.
Finalmente, con respecto al analisis de resultados positivos y negativos en relacion a la
variable sexo, se determind, que de los 119 casos analizados Unicamente el 9.2 %
corresponden a casos positivos, de los cuales el 5 % pertenece al género femenino. En

cuanto a la prevalencia de anticuerpos con resultados negativos se obtuvo que, del 90.8 %,
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79 pacientes pertenecen al género femenino y 29 al género masculino. Lo cual indica que
no existe una diferencia significativa en la prevalencia de anticuerpos en cuanto al sexo,
aunque el sistema inmunoldgico si influye de cierta manera dentro de la susceptibilidad

ante el padecimiento de COVID-19.
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Recomendaciones

Para diagnosticar infecciones en curso causadas por la presencia del virus COVID-19,
segun la literatura no se deberian usar pruebas de anticuerpos como método de diagndstico
temprano debido a que el resultado puede ser un falso negativo ya que el organismo tarda
entre 1 y 3 semanas para generar anticuerpos. Por lo tanto, es indispensable que se siga
manteniendo las debidas medidas de bioseguridad.

Es recomendable ampliar este estudio para determinar la persistencia de anticuerpos IgG a
lo largo del tiempo en pacientes que cursaron la enfermedad por COVID-19, inclusive
aquellos pacientes inmunizados, ya que las personas con anticuerpos, sea por vacunacion
0 por infeccion, si bien estan protegidos de la enfermedad, pueden contraer el virus de
nuevo Yy transmitirlo a atros. Con esto aportar significativamente con conocimientos sobre

la efectividad y la duracion de la inmunidad.
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Anexos

Anexo 1. Certificado Centro de Diagndstico Médico

Universidad
['I Nacional
de Loja

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, Edita Mariela Hernandez Montesdeoca con Cl. 1150051447 con tema
de tesis “SCREENING EN PERSONAL DOCENTE, ADMINISTRATIVO Y ESTUDIANTIL PARA
COVID-19 DE LA CARRERA DE MEDICINA DE LA UNL” proceso inmunoglobulinas (igM e
1gG) de sus 11 muestras en el periodo comprendido del 17 de marzo hasta 6 de abril del

presente afo.

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

certifico en honor a la verdad.

Loja, 31 de agosto de 2021

Lic. Diana Ramon M.

TECNICO DOCENTE Y RESPONSABLE DE LABORATORIO DE CENTRO DE DIAGNOSTICO
MEDICO

Facultad
de la Salud
Humana
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Anexo 2. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

FOCRa s (S b b R TR GRS
Hora: ..ol
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 tltimo 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 publicacién de
articulos de los temas investigativos y finalmente aportar al perfil epidemioldgico local.

Para la ejecucién del mismo, se necesita la recolecciéon de muestras de sangre de
personal administrativo 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
informacién requerida por la ficha EPI-1 de vigilancia epidemiolégica del Ministerio de
Salud Publica, para la obtencién 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 andlisis de las muestras se llevara a cabo en el laboratorio del
Hospital General Isidro Ayora y el Centro de Diagndéstico Médico de la Facultad de la Salud
Humana.

Considerando que la muestra de sangre sera recolectada mediante una venopuncion,
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.

Los resultados de las pruebas, seran informados en medida del procesamiento y
andlisis 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 seran registrados para su monitoreo posterior.

Toda la informacién 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.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCION DE
MUESTRA

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presioén, coaccién
ni violencia alguna; en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracién, propdésito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la
presente que, he facilitado la informacién 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 informacioén 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
informacidén 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 ningun aspecto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ninguin 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 o conveniencia.

Nombre, firma y Nombre, firma y niumero de
numero de cédula del cédula del testigo
paciente

NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

| e | A A L T P Vi

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

e (L O . y no deseo que se prosiga con el procesamiento de la
muestra entregada o el uso de mis datos. Doy por finalizado en esta
fecha . aniimeniaas mi consentimiento.

Nombre y cédula del paciente Firma del paciente
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Anexo 3. Ficha Epidemiolégica
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Anexo 4. Protocolo para la obtencién de sangre venosa
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Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio clinico
Extraccion de sangre venosa

Protocolo para la
obtencion de
sangre venosa

Fecha de Lista de distribucion del documento Cadigo: 0001
elaboracion: 12 | Estudiantes: Edita Herndndez

Septiembre del | Tutor de proyecto de tesis: BQ. Luisa Celi Carrion M. | v/ersién: 001
2020 Sc.

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.
e Jeringuillas de 5ml
e Tubos tapa roja
Verificar que todos los e Torniquete
Acciones materiales necesarios Materiales e Alcohol y algodén
preliminares estén a la mano e Curitas
[ J
[ J

Léapiz graso y libreta
Kit de bioseguridad
personal (mascarilla,
gorro y traje
protector interno)
Guantes de nitrilo

Procedimiento
para la
obtencion de
muestra
sanguinea

1. Primero el analista procede a lavarse correctamente las manos con

agua y jabon.

2. El analista 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 procedera 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
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10.

11.

12.

13.

epidemiologia, para revisar que este todo completo y con su
respectiva firma.

Se procede a rotular el tubo con el cddigo 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.

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

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

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 puncion
con un movimiento firme y seguro, hasta el lumen de la vena

Se ingresa el tubo tapa roja, recolectando la cantidad de sangre
necesaria y aflojamos el torniquete.

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

Realizamos una desinfeccion en el area de toma de muestra, una vez
que el paciente se haya retirado

Finalmente se desecha los guantes y se procede a colocarse unos
nuevos, esto debe ser realizado después de la toma de muestra de
cada paciente




Anexo 5. Certificado Hospital General “Isidro Ayora”

MINISTERIC _ ST
DE SALUD PUBLICA e
F3 -

HOSPITALISIDRO AYORA LOJA

LABORATORIO CLINICO

Loja, 13 de enero del 2021

CERTIFICADO

La presente tiene como finalidad de otorgar a la Srta. Edita Mariela Hernandez
Montesdeoca portadora de la cédula de identidad 1150051447, la certificacidn
de haber ASISTIDO Y REALIZADO el analisis de anticuerpos totales para Covid-19 en el

equipo Cobas e411 por medio de la téonica 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 afo 2020.

Ledo. Angel Luzén Ramirez

RESPONSABLE DEL SERVICIO DE LABORATORIO CLINICO
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Anexo 6. Protocolo de transporte de muestras
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Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana

Protocolo para el
transporte de

Carrera de Laboratorio clinico muestras
Extraccion de sangre venosa
Fecha de Lista de distribucion del documento Cadigo: 0002
elaboracion: 12 | Estudiante: Edita Hernandez
Septiembre del | Tutor de proyecto de tesis: BQ. Luisa Celi Carrion M. | \/ersién: 002
2020 Sc.
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.
e Contenedores
Acciones Verificar que todos los e Embalajes
preliminares materiales necesarios | Materiales e Tubos ependorf.
estén a la mano e Rotuladores
¢ Cinta Adhesiva
e Gradillas

Procedimiento

1. Una vez obtenida la muestra de sangre, se procede a centrifugarla a

3500 rpm por 5minutos

wn

ayuda de cinta adhesiva.

5. Colocamos los tubos en un cooler con hielo en gel manteniendo la

temperaturade 2 a 8 °C.

6. Transportamos el cooler al lugar donde vamos a realizar el

procesamiento de las muestras.

7. Finalmente; Si ocurriera cualquier incidencia durante el transporte de
muestras, se establece la obligacion de notificar sobre los
incidentes ocurridos a las autoridades competentes.

Colocamos el suero en tubos eppendorf.
Rotulamos cada uno de los tubos con los codigos correspondientes.
4. Dentro de una gradilla colocamos los tubos y los fijamos a ella con
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Anexo 7. Equipo cobas e411
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Anexo 8. Protocolo para el anélisis de anticuerpos totales

Protocolo para el
anélisis de
anticuerpos totales
en el equipo cobas

Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio clinico

Sc.

Extraccion de sangre venosa e411
Fecha de Lista de distribucion del documento Cadigo: 0003
elaboracion: 12 | Estudiantes: Edita Hernandez
Octubre del 2020 | Tutor de proyecto de tesis: BQ. Luisa Celi Carrion M. | v/ersién: 003

Area

Laboratorio Clinico del Hospital Isidro Ayora

Responsable del
laboratorio

Lic. Angel Luzon

Frecuencia

Una vez obtenidas las muestras de los pacientes

Acciones
preliminares

Verificar que se le han
pasado al equipo
controles y calibradores

e Kitde Anti SARS
COV-2
Micropuntas
Microcopillas
Tubos eppendorf
Cooler

Gradilla

Léapiz Graso
Copillas de pléastico

Materiales

Procedimiento
para el analisis
de anticuerpos
totales

Una vez trasportadas las muestras al laboratorio de analisis esperamos
que se estabilicen a temperatura ambiente, después el suero lo
traspasamos a copillas con su respectiva identificacion para su
procesamiento.

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

Después se pasan los calibradores del reactivo Anti SARS COV-2,
ACOV2 Cally ACOV2 Cal2, y luego los controles tanto positivo
COmMo negativo.

Finalmente se digita el codigo 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 analisis.
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Anexo 9. Equipo Elisa Rayto
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Anexo 10. Protocolo IgM
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Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio clinico

Protocolo para la
identificacion de
inmunoglobulina

Extraccion de sangre venosa IgM.
Fecha de Lista de distribucion del documento Cadigo: 0004
elaboracion: 12 | Estudiante: Edita Hernandez
Septiembre del | Tutor de proyecto de tesis: BQ. Luisa lvonne Celi Version: 004
2020 Carrién M. Sc.
Area Laboratorio del Centro Meédico 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.

e Folémetro de Placa
de Microtitulacion
con filtros de
450/620 nm.

e Incubadora 37°C.

Verificar que todos los e Dispositivo de
Acciones materiales ~ necesarios | Materiales lavado manual o
preliminares estén a la mano automatico para

placa de
microtitulacion.
Micropipetas para
uso de (10-1000 ul).
Mezcladora vortex.
Tubos de plastico
desechables.

Procedimiento
para
identificacion de
Inmunoglobulin
algG

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

trabajo

2. Con el suero sanguineo obtenido de las muestras se procede a

realizar el siguiente procedimiento:

3. Pipeteamos 100 ul de estandares/controles y muestras en los pocillos

respectivos. Dejamos el pocillo Al para el blanco.

Recubrimos las tiras con los autoadhesivos suministrados.

Incubamos 1 més 0 menos 5 minutos a 37 mas o menos 1°C.

6. Después de la Incubacion, retiramos el autoadhesivo, aspiramos el
liquido de la tira y lavamos tres con 300 ul de la solucion de tampén

ok
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11.

12.

13.

. Pipeteamos 100 ul de solucion de sustrato de TMB en todos los

de lavado. Debemos evitar el rebosamiento de los pocillos. El
intervalo entre lavado y aspiracion debe ser menor a 5 segundos.
Para sacar el liquido restante de las tiras, es conveniente sacudirlas
sobre papel absorbente.

Pipeteamos 100 ul de conjugado en cada pocillo con excepcion del
blanco substrato Al.

Incubamos 30 minutos a temperatura ambiente.

Repetimos el lavado como en el paso numero 4.

pocillos.

Incubamos exactamente 15 minutos en obscuridad a temperatura
ambiente, en muestras positivas se produce un color azul.
Pipeteamos en todos los pocillos 100 ul de la solucién de Parada en
el mismo orden y mismo intervalo de tiempo como con la Solucién
de Sustrato de TMB.

Medimos la extincién con 450/620 nm en un periodo de 30 minutos
después de afiadir la Solucion de Parada.

Célculos
resultados

de

Blanco: < 0,100

Control negativo: < 0,200 y < Cut-off
Control Cut-off: 0,150-1,300
Control positivo: Cut-off




Anexo 11. Protocolo 1gG
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Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana
Carrera de Laboratorio clinico

Protocolo para la
identificacion de
inmunoglobulina

Fecha de
elaboracion: 12
Septiembre  del
2020

Extraccion de sangre venosa 19G
Lista de distribucion del documento Cadigo: 0005
Estudiante: Edita Hernandez
Tutor de proyecto de tesis: BQ. Luisa Ivonne Celi|\/ersion: 005

Carrion M.Sc.

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.
e Tubos tapa roja
e Guantes
Verificar que todos los e Kitde ELISA IgG
Acciones materiales necesarios estén | Materiales e Lapiz graso
preliminares a la mano e Tubos ependorf
e Pipetas multicanal
e Gradillas
e Puntas
[}

Equipo de ELISA

Procedimiento
para
identificacion de
Inmunoglobulin
algG

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

trabajo

2. Con el suero sanguineo obtenido de las muestras se procede a
realizar el siguiente procedimiento:

3. Preparar el antigeno o proteina recombinante colocando en un tubo
eppendorf 12,5 ul de stock mas 4987,5 ul de PBS 1X.

4. Fijar la placa de 96 pocillos con 50 ul del antigeno recombinante y

dejar incubar toda la noche.

5. Preparar la solucion de lavado con 50 ml de PBS 10X mas 450 de

agua destilada.

6. Desechar la solucion de antigeno no fijada y lavar la placa con 270ul

de PBS-Tween20 al 0.1%.

7. Preparar el buffer de bloqueo con 11 ml PBS-Tween20 al 0.1% y

0.44 gramos BSA al 4%.

8. Bloquear la placa durante 30 minutos a 37°C con 100ul de buffer de

bloqueo.
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10.

11.

12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.

Desechar la solucién de bloqueo y lavar la placa 5 veces con 270 ul
de PBS-T.

Prepara buffer de dilucién con 50 ml de PBS-Tween20 més 2.5
gramos de leche descremada.

Diluir sueros y controles para lo cual tomamos 5ul de muestra o
control méas 495 ul de buffer de dilucion.

Afadir a la placa 100ul de las muestras, controles negativos y
positivos previamente diluidos.

Dejar incubar a 37°C por una hora.

Lavar las placas 5 veces con la solucion de lavado.

Diluir el got anti IgG human-HRP en buffer de dilucién para lo cual
se toma 1,37 ul del conjugado y le agregamos 11 ml de buffer de
dilucion.

Incubar a 37° C por 30 minutos.

Lavar la placa con 270 ul por pocillo de la solucién de lavado.
Preparar el sustrato o-Pdnylenediamine dihydrochloride (OPD)
disolviendo una primeramente la pastilla dorada en 20 ml de agua
pura y luego la pastilla plateada.

Afadir 100 ul de OPD en cada uno de los pocillos.

Incubar 10 minutos en la obscuridad.

Detener la reaccion con 100 ul de &cido clorhidrico al 3N.

Leer las placas en el lector de ELISA a 490nm.

Calculos
resultados

de

Control positivo: Superior a 1,000
Control negativo: Menor a 0,300

Nivel

2SD+3SD+4SD en donde el valor de cut off es de 1,0777.

de corte temporal: Promedio de sueros INBIOMED18 +
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Anexo 12. Controles COVID-19

CHECK LIST PREPARACION DE CONTROLES COVID

CHECK LIST PREPARACION OC NEG PARA ACOVID2

Verificar
Tarea Valoren| Valoren |Valor en| Valor en | Valor en| Valor en | Valor en
realizada | COI1 | COI2 COI3 | CO1g | cots | coie | cou?

Procesar Cal 1 como una muestra de suero de rutina y anotar el resultado en COIs

Procesar al menos S muestras y anatar COls

Seleccionar fas muestras con valor coi <=0,8 (idealmente las mds bajas)

Crear el pool con las muestras seleccionadas

Procesar ¢l Pool y anotar el COl obtenido

Evaluar si cumple criteno <=150% ~-> (COI POOL/CON CALL) X 100 <= 150

Preparar aliouotas de 300 ul y congelar a -20 (28 dias estabdidad)

Configurar en DM el control con valoracién Media 0.4 SD 0,133

CHECK LIST PREPARACION QC POS PARA ACOVID2

Verificar
Tarea |Valoren| Valoren |Valor en| Valor en | Valor en| Valor en | Valor en
realizada| COI1 CoI2 COI3 | COI4 | CONS | COIB | COi?

Procesar Cal 2 como muestra una muestra de suero de rutina y anatar resultado en COls

Procesar al menos S muestras y anatar COIS

Seleccionar al menos 3 muestras o més con valor COI > al COI Cal 2

Crear el poal con las muestras seleccionadas

Procesar el Pool y anotar el COI obtenido, debe estar en o rango 3-15

Si cumple, medir dos veces méds el POOL positivo y anotar el resutado en COls

Caleuar con la mediana de los tres resutados obtenidos el valor cbjetivo del control

Preparar alicuotas de 300 uL y congelar a -20 (28 dias estabilidad)
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GCS

Preparacion de materiales de control de calidad para su uso en Elecsys
Anti-SARS-CoV-2

Aviso:

Esta breve guia complementa la documentacién de usuario de los analizadores y la hoja de
instrucciones de uso de Elecsys Anti-SARS-CoV-2.

Se ha hecho todo lo posible para garantizar que toda la informacién contenida en este documento sea
correcta en el momento de su publicacion.

Es obligatorio que los operadores del sistema lean detenidamente el manual del operador y las
instrucciones de uso antes de utilizar el analizador y el ensayo.

Usuario:

Sélo el personal capacitado es capaz de trabajar con seguridad con los sistemas respectivos. Por lo
tanto, el manejo del sistema estd restringido a operadores capacitados. Cuando trabaje con material
biopeligroso, asegarese de seguir estrictamente las normas BPL.

Seguridad:

Las declaraciones de seguridad se dan en la documentacién del usuario del analizador, en las
instrucciones de uso y en las hojas de métodos.

Por su propia seguridad, los operadores deben estar familiarizados con las declaraciones de seguridad y
estdn obligados a observarlas.

Historia de la version:

V1.0 Inicial28-Abr-2020

paginaide3 Qc
28-Abr-2020
Versién 1.0
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1-

Control de calidad

Para el control de calidad, utilice materiales de control preparados de la siguiente manera.

Una vez que se esté familiarizado con el procedimiento, se recomienda hacer grandes lotes de
material de control para facilitar la ejecucién de la rutina.

2- Control negativo:

&=

Procese una cantidad adecuada® de muestras y registre el CO| de cada una de ellas.

Coloca el material ACOV2 Call en un rack de rutina y proceselo como muestra. Registre este
resultado.

Seleccione = 5 muestras no reactivas ejecutadas en el paso 1. Las muestras no reactivas
tienen un COI de <0,8 (resultado cualitativo "no reactivo"). Elija muestras con un COI
pequefio (consulte los ejemplos que figuran en el punto 5.). Junte y mezcle cuidadosamente
para crear un pool de sueros, evitando la formacién de espuma.

Analice la muestra de suero y registre el COl. Asegurese de que el COl es <0,8.

Verifique que el COI del pool de suero es < 150% comparado con el resultado del COI del
ACOV2 Call en el paso 2:

COI pool serum sample (step 4)

<
COT ACOVZ Call (step2) < 100 =150

Por ejemplo:

V082 100599, 5 Passen
—_ = -
0.087 —

0208 500 5238 =5 Puiled
—_— = —
0.087 e

Si el valor estd por encima del 150%, repita desde el paso 3.

Si el valor es inferior o igual a 150%, entonces continde con el paso 6.

Prepare alicuotas de aproximadamente 300 pl” del material de control negativo (pool
sueros). Para informacién sobre estabilidad y almacenamiento, por favor consulte las
instrucciones de uso de Elecsys Anti-SARS-CoV-2.
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! pepende de la cantidad de muestras disponibles y necesarias (véase el paso 3.) y de la cantidad de material de control que
se prepare. También es posible ejecutar en esta ejecucidn las muestras necesarias para la preparacion de los controles
positivos (véase mas adelante).

? El volumen de la muestra es de 12 pl en el e 801, 20 pl en el e 411, e 601 y e 602. El volumen muerto del e 601/602/801
en vasos estandar es de 100 pl, para el e 411 200 pl.

pagina 2 de 3 QC: 29-Abr-2020 Versién 1.0 ES
RCSC Sant Cugat
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Introduzca media y desviacion para el control negativo. Para asegurar que el material de
control negativo es <0,8 COI, introduzca 0,4 COl y 1SD 0,133,

Control positivo:

Procese una cantidad adecuada de muestra (compdarese con el paso 3) y registre el COI de
cada muestra o seleccione las muestras ejecutadas para detectar muestras negativas.

Coloca el material del ACOV2 Cal2 en un rack de rutina y proceselo como muestra. Registra el
COl este resultado.

Identificar 23 muestras reactivas con COIs que son mas altos que el COI del ACOV2 Cal2.
Junta y mezcla cuidadosamente la muestra identificada en el paso 3 para crear un pool de
sueros, evitando la formacién de espuma. Si el COI de las muestras es superior a 15, diluya
las muestras con suero de control negativo® o diluya con diluyente multiassay para obtener
un COl entre 3 y 15.

Ejecute una alicuota del pool de sueros para asegurarse que tiene un resultado entre 3y 15
CcOol.

Prepare alicuotas de aproximadamente 300 pl* del material de control positivo acumulado.
Para informacién sobre estabilidad y almacenamiento, por favor consulte |a hoja de métodos
de Elecsys Anti-SARS-CoV-2.

Para utilizar este material de control, determine el COI del control midiendo el control por
triplicado y utilizando un pack de reactivos recién abierto (a bordo menos de 24 h).

Obtener la mediana (valor medio) de las mediciones por triplicado en el paso 7. Esto sirve
como valor objetivo para este material de control positivo. Las mediciones subsiguientes de
todas las alicuotas de este material de control deben coincidir con este valor objetivo + 45%
(3SD = 45%, 1SD = 15%).

por ejemplo:

Primera medicién COl: 8,82

Segunda medicién COI: 8.01

Tercera medida COI: 8.53 -> valor medio: 8.53 -> valor objetivo: 8.53

1SD = 8.53 x 0.15 = 1.28

El valor objetivo del control positivo es especifico para cada lote y la evaluacién del valor
objetivo, como se ha descrito anteriormente, debe realizarse para cada lote de ensayo.
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