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Titulo

Factor reumatoide IgM y antipéptido ciclico citrulinado como
diagnadstico presuntivo de artritis reumatoide en mujeres menopadusicas en San

Vicente de caney-canton Yantzaza



Resumen

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que causa inflamacién de
articulaciones y tejidos circundantes donde se involucran factores genéticos, ambientales,
étnicos, geograficos y sexo, ya que las mujeres presentan mayor incidencia en la enfermedad.
En el laboratorio se realizan dos pruebas que ayudan a la determinacion de AR; FR y Anti-
CCP. El presente estudio tuvo como objetivo calcular los valores de FR IgM y Anti-CCP en
64 mujeres menopadusicas de la comunidad de San Vicente de Caney del canton Yantzaza,
complementando con los criterios de clasificacion mediante una encuesta para un diagndstico
presuntivo de la enfermedad. A través del analisis estadistico SPSS edicion 25 se obtuvo que
la media de FR IgM fue 16,12 Ul/ml con una frecuencia del 10,3% (n=8); y 4,48 Ul/ml con
una frecuencia de 1,3% (n=1) en Anti-CCP. Adicionalmente, se midieron los niveles de FR
IgM y Anti-CPP a 14 mujeres en edad fértil de la comunidad y mediante la prueba de U de
Mann Whiteny se obtiene rangos similares en ambos grupos; las mujeres menopausicas
obtuvieron 39,28 Ul/ml y el grupo control presento 40,50 Ul/ml en FR IgM; por otro lado,
el valor de Anti-CCP en mujeres menopausicas fue 40,85 Ul/ml y en el grupo control de
33,32 Ul/ml. A cada paciente se le realizé una encuesta donde se obtuvo que 40 mujeres no
presentaban indicios de la enfermedad, 23 de ellas se recomienda revaluar en unos meses y
solo una de ellas completar los criterios de clasificacion con los reactantes de fase aguda.
Concluyendo que la mayoria de las mujeres de esta comunidad no presentan niveles alterados
de FR IgM y Anti-CCP aun cuando la mayoria presentaba sintomatologia y la importancia
de los criterios de clasificacion, los cuales ayudaron a identificar si las mujeres padecian o
no AR.

Palabras clave: enfermedad autoinmune, articulaciones, identificacion, serologia



2.1  Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that causes inflammation of the joints
and surrounding tissues where genetic, environmental, ethnic, geographic and gender factors
are involved, since women have a higher incidence of the disease. Two tests are performed
in the laboratory to help determine AR; FR and Anti-CCP. The objective of this research
work was to calculate the RF IgM and Anti-CCP values in 64 menopausal women from the
community of San Vicente of Caney of the Yantzaza canton, complementing the
classification criteria through a survey for a presumptive diagnosis of the disease. Through
the statistical analysis SPSS edition 25, it was obtained that the mean IgM RF was 16.12
IU/ml with a frequency of 10.3% (n=8); and 4.48 1U/ml with a frequency of 1.3% (n=1) in
Anti-CCP. Additionally, RF IgM and Anti-CPP levels were measured in 14 women of
childbearing age from the community and similar ranges were obtained in both groups using
the Mann Whiteny U test; menopausal women got 39.28 IU/ml and the control group
presented 40.50 IU/ml in RF IgM; on the other hand, the value of Anti-CCP in menopausal
women was 40.85 IU/ml and in the control group it was 33.32 IU/ml. Each patient was given
a survey where it was found that 40 women had no signs of the disease, it is recommended
to reassess 23 of them in a few months and only one of them complete the classification
criteria with acute phase reactants. Concluding that the majority of women in this community
do not have altered levels of RF IgM and Anti-CCP even though most of them had symptoms
and the importance of the classification criteria, which helped identify whether or not the
women suffered from RA.

Keywords: autoimmune disease, joints, identification, serology



Introduccién

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, cronica presente en su
mayoria en poblacion adulta, se caracteriza por la aparicion de inflamacion definida en al
menos una articulacién, ademas de presentar hinchazon, dolor y frecuentemente destruccion
articular, puede diseminarse y afectar a otros 6rganos ademas del sistema articular, como los
pulmones, la piel y los ojos, por lo general las mujeres, los fumadores, personas que padecen
obesidad y aquellos con antecedentes familiares de AR son los més afectados (MDa et al.,
2022).

Las hormonas juegan un papel importante en la AR, por ejemplo, en el embarazo los
niveles de estrogenos aumentan mejorando asi la condicion de la enfermedad, en cambio en
la menopausia afecta significativamente al estado funcional de las mujeres que padecen
artritis reumatoide dependiendo de si la menopausia es temprana o tardia (Von
Bischhoffshausen Pervan et al., 2019).

En la menopausia los niveles de estrégenos disminuyen causando que las mujeres con
AR agraven su estado, algunas presentan los primeros sintomas de la enfermedad durante
este periodo ya que los estrégenos tiene un papel protector ante el desarrollo de artritis
reumatoide, el consumo de anticonceptivos y la gestacion son periodos donde los niveles
de estrogenos aumentan asociandose a un menor riesgo de presentar la enfermedad o la
disminucion de los sintomas durante ella. Existe mayor probabilidad de padecer AR en las
etapas donde la produccién de estrégenos desciende, como en la menopausia y el postparto
(Turrion Nieves et al., 2017).

La enfermedad afecta del 0,3 al 1,2% de la poblacion mundial, independientemente del
origen, con mayor incidencia en mujeres en una frecuencia de 2 a 3% superior a la de los
hombres, aparece a cualquier edad, pero en la mayoria de veces oscila entre los 35 y 50 afios
(Corisco, 2021). En cuanto a su distribucién geografica, los valores mas elevados de
prevalencia corresponden a algunas tribus de indios americanos y esquimales, mientras que
en paises africanos y asiaticos la incidencia es menor (Garcia de Yébenes y Loza, 2018).

En Ecuador la prevalencia es del 0,9 % en su poblacién, siendo las mujeres las mas
afectadas con un promedio de edad de 40 afios (Ministerio de Salud Publica del Ecuador,
2016).



San Vicente de Caney es un barrio perteneciente a la parroquia de Chicafia, ubicado en
el canton Yantzaza, provincia de Zamora Chinchipe, donde existe una comunidad con
diversidad étnica, en su mayoria personas de edad avanzada, la cual basa su economia en la
ganaderia y agricultura.

Las mujeres de la comunidad que mayormente sobrepasan los 40 afios son madres de
familia que laboran en el campo y que cuentan con poca accesibilidad a la salud pues el
subcentro de la comunidad no consta con laboratorio clinico y el mas cercano se encuentra
en el canton Yantzaza, a 16km de distancia.

La presente investigacion tuvo como objetivo realizar un diagnéstico presuntivo de
artritis reumatoide a mujeres menopadusicas pertenecientes a la comunidad San Vicente de
Caney a partir de muestras ambulatorias por medio de dos pruebas en sangre FR IgM y Anti-
CCP, con la técnica de inmunoensayo (ELISA), con la finalidad de contribuir a la comunidad
por medio de la identificacion de niveles elevados en ambas pruebas antes mencionadas,
ademas es importante mencionar que la identificacion y valoracion de estos autoanticuerpos
constituye uno de los aspectos mas importantes que los medicos tienen en cuenta a la hora
de establecer el diagndstico, controlar la evolucién e incluso perfilar el pronostico de la
artritis reumatoide, es decir, su identificacion aporta informacion valiosa para el diagnostico

médico de la enfermedad.



Marco Teorico
4.1 Definicion

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénica caracterizada por la
inflamacion de articulaciones y tejidos circundantes que puede afectar a diferentes érganos
aun asi, no se conoce la razén concreta del porqué de esta enfermedad pero se la cataloga
como autoinmunitaria ya que el sistema inmunitario del cuerpo ataca al tejido sano por error.
(Armas, 2019)

Esta enfermedad puede aparecer a cualquier edad, pero su mayor indice se encuentre
en mujeres de edad adulta, también algunos factores como el tabaquismo, los cambios
hormonales y los genes pueden ayudar a la aparicion de la artritis reumatoide. (Lisett et al.,
2020)

4.2  Historia

Segun los estudios realizados de los tipos de tejidos humanos, estas variaciones se
originaron antes de que el Homo Sapiens surgiera y en esto, el proceso de la seleccion
positiva de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad ayudé al desarrollo de la
diversidad racial es decir, al origen del polimorfismo y por ende a la diversidad genética y
evidentemente a la heterogeneidad de las enfermedades a lo largo de la historia, cabe recalcar
que previamente al surgimiento de las enfermedades en el humano, aparecieron los abscesos
dentarios, la tuberculosis, la ateroesclerosis, la osteoartritis y la espondilitis deformans en los
animales primitivos (Turrion Nieves et al., 2017).

La paleopatologia es de suma importancia para el estudio de la antigliedad de una
enfermedad ya que el esqueleto es una forma de poder documentar el origen, y en algunos
casos la etiologia, de una padecimiento ¢seo y articular. Se ha determinado la antigiiedad de
algunas de las enfermedades como la osteoartritis, la espondilosis deformans y la gota pero
el origen de la artritis reumatoide y las espondiloartropatias es un padecimiento mas reciente.
(Neri Vela y Lievano Madrigal, 2017)

La AR se ha identificado en una poblacidn bastante antigua que data de 6500 a 4300
afios a. C, en poblaciones indigenas a lo largo de los Estados Unidos (Benjamin Chun-Kit
Tong, 2021)



4.3 Clasificacion

Los criterios de clasificacion para la artritis reumatoide segin (Merck Sharp &
Dohme, 2021) se basan en un algoritmo con puntuacién, donde se agregan puntajes para las
categorias A-D; se requiere una puntuacion > 6, siendo el valor méximo de 10, para definir

artritis reumatoide en un paciente, expuestos a continuacion:

A. Afeccién articular

1 articulacion grande 0

2-10 articulaciones grandes 1

1-3 articulaciones pequefias (con afeccion de grandes 9
articulaciones o sin esta)

4-10 articulaciones pequefias (con afeccion de grandes 3
articulaciones o sin esta)

> 10 articulaciones (al menos 1 articulacion pequefia) 5

B. Serologia (se necesita el resultado de al menos 1 estudio para la clasificacion)

FR negativo y anti-CCP negativo 0
FR positivo bajo o anti-CCP positivo bajo 2
FR positivo alto o anti-CCP positivo alto 3

C. Reactivos de fase aguda (se necesita el resultado de al menos 1 estudio para
la clasificacidn)

PCR normal y velocidad de eritrosedimentacion normal 0

PCR anormal o velocidad de eritrosedimentacion anormal 1

D. Duracion de los sintomas (segun refiere el paciente)

< 6 semanas 0

> 6 semanas 1




a) Los pacientes con una puntuacion < 6 pueden ser reevaluados; pueden cumplir
los criterios para la artritis reumatoide de forma acumulativa en el tiempo.

b) Las articulaciones interfalangicas distales, la primera articulacién
carpometacarpiana y la primera articulacion metatarsofalangica se excluyen de
la evaluacion.

c) Las grandes articulaciones son los hombros, codos, caderas, rodillas y tobillos.

d) Las articulaciones pequefias son las articulaciones metacarpofalangicas, las
articulaciones interfalangicas proximales, la segunda a la quinta articulaciones
metatarsofalangicas, las articulaciones interfalangicas del pulgar, y las
mufiecas.

e) Pueden incluir otras articulaciones no especificadas (p. ej., temporomandibular,
acromioclavicular, esternoclavicular).

f) Un valor bajo positivo indica niveles entre 1y 3 veces el limite superior normal.

g) Un valor alto positivo indica niveles al menos 3 veces el limite superior normal.

Anti-CCP = anticuerpo anti proteina citrulinada; PCR = proteina C reactiva; FR
= factor reumatoide.

4.4  Etiopatogenia

La artritis reumatoide es el resultado de la accion mutua de un antigeno
desencadenante y una base genética predisponente, donde se encuentran involucrados
factores genéticos, ambientales, étnicos, geograficos y nutricionales. Probablemente el
proceso inicia a partir de la inmunidad innata, seguido de la citrulinizacién y presentacion
antigénica por parte de células presentadoras de antigenos (CPA); ya sea con proteinas
nativas o modificadas en la articulacion. Estas células viajan hacia los 6rganos linfoides
centrales y una vez alli, las CPA presentan una gran variedad de antigenos a las células T que
pueden activar las células B o pueden migrar de nuevo a la membrana sinovial, perpetuando
y reactivando el dafio. Una vez que el proceso autoinmune se ha concretado, la sinovitis de
la AR se organiza como tejido invasivo que tiene la capacidad de degradar el cartilago vy el

hueso. Es poco probable que exista un Unico «antigeno reumatoide», en su lugar, existe un



amplio espectro de antigenos especificos de la articulacién, colageno de tipo Il o antigenos
citrulinados no especificos serian los responsables (Maranon, 2020).

En torno a la histopatologia de la AR, es la generacion de nuevos vasos sanguineos
sinoviales que se acompafian con el trasudado de fluido y la transmigracion de linfocitos en
la membrana sinovial y de polimorfonucleares al liquido sinovial. Conforme se desarrollan
nuevos vasos sanguineos, las citoquinas producidas en la membrana sinovial en respuesta al
factor de necrosis tumoral (TNF) activan las células endoteliales para generar moléculas de
adhesion que facilitan la adherencia dependiente de la activacion de los leucocitos, lo que
agiliza la diapédesis y la extravasacion de células en la membrana sinovial. La cascada de
citoquinas proinflamatorias reguladas entre si de manera autocrina y paracrina son de suma
importancia en la iniciacion y perpetuacion de la AR, teniendo como resultado un fenotipo
transformado de las células de revestimiento sinovial (Greenblatt et al., 2020).

Las celulas inflamatorias son recluta das a la membrana sinovial por las acciones de
las interleuquinas (IL) IL-17A, TNF, IL-1, IL-6, IL-18, factor de crecimiento endotelial
vascular y quimiocinas. Su tarea en la membrana sinovial se facilita por inhibicion de la
apoptosis y otros mecanismos de inmunidad innata, por el interferon (IFN) alfa y beta, 1L-15
y TNF. Las células T desempefian su funcion en presencia de IL-23, IL-27, IL-12, IL-15, IL-
18 y quimiocinas que inducen la secrecion de otras moléculas. Al mismo tiempo, el
componente destructivo de la sinovitis se genera por el TNF, IL-17, proteinas morfogénicas
Oseas y factor de crecimiento transformante beta, pudiendo tener también un papel importante
sustancias secretadas por los mastocitos (Olivera, 2019).

4.5 Sintomatologia

Uno de los sintomas caracteristicos de la AR es la aparicion de inflamacion y dolor
en las articulaciones, la enfermedad puede causar dafio en cartilagos, huesos, tendones y
ligamentos de las articulaciones, puede aparecer en cualquier edad, sexo y etnia; sin embargo,
suele comenzar entre los 25-50 afios de edad, en especial en mujeres. (SER, 2017)

Una manera de distinguir la AR es por el tipo de articulaciones afectadas: por lo
general afecta la mufieca y otras articulaciones de la mano pero no las que estan mas cerca
de las ufias, también se pueden ver afectados los codos, hombros, cuello, mandibula, caderas,

rodillas, tobillos y pies, sin embargo raramente dafia la columna vertebral. (Diaz et al., 2016)



Se presenta simetria en la afeccion, es decir, en ambas manos o en ambas rodillas, su
inicio es lento, con sintomas iniciales como dolor articular leve, rigidez y cansancio. Es
bastante frecuente la rigidez matutina de aproximadamente una hora, al despertarse, el
paciente siente dolor en las articulaciones luego de dormir; las articulaciones pueden sentirse
calientes, sensibles y rigidas, con el paso del tiempo pueden perder su rango de movilidad y
deformarse en forma progresiva. (Diaz et al., 2016)

4.6 Epidemiologia

La artritis reumatoide se encuentra alrededor del mundo con una prevalencia de entre
0,3 a 1,2% con un promedio de edad que oscila entre los 35 y 50 afios, siendo las mujeres las
que mayormente se ven afectadas. Las estimaciones mas altas elevadas corresponden a las
de tribus indias americanas y esquimales, por encima del 3%, y las mas bajas se han
encontrado en Africa y Asia, por debajo del 0,2%. En Europa, los estudios epidemioldgicos
realizados han proporcionado cifras intermedias, siendo mas alta la incidencia en paises
nordicos y mas bajas en el entorno mediterraneo (Carmona, 2018).

En estados Unidos la incidencia anual observada es de 36/100.000 en mujeres y de
14/100.000 en varones; lo que supone menos de 0,5 casos nuevos por 1.000 personas Y afio.
La enfermedad aparece raramente por debajo de los 45 afios y sus curvas de edad son distintas
entre varones y mujeres (Castilho et al., 2020).

En Ecuador, la prevalencia es del 0,9 %, afectando en mayor nimero al sexo femenino
(less-cuenca et al., 2020).

4.7 Etapas de la enfermedad

A medida que la artritis reumatoide progresa, el cuerpo cambia y en algunos casos se
logra observar cambios, mientras que otros no. Cada etapa de la artritis reumatoide viene con
diferentes objetivos de tratamiento, esta patologia es progresiva y se caracteriza por constar
de cuatro etapas:

471 Etapal

Es la primera etapa de la enfermedad temprana, muchas personas llegan a sentir dolor,
rigidez e inflamacion en las articulaciones. Durante esta etapa, existe inflamacién dentro de
la articulacion, el tejido articular se hincha y no existe dafio a nivel 6seo, aunque el
revestimiento sinovio se inflama, se presenta una sinovitis, aumento de volumen del liquido

sinovial, articulaciones inflamadas (Matteson, 2019)
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4.7.2 Etapa?

En esta etapa se presenta la AR moderada. La inflamacion del sinovio causa dafio al
cartilago articular, este es un tejido que cubre el extremo de los huesos en el sitio de las
articulaciones, causando friccion, en el que cartilago se dafa, las personas pueden
experimentar dolor y pérdida de movilidad, limitando el movimiento de las articulaciones,
presentandose hipertrofia sinovial, proliferacion celular, erosién del cartilago,
neovascularizacion e inflamacion adicional (Real, 2021).

4.7.3 FEtapa3

Una vez que la enfermedad progresa hasta llegar a esta etapa, se la cataloga como
grave. En este punto, el dafio se extiende hasta los huesos, debido a que la amortiguacién
entre los huesos estd desgastada, estos se rozaran unos con otros, causando mas dolor e
hinchazon. Algunas personas pueden experimentar debilidad muscular y mayor impedimento
de la movilidad. EIl hueso se puede dafar provocando erosion en el mismo y puede aparecer
alguna deformidad (Real, 2021).

474 FEtapa4

La inflamacion en esta etapa desaparece en las articulaciones, se considera la etapa
final de la enfermedad, las articulaciones dejan de funcionar y las personas ain experimentan
dolor, hinchazon, rigidez y pérdida de movilidad. La funcion muscular disminuye, las
articulaciones se destruyen poco a poco y el hueso se fusiona formando anquilosis. Este
proceso entre etapas puede llevar afios en su desarrollo, algunas personas no progresan a otra
etapa a lo largo de su vida, observandose poca actividad de AR en ellas, en algunos casos,

esto puede significar que la artritis reumatoide ha entrado en remision (Matteson, 2019).

4.8 Factores de riesgo
En la AR se ha demostrado que existen ciertos factores asociados a un mayor riesgo
de padecer artritis, algunos de estos factores de riesgo se pueden modificar mientras que otros

no:
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4.8.1 Factores de riesgo no modificables

4.8.2

4.8.1.1

4.8.1.2

48.1.3

Edad. Conforme los afios pasan, el riesgo de padecer AR aumenta, debido
al desgaste del cartilago con el pasar de los afios, es por esto que se observa
mayor incidencia de AR en personas de la tercera edad (Camacho Castillo
et al., 2019).

Sexo. La mayoria de los tipos de artritis son mas comunes en las mujeres; el
60 % de las personas con artritis son del sexo femenino, esto se puede deber
a los cambios hormonales que estas experimentan que dejan mayor
predisposicion a este tipo de patologias. mujeres (Pascual, 2019).

Factores genéticos. Ciertos genes especificos se asocian a un mayor riesgo
de padecer ciertos tipos de artritis, como la artritis reumatoide (AR) y el
lupus eritematoso sistémico (LES) (de Armas Hernandez et al., 2017).

Factores de riesgo modificables

4.8.2.1

4822

4823

48.2.4

Sobrepeso. Un peso excesivo contribuye a la aparicion de enfermedades

como la osteoartritis de rodilla. (Alvarez-Nemegyei et al., 2020)

Lesiones en las articulaciones. Las lesiones provocadas por golpes o dafios
en las articulaciones pueden contribuir a la aparicion de osteoartritis en

donde se origind dicha lesion (de Armas Hernandez et al., 2017).

Infeccion. Diversos agentes microbianos tiene la capacidad de provocar una
infeccidn en las articulaciones y el posible desarrollo de artritis (de Armas
Hernandez et al., 2017).

Ocupacidn. Las labores donde se requieren trabajos forzosos y se exponen
fisicamente causando deterioro o dolor articular poniendo en riesgo las

articulaciones, como por ejemplo en las rodillas (Camacho Castillo et al.,
2019).

4.9  Artritis reumatoide y menopausia

Los estudios realizados indican que las hormonas pueden jugar un papel importante

en la artritis reumatoide, las mujeres experimentan cambios en la actividad de su enfermedad

cuando los niveles hormonales cambian, por ejemplo, durante el embarazo cuando los niveles
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de estrégeno aumentan, las mujeres han visto mejoria en los sintomas de la AR, pero después
de dar a luz cuando los niveles de estrogenos disminuyen, hay una mayor frecuencia del
desarrollo de la enfermedad o dolores en la enfermedad. (Organizacion mundial de la salud,
2020)

Las mujeres disminuyen los niveles de estrgeno en esta etapa de sus vidas, ademas,
se ha evidenciado que, aquellas que pasan por la menopausia a una edad temprana tienen mas
probabilidades de desarrollar AR en comparacion con las que experimentan una menopausia
normal o tardia (SER, 2017).

La menopausia es un proceso fisiolégico que ocurre en el cuerpo de todas las mujeres,
marca el final de los ciclos menstruales y el inicio de diversos cambios hormonales donde se
ha demostrado que los sintomas de esta enfermedad se agravan. En un estudio reciente,
observacional publicado en la revista Rheumatology, los investigadores analizaron el estado
funcional de 8,189 mujeres con AR donde indicaron que la menopausia tuvo un impacto
significativo en el nivel y la tasa de deterioro funcional asociandolo a la progresion y

deterioro de los sintomas de la AR (Alejandro y Petra, 2019).

4.10 Diagnostico de Laboratorio

Los hallazgos en el laboratorio juegan un papel importante en la determinacion de
AR, no se recomienda emplear el perfil reumatico, si no que realizar diversas pruebas para
complementar su determinacion. Se realiza la velocidad de sedimentacion globular (VSG),
la proteina C reactiva (PCR), &cido urico (AU) y antiestreptolisinas (AEL), las cuales no son
especificas de la enfermedad. Las propiedades esenciales para la confiabilidad de una prueba
de laboratorio son la sensibilidad, la especificidad y el valor predictivo o negativo. También
se realizan pruebas serologicas como factor reumatoide y antipéptido cilicio citrulinado, los
cuales si tiene mayor sensibilidad para la enfermedad (Armas, 2019)
4.10.1 Factor Reumatoide

El FR pertenece a un grupo de inmunoglobulinas definido tipicamente como
anticuerpos que reaccionan con la porcion Fc (fragmento cristalizable) de las moléculas de
IgG humana, los anticuerpos contra el factor reumatoide conciernen a las tres principales
principales de inmunoglobulinas: IgM, IgG e IgA. Las inmunoglobulinas IgM e 1gG del

factor reumatoide son mas frecuentes ya que se encuentra presente el FR IgM en el 75% de
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los pacientes diagnosticados de AR, cabe recalcar que el FR también se ha asociado con
algunas infecciones bacterianas y viricas como hepatitis y mononucleosis infecciosa, y con
algunas infecciones cronicas como tuberculosis, enfermedades parasitarias, endocarditis
bacteriana subaguda y cancer, es decir, no es especifica de la artritis reumatoide. Ademas, se
pueden observar niveles elevados de FR en el 15% de la poblacién que supera los 65 afios de
edad. Afos atras esta prueba se media mediante diversas pruebas de aglutinacion, como
células de ovejas sensibilizadas, aglutinacion por latex y floculacidn en bentonita, pero en la
actualidad se han elaborado nuevos métodos mas sensibles, como nefelometria, ensayos
radioinmunoldgicos (RIA) y ELISA. EI método ELISA es sencillo y preciso para medir el
FR y ofrecen la ventaja de ser especifica por clase y no ser susceptibles a la prozona, dos

inconvenientes habituales en los sistemas de pruebas por aglutinacién (Only, 2020)

4.10.1.1 Método de aglutinacion con latex (Centis). Se basa en el principio de
aglutinacion en laminas porta objetos. El reactivo contiene particulas de
latex recubiertas de 1gG humana; los Fr reaccionan con las particulas de

latex provocando una aglutinacion detectable a simple vista (Cetina, 2017).

4.10.1.2 Método turbidimeétrico con latex. Las particulas de latex recubiertas con
gammaglobulina humana son aglutinadas por los Fr en la muestra; esta
aglutinacion provoca un cambio de absorbancia proporcional a la
concentracion de Fr y con el empleo de un estandar de concentracion
conocida se puede determinar el contenido de Fr presentes en la muestra
problema (MONALB, 2020).
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4.10.1.3 Factor Reumatoide IgM en ELISA. Se basa en una reaccién inmunoldgica
indirecta ligada a enzimas, donde se siguen los siguientes pasos: los
anticuerpos presentes en muestras positivas se ligan al antigeno revestido en
la superficie de los dos pocillos de reaccién formando un complejo antigeno-
anticuerpo, este procedimiento se debe incubar y a continuacion realizar un
primer lavado donde las moléculas no ligadas y las moléculas ligadas no
especificas se eliminan a partir de este primer lavado. El conjugado de
enzima afiadido se liga al complejo anticuerpo-antigeno inmovilizado. Tras
la incubacién se realiza un segundo lavado para eliminar el conjugado de
enzimas no ligado. La adicidn de un acido detiene la reaccion de formacion
de un color amarillo del producto final, con la intensidad del color amarillo
guarda relacion con la concentracion del complejo anticuerpo-antigeno y
puede medirse fotométricamente a 450 nm (Nelly, 2020).
En el estudio realizado por (Nelly, 2020) expone el método analitico ELISA con una
gran especificidad para la determinacion del factor reumatoide, logrando procesar un gran
namero de muestras con un equipamiento sencillo, en comparacién con los antes

mencionados como la técnica en latex y turbidimétrico.

4.10.2 Antipéptidos ciclicos citrulinados (Ac. Anti-CCP)

Son anticuerpos dirigidos contra residuos de citrulina; estos residuos son formados
por la via de modificaciones postraduccionales de una proteina en los residuos de arginina.
Estos anti-CCP son altamente especificos en artritis reumatoide, hasta en 98%, y
moderadamente sensibles, hasta en 68%; son particularmente utiles para detectar AR
temprana y su concentracion puede ser de valor, ya sea sola o con la medicion conjunta de
factor reumatoide los cuales funcionaran como marcadores de pronostico o severidad de la
enfermedad. Su valor normal: < 25 Ul/mL (Cetina, 2017).
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4.10.2.1 CIMA. La prueba de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico es un
inmunoensayo de dos pasos la determinacion semi-cuantitativa de auto-
anticuerpos de tipo 1gG especificos contra el péptido citrulinado ciclico en
suero o0 plasma humano, usando la tecnologia del inmunoensayo
quimioluminiscente de macroparticulas (CMIA). Para este tipo de ensayo,
la muestra es prediluida en un tampén de lavado y combinada con
microparticulas paramagnéticas recubiertas con péptidos de forma ciclica
con numerosos residuos de citrulina, a las cuales se unen los anticuerpos
especificos contra los péptidos ciclicos citrulinados presentes en la muestra
de los pacientes (Cetina, 2017).

4.10.2.2 ELISA. Es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas donde se
determina de forma cualitativa y semicuantitavia de anticuerpos 1gG frente
a los péptidos citrulinados ciclicos (PCC) en sueros humanos. La muestra
diluida se adhieren a los péptidos ciclicos citrulinados fijados a la placa de
microtitulacion. Después de un periodo de incubacion de 60 minutos a
temperatura ambiente los componentes no adheridos son removidos
mediante un proceso de lavado, a continuacion los anticuerpos adheridos
reaccionan con un conjugado conformado por anti-lgG humano acoplado
con peroxidasa de rabano picante (HRP), las muestras se vuelven a incubar
y a realizar lavados, la HRP convierte el sustrato incoloro TMB agregado,
en un producto de coloracion azul y después de 15 minutos de incubacion a
TA, la reaccion enzimatica es detenida mediante la adicion de una solucion
acida, y el color vira de azul a amarillo. La absorbancia del producto
resultante es medida dentro de los 30 minutos siguientes a 450 / 620 nm. La
curva estandar se establece graficando el promedio de los valores de la DO
(densidad 6ptica) de los estandares 1-5 en el eje de las ordenadas frente a las
concentraciones respectivas de anticuerpos CCP-Ab en el eje de las abscisas.
La concentracion de anticuerpos CCP-Ab en los controles y en las muestras
se obtiene directamente por extrapolacion en U/mL a partir de los valores
obtenidos de DO (Scpc et al., 2018).
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4.10.3 Otros examenes de laboratorio
Reactantes de fase aguda; VSG Y PCR, ambos reflejan la presencia e intensidad de

un proceso inflamatorio pero no son especificos de la AR.

4.10.3.1 Velocidad de eritrosedimentacion (VSG). Tiene una estrecha relacién con
la actividad inflamatoria de la enfermedad. EI VSG debe determinarse en
todo paciente con sospecha de artritis reumatoide o enfermedad establecida
como marcador de inflamacion, si se obtiene un valor elevado de VSG en
un paciente con AR de inicio reciente es predictivo de dafio en las
articulaciones, estos valores correlacionan tanto con la actividad como con

la severidad de la enfermedad (Urquizo et al., 2019).

4.10.3.2 Proteina C reactiva (PCR). Es un marcador util para el control de la
actividad inflamatoria de AR y respuesta al tratamiento. Es un mejor
indicador que el VSG por su cinética mas rapida y mas ajustada a la
evolucién de la enfermedad (Urquizo et al., 2019).
4.11 Valores de referencia
En ambos casos, tanto para factor reumatoide como para antipéptido ciclico
citrulinado mediante la técnica de ELISA, se considera positivo un valor igual o mayor a 20
ul/ml. (ORGENTEC, 2014)
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Metodologia

5.1 Tipo de estudio
El presente estudio tuvo un enfoque cuantitativo de disefio no experimental de corte
transversal descriptivo donde se empleé un estudio estadistico, demografico y

epidemioldgico aplicado en las ciencias de la salud.

5.2 Area de estudio

El presente estudio se realiz6 en la comunidad de San Vicente de Caney, ubicada al sur
este del pais y al noroeste de la ciudad de Yantzaza, en la provincia de Zamora Chinchipe.
Las muestras fueron procesadas en la Facultad de la Salud Humana de la Universidad

Nacional de Loja ubicada en la Calle Manuel Monteros de la ciudad de Loja.

5.3 Universo
El universo estuvo conformado por todas las mujeres que pertenecen a la comunidad de

San Vicente de Caney en el canton Yantzaza.

5.4 Muestra
En el estudio participaron 64 mujeres con menopausia y 14 mujeres en edad fértil como

grupo control.

5.5 Ciriterios de inclusion

— Mujeres de la comunidad de San Vicente de Caney.
— Pacientes femeninas en edad menopausica

— Pacientes que llenaron correctamente la encuesta.

— Pacientes que firmaron el consentimiento informado.

5.6 Criterios de exclusion

— Pacientes con enfermedades autoinmunes o infecciosas
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5.7 Instrumentos de recoleccion de datos

Las técnicas que se emplearon para la recoleccion de datos fueron la encuesta (ANEXO
9), registro de datos donde consté la fecha de la toma de muestra, el cddigo Unico para cada
paciente (ANEXO 8) y registro de los resultados de los analisis FR IgM y ANTI-CCP.

5.7.1 Fase pre analitica

— Solicitud a la Directora de la Carrera para aprobacion del trabajo de integracion curricular
asi como también se autorice el uso del centro de diagnostico médico para el
procesamiento de las muestras (ANEXO 2)

— Solicitud al Sr. Pedro Guanuche presidente de la junta parroquial solicitando acceso y
todas las facilidades para la ejecucion del siguiente proyecto “factor reumatoide IgM y
antipéptido ciclico citrulinado como diagndstico presuntivo de artritis reumatoide en
mujeres menopadusicas en San Vicente de caney-canton Yantzaza”. (ANEXO 5)

— Solicitud al director del laboratorio clinico “BIOLAB” para la centrifugacion de las
muestras (ANEXO 6)

— Consentimiento informado (ANEXO 7).

— Hoja de recoleccion de datos (ANEXO 8)

— Encuesta (ANEXO 9)

— Preparacion del paciente para la toma de muestra (ANEXO 10).

— Obtencidn o recepcion de muestras (ANEXO 11).

— Protocolo para almacenamiento y transporte de muestras (ANEXO 12)

5.7.2 Fase analitica
— Protocolos de Sistema de pruebas RF IgM en ELISA (ANEXO 13)
— Protocolos Anti-CCP PLUS ELISA (ANEXO 14)

5.7.3 Fase post analitica

- Protocolo de almacenamiento de muestras. (ANEXO 15)

- Proceso de entrega de resultados a las mujeres que participaron en el estudio. (ANEXO
15)
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5.8 Tabulacion y analisis de datos

Se utilizo el programa informaético estadistico Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), el cual permitird la cuantificacion, representacion grafica y analisis de datos
obtenidos, mediante un andlisis estadistico descriptivo e inferencial con las cual se insertaron

tablas de frecuencia con datos obtenidos de los resultados de pacientes en ambas pruebas.

5.9 Presentacion de datos
Los datos obtenidos se presentaron mediante tabla de datos en donde constaron las
variables: codigo, grupo, FR IgM, Anti-CCP, duracion, afeccién articular, serologia y

puntuacion donde se aplico la prueba U de Mann-Whitney

5.10 Aspectos legales y éticos

Se observaron los aspectos legales y éticos para ejecutar una investigacion en
muestras humanas, para ello se gestionaron los permisos correspondientes. Dentro de los
aspectos éticos se aplicaron el consentimiento informado el cual garantiza la participacion
voluntaria del paciente al estudio, teniendo conocimiento de los objetivos, beneficios y

posibles riesgos a los que se sometera, todos los datos obtenidos seran confidenciales.
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Resultados

El estudio se realiz6 en San Vicente de Caney una poblacion pluricultural con
aproximadamente 600 habitantes que basan su economia en la agricultura y ganaderia. Las
mujeres menopausicas oriundas de la comunidad participaron en la investigacion aportando
una muestra sanguinea donde se les determiné los niveles de FR IgM y Anti-CCP.

Tomando en cuenta los criterios de inclusion y exclusion en la investigacion
colaboraron 78 mujeres; 64 menopausicas con un promedio de 44 afios y 14 mujeres en edad
fértil con un promedio de 30 afios que se lo tomo como grupo control.

Como primer resultado y mediante la técnica ELISA, se cuantifico el FR IgM en el
cual la media obtenida fue de 16,12 Ul/mL; y el Anti-CCP donde la media fue de 4,48 Ul/ml.
Los valores FR IgM se agruparon de acuerdo al valor de referencia del inserto (Tablal),
observandose que el 10,3% (n=8) representa un nivel de FR IgM positivo y el 89,7% (n=56)
corresponde a todas las mujeres que presentaron un FR IgM negativo, el mismo
procedimiento se realizé con los valores de Anti-CCP y de acuerdo con el valor de referencia
del inserto (Tabla2), observandose que el 1,3% (n=1) representa el nivel de Anti-CCP

positivo respecto al 89,7% (n=63) de los niveles negativos en la comunidad.

Tabla 1. Resultados FR IgM y Anti-CCP en las mujeres menopadsicas de San Vicente de Caney

Cddigo FR IgM Ul/ml Anti-CCP Ul/ml
1 5,11 6,89
2 8,92 5,95
3 17,58 10,38
4 8,89 4,28
5 31,32 2,56
6 3,54 1,97
7 2,69 3,45
8 2,44 2,49
9 4,25 6,85
10 3,42 1,53
11 2,17 1,99
12 96,8 43,47
13 44,5 7,16
14 41,9 8,07
15 1,98 1,49
16 2,18 3.42
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17 12,09 6,41
18 4,54 4,19
19 2,4 2,35
20 16,54 2,01
21 1,0 0,61
22 2,07 4,32
23 0,86 0,73
24 5,6 0,46
25 2,02 2,98
26 4,46 2,79
27 1,61 1,62
28 3,05 1,15
29 481 2,17
30 3,66 2,9
31 8,5 1,13
32 0,8 0,09
33 16,24 41
34 3,36 1,43
35 3,3 2,91
36 6,25 4,14
37 4,68 2,05
38 11,91 4,79
39 3,3 1,34
40 8,15 5,82
41 19,94 13,56
42 2,76 3,21
43 4,46 5,88
44 19,23 6,72
45 12,98 6,47
46 2,6 2,71
47 10,37 11,69
48 10,28 4,28
49 1,77 0,38
50 8,64 3,29
51 172,03 3,45
52 4,1 2,41
53 10,75 5,46
54 20,1 7,81
55 8,84 4,15
56 11,51 3,54
57 5,28 3,78
58 1,62 0.98
59 201,6 4,58
60 66,93 3,92
61 3,8 15

22



62 1,01 0,69
63 19,01 8,68
64 3,74 1,66

Tabla 2. Resultado de los niveles de FR IgM de las mujeres menopadsicas de San Vicente de

Caney
Niveles de FR (IgM) F % Media Desv.
Desviacion
Vélido  Positivo (>20 8 10,3 16,12 Ul/mL 34,81
Ul/mL)
Negativo (<20 56 89,7
Ul/mL)
Total 64 100,0

Nota: F=Frecuencia, %=Porcentaje

Tabla 3. Resultado de los niveles de Anti-CCP de las mujeres menopausica de San Vicente
de Caney

Niveles de Anti-CCP F % Media Desv.
Desviacion
Véalido  Positivo (>20 1 1,3 4,48 Ul/mL 5,68
Ul/mL)
Negativo (<20 63 98,7
Ul/mL)
Total 64 100,0

Nota: F=Frecuencia, %=Porcentaje

Por otra parte, se determind mediante la prueba U de Mann-Whitney que los niveles
de FR IgM (Grafica 3) y Anti-CCP (Grafica 4) no influyen en presencia de la menopausia en
las mujeres de la comunidad de San Vicente de Caney, puesto que los valores obtenidos del
grupo control son similares, en los valores de FR IgM los rangos en mujeres menopausicas
fueron (39,28) y (40,50) grupo control y ANTI-CCP el rango en las mujeres menopadsicas
fue de (40,85) y en el grupo control de (33,32).
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Gréfica 1. Valores de FR IgM en mujeres menopausicas y grupo control de la comunidad de
San Vicente de Caney
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Nota: Color azul= grupo control, color verde= Mujeres menopausicas.

Gréfica 2. Valores de Anti-CCP en mujeres menopadsicas y grupo control de la comunidad
de San Vicente de Caney
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Nota: Color azul= grupo control, color verde= Mujeres menopausicas.

Luego de cuantificar los datos y tabular las respuestas de la encuesta (ANEXO 7) se
procedid a clasificar los criterios de artritis reumatoide en la comunidad estudiada
encontrando que en su mayoria no presentan indicios de la enfermedad y solo a un paciente
se recomienda realizar los reactantes de fase aguda para completar los criterios de
clasificacion para un diagndstico de la enfermedad ( Tabla 6) a continuacion se presenta la
frecuencia de cada criterio en las tablas 3, 4 y 5 respectivamente:
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Tabla 4. Frecuencia de "Tiempo" dentro de los criterios de clasificacion

Frecuencia Porcentaje

Valido < 6 semanas 25 39,0
> 6 semanas 39 61,0
Total 64 100,0

Tabla 5. Frecuencia de "Afeccidn articular" dentro de los criterios de clasificacion

Frecuencia  Porcentaje

Vélido 1 articulacion grande 12 18,7
2-10 articulaciones 11 17,1
grandes
1-3 articulaciones 41 64,2
pequenias

Total 64 100,0

Tabla 6. Frecuencia de "resultados serologia™ dentro de los criterios de clasificacion

Frecuencia Porcentaje

Vélido FR negativo y anti-CCP 63 98,7
negativo

FR positivo bajo o anti- 1 1,3
CCP positivo bajo

Total 64 100,0

Tabla 7. Criterios de clasificacion encontrados en la comunidad de San Vicente de Caney
mayo-julio 2022

Frecuencia Porcentaje
No se presenta indicios
de la enfermedad 40 62,5
Revaluar al paciente en 93 35.9
unos meses
Realizar reactantes de
1 1,6
fase aguda
Total 64 100,0
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Luego de obtener los resultados, se procedio a realizar la entrega de los mismos dentro
de la comunidad de San Vicente de Caney a las mujeres que participaron en el estudio
(ANEXO 17)
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Discusion

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune, donde se manifiesta una
inflamacion persistente de la membrana sinovial articular la cual puede culminar en una
erosion oOsea, destruccion del cartilago articular y pérdida completa de la integridad de la
articulacion, se caracteriza por la generacién de autoanticuerpos como el factor reumatoide
y los anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados (Gamero Garcia, 2018).

En el estudio propuesto se identificod que 10,3% (n=8) de las pacientes obtuvieron
resultados positivos de FR IgM y el 1,3% (n=1) positivos para Anti-CCP, se compar6 con
el articulo de Alpizar et al. (2017), Los cuales desarrollaron su investigacion en 768 mujeres
que al momento de su participacién no presentaron un diagnostico de artritis reumatoide,
para lo cual se evaluaron los anticuerpos por medio de los kits ELISA estandar disponibles
comercialmente, donde el grupo de mujeres participantes el 5% (n=42) resulté positivo para
anti-CCP y el 95 % (n=726) negativo, el 18% (n=131) de las pacientes presentaron niveles
de FR positivos. Ambos estudios obtuvieron resultados similares, pues la poblacion de
mujeres no presento en su mayoria niveles positivos para FR IgM y Anti-CCP, un articulo
publicado por Sanchez, (2018) indica que, durante la menopausia aparecen dolores
articulares en aproximadamente el 57% de las mujeres razén por la cual el FR IgM si se
puede encontrar positivo en algunas de ellas, pues se detecta la presencia de anticuerpos
reumatoides en sangre los cuales pueden o0 no estar asociados a la aparicién de AR mientras
que el Anti-CCP con mayor especificidad se detecta en el suero de los pacientes con AR, las
mujeres deben realizarse controles pues la disminucion de estrégenos en el climaterio hacen

que exista una mayor predisposicion a la enfermedad.

En el estudio llevado a cabo de Bengtsson et al. (2017) en el cual estudio a 729
mujeres se les identifico los niveles de Anti-CCP donde se obtuvo un 63,10% (n=460) de
resultados positivos. La diferencia que existe entre ambos estudios se remite al hecho de que
la mayoria de las pacientes positivas para Anti-CCP tenian un promedio de edad de 65 afios,
donde, ademas de factores hormonales, también pudieron intervenir otros, como la edad,
como lo menciona ( Ledn et al., 2020) que en su investigacion indica que las personas de
edad avanzada sufren deterioro o desgaste del cartilago que protege la articulacion y evita el

roce entre los huesos, predisponiéndolos a enfermedades articulares con el pasar de los afos.

27



Asi también, en la investigacion de Ben et al. (2021), se estudioé a mujeres de entre
39-69 afios, el FR estuvo presente en el 61,4% de los casos mientras que el Anti-CCP estaba
presente en el 59,6% de los casos, estos resultados discrepan con los hallados en la presente
investigacion, esto debido a que las mujeres tenian antecedentes de familiares con artritis
reumatoide, evidenciando que los factores genéticos influyen mayormente en la expresion de
las enfermedad como lo indica en el estudio realizado por Serrano et al., (2020) donde expone
que el 60% de los casos de AR, se atribuyen a factores genéticos, es decir, por anomalias en
ciertos genes que predisponen al desarrollo de la enfermedad.

Dentro de los criterios de clasificacion de artritis reumatoide en base a los resultados
de la encuesta, se obtuvo que 40 mujeres no presentaban indicios de la enfermedad, 23 de
ellas se recomendaba revaluarse al cabo de unos meses y solo un paciente debia completar
los criterios de clasificacion con los reactantes de fase aguda.

En contraste con la investigacion de Tawfik et al. (2021) y Solis (2019), a mujeres
en edad menopausica donde realizaron una anamnesis completa y un examen clinico
exhaustivo a todas las pacientes donde utilizo los criterios de seleccion basado en un puntaje
minimo de 6 puntos para establecer la enfermedad AR, donde se basa en las articulaciones
comprometidas, serologia, reactantes de fase aguda y duracion de la enfermedad,
considerando la relevancia de un buen diagnostico, donde ademas por medio de una encuesta
se establecieron los criterios de seleccion basados en la duracion de la enfermedad, resultados
de laboratorio de FR y Anti-CCP, es asi que se puede notar la semejanza entre los criterios
de seleccidn basados en resultados de serologia de la presente investigacidn, pues aun cuando
las mujeres presentaban sintomatologia, los hallazgos serolégicos fueron negativos. La
sintomatologia que las mujeres generan durante su periodo menopausico esta ligado
al descenso de las hormonas provocando un desgaste del cartilago articular por deficiencia
de algunas sustancias en el organismo, como pueden ser el calcio y la vitamina D que con el
paso de los afios puede desencadenar AR como lo indica en el articulo publicado por Oteo
Alvaro, (2021)

Del mismo modo, Netto et al., (2021) en su investigacion indica que los Criterios de
clasificacion de la artritis reumatoide ACR-EULAR 2010, es un sistema de puntuacién que
permite una mejor y a menudo, mas temprana identificacién de la artritis reumatoide,

evidenciando asi que el proceso aplicado en nuestra investigacion fue Gtil, ya que es un ayuda
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para aquellas mujeres que estan iniciando con su sintomatologia pero aun no presentan

serologia positiva manteniéndolas alerta de lo que se pueda generar a futuro.
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Conclusiones

Los valores FR IgM y ANTI-CCP en 64 mujeres menopausicas de la comunidad de
San Vicente de Caney donde se pudo observar que el 10,3% (n=8) de las pacientes obtuvieron
resultados positivos de FR IgM vy el 1,3% (n=1) positivos para Anti-CCP evidenciando la
ausencia de AR en su mayoria asi como también se determiné que la menopausia no influye
en el aumento de los niveles de FR IgM y Anti-CCP pues no existe un diferencia
estadisticamente significativa con las mujeres del grupo control.

Mediantes los criterios de clasificacion se obtuvo que solo una mujer cumplian con
los requerimientos para AR, y se recomienda un seguimiento aquellas que tenian mas de un
criterio en comun.

Se realizd la entrega de los resultados dentro de la comunidad de San Vicente de
Caney
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Recomendaciones

Una vez iniciado el proceso menopausico en las mujeres, se recomienda realizarse
ambas pruebas para llevar un control y evitar la aparicién de forma inesperada de le
enfermedad.

A futuras investigaciones en la misma poblacién de estudio se pone a consideracion
llevar a cabo un seguimiento a las pacientes que obtuvieron al menos un criterio positivo, e
implementar la realizacion de reactantes de fase aguda (PCR y VSG) para un diagnostico
mas completo.

A las personas que resultaron positivas en los niveles de FR IGM y Anti-CCP se
recomienda acudir con un traumatélogo para que le realice el diagndstico y tratamiento
oportuno de la enfermedad y realizarse los reactantes de fase aguda para culminar con los

criterios de clasificacion.
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Anexos
Anexo 1. Oficio de pertinencia del trabajo de integracion curricular

Universidad Facultad
Eciunal de |a Salud
Laoja Humana
RIS

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Of. Mro. 2022-0471-CLC-FSH-UNL
Laja. 07 de junio de 2022

Seforita

Lizheth Salome Herrera Lalangui .

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA FACULTAD DE
LA SALUD HUMAMA-UML.

Ciudad. —

De mi consideracion:

Por medio del presente, me pemitc comer traslado el Oficic emitide por la Bg. Maria del
Cisne Luzuriaga Moncada, docente de la Camera de Laboratorio Clinico, con respeto a la
estruciura, coherencia y pertinencia del tema de imvestigacidn: “FACTOR REUMATOIDE Y
ANTIPEFTIDO CICLICO CITRULINADO PARA EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVD DE
ARTRITIS REUMATOIDE EN MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE
CANEY-CANTON YANTZAZA", de su autoria, con la finalidad de que se siga el procese,
quedando aprobado el mismo por parte de esta dependencia: y, se continde con &l proceso
commespondiente de conformidad a los Art. 225, 228, 227, 228, 229 y 230 del Reglamento de
Regimen Académico de la Universidad Macional de Loja.

Farficular que me permitc comunica para fines legales pertinentes.

Atentamente,

Dira. Esp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORID CLINICO-FSH. UNL.

Foefermmcia. Cofms slectrink o
Asman: Archive Secretaria de | Carmers
Elaborada por! Marks S0l O Bakkad L

072 -E7 1379 B, W2
Calie Marue| Momtenos,

Sdro A - LR - Bodsdor




Anexo 2. Oficio de aprobacion del tema y asignacion de tutor del trabajo de integracion

curricular.

Universidad Facultad
I[\’lgciunal de la Salud
Loja Humana
RLE

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Of. Nro. 2022-047 1-CLC-FSH-UNL
Laja, 07 de junio de 2022

Sefiorita

Lizbeth Salome Hemrera Lalangui .

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA FACULTAD DE
LA SALUD HUMANA-UNL.

Ciudad. —

De mi consideracion:

Por medio del presente, me pemito comer traslado el Oficic emitide por la Bg. Maria del
Cisne Luzuriaga Moncada, docente de la Camrera de Laboratorio Clinico, con respeto a la
estructura, coherencia y pertinencia del tema de investigacion: “FACTOR REUMATOIDE Y
ANTIPEFTIDD CICLICO CITRULINADC PARA EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVD DE
ARTRITIS REUMATOIDE EN MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE
CAMNEY-CANTON YANTZAZA", de su autoria, con la finalidad de que se siga el proceso,
quedando aprobado el mismo por parte de esta dependencia; y, se continde con &l proceso
comespondiente de conformidad a los Art. 225, 226, 227, 228, 229 y 230 del Reglamento de
Régimen Académico de la Universidad Macional de Loja.

Particular que me permito comunica para fines legales pertinentes.

Atentamente,

Dra. Esp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.

Faferescia. Coffes sleciidfico
Asman: At Secrelaiia da la Caitets
Elaborida gor: ks dal C. Sakear L

OF2 -5T1379 B, W2
Cale Maruel Morteros,
traes @l Hosodtal ledro dwnm - Lol - Bousdor
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Anexo 3. Oficio de autorizacidon del aumento del término “IGM” en el tema del trabajo de
integracion curricular.

LUniversicdad Facuitad
L{ﬂ Nacional de la Salud
deloja Humana
R CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
Of. Nre. 2022-0821-CLC-FSH-UML
Loja, 22 de agosto de 2022,

Sefiorita

Lizbeth Salomé Herrera Lalangui. .

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA FACULTAD DE
LA SALUD HUMANA-UNL.

Ciudad. -

De mi consideracion:

Por medic del presente, me permito informare para los fines pertinentes, que luego de
analizar su peficion en reunion de Conssjo Consultivo, celebrada el dia migrceles 02 de
agosto de 2022, se resolvic aceger la misma, en razdn de que la prueba y técnica realizada
en la fase experimental del proyecto de investigacién propuesto por usted, concuerda con la
incorporaciin del térming indicado: por le que el tema de Trabajo de Integracipn Curricular
de su autoria y dirigide por la docente BQ. h'[arfa del Cisne Luzuriaga Mencada, queda ria:
“FACTOR REUMATOIDE IGM ¥ ANTIPEPTIDO CLICLICO CITRULINADD COMO
DIAGNljJSTICD PRESUNTIVO DE ARTRITIS R!EUMP.TOIDE EN MUJERES
MEMOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE CAMEY-CANTON YANTZAZA™.

Lo que se comunica para los fines pertinentes.

Atentamente,

Dra. Esp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.

Fofanenola: Comeo secninioo
Arawn: Bg Maria del olone Lumuriaga  y Archivo Seretaria de a Camema
Elaborado por: Mariadel C. Sabwr L

72 -7 1579 Exr. 12

Caller Mansael ba e,

tras el Hospial lsidro fyois - Loja - Eouadior
L________________________________________________________________________________________________________________]
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Anexo 4. Solicitud a la Directora de la Carrera para aprobacion del trabajo de integracion
curricular asi como también se autorice el uso del centro de diagnostico médico para el
procesamiento de las muestras.

Universidad Facutad
u,?é o de la Salud
R ™ Humana

Laoja, jume 21 del 2022
Dhra. Sandra Freme Cuesta
CORDINADORA DE LA CARRERA DE LABORATORICO CLINICO
Cindad -
De i conaderacion:
Recba un cordial saludo a la ver deseandole exatos en sus labores cobdianas.

Te, LIZBETH SALOME HERRERA LALANGUL cédula 1900546670, estudiante de Ia
Universidad Nacional de Loja, de la carrera de Laboratorie Clinico, en vista de estar en proceso
de desarrolle de mi proyects de tesis “FACTOR REUMATOIDE Y ANTIPEPTIDO CICLICO
CITRULINADO PARA EL DIAGNOSTICO PEESUNTIVO DE ARTRITIS REUMATOIDE
EN MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE CANEY DEL CANTON
YANTZAZA" por medio del presente solicito de |3 manera mas comedida se me awfonice realizar
mi provecto de tesis, asi como también se me faciliten los frimdtes pertinentes para hacer uso del
centro de diagndstico médico dentro de las instalaciones de la Facultad de la Salud Humnana, para el
procesamuento de las muestras de sange en el equpo ELISA, frabaje que lo realizaré baje la
superasion de la Bioguinmea Maria del Cispe Lusimiaga, Catediatica de miestra camera.
Apradeciéndoles de antemanc su atencién, me susenbo de usted con consenfimuento de
consideracion ¥ estima personal.

Atentamnente,

Srta. Lizbeth Salome Hemera Lalangn
ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

072 -57 1573 Ext W2
alke Manued Mo nteres,
trasel Hospital igdioAyon - Loa - Eouador
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Anexo 5. Solicitud al Sr. Pedro Guanuche presidente de la junta parroquial solicitando acceso
y todas las facilidades para la ejecucion del siguiente proyecto “FACTOR REUMATOIDE
Y ANTIPEPTIDO CICLICO CITRULINADO PARA EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVO
DE ARTRITIS REUMATOIDE EN MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE
CANEY-CANTON YANTZAZA”

Universidad Facuitad
Uﬂé Nacional delaSalud
—_t 1V | doloja Heirtaris

Yantzaza, 27 de junio del 2022

Sr. Pedro Guanuche
PRESIDENTE DE SAN VICENTE DE CANEY

De mi consideracion:

Reciba un cordial saludo y el deseo de éxito en sus funciones dianas. Yo LIZBETH
SALOME HERRERA LALANGUI con cédula Nro. 1900546670, actualmente
matriculado enel VIII Ciclo, Modalidad Presencial. correspondiente al CUARTO ANO
de la camrera de: LABORATORIO CLINICO, me dinijo a usted. con el objetivo de
solicitar se me permita acceder a la informacion y toma de muestras en la coommidad de
San Vicente de Caney, esto con la finalidad de cumplir con mi proyecto de tesis
denominado : “FACTOR REUMATOIDE Y ANTIPEPTIDO CICLICO
CITRULINADO PARA EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ARTRITIS
REUMATOIDE  EN MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE
CANEY-CANTON YANTZAZA™, asi como también se permita el acceso a las
instalaciones de la casa conmmal para poder realizar la extraccion de las muestras previa
convocatoria.

Esperando la presente tenga la acogida esperada. antelo mis agradecimientos.

Atentamente:

Lizbeth Salome Herrera Lalangui
C.I: 1900546670

Cel - 0984167749
Correo: Lizbeth herrera@uml edu.ec

072 -57 1579 Ext. Y02
Calle Manue! Montercs,
a6 € Hospital I8aro Ao - Lo - Ecuador
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Anexo 6. Solicitud al director del laboratorio clinico “BIOLAB” para la centrifugacion de
las muestras.

Uniersidiad Fputag
A S

Yoz, jenio 17 del 2022

Mgz. Diego Cruz Callie

DIRECTOR DEL LABORATORIO CLINICO “BIOLAB™

Cuudad -

Ds mi conmderacidn

Reoba en condial saud 3 ka vez desedndok dnitos en yes 1sbores cotdianas,

Yo, LIZBETH SALOME HERRERA LALANGUI, cédula 1900546679, cuudante de b
Usiversidad Nacional de Lojs, dels carvera de Laboratorie Clisice, on vista de cstar en proctso
de desarmollo de mi proyecto de toss “FACTOR REUMATOIDE IGM ¥ ANTIPEPTIDO
CICLICO CITRULINADO COMO IMAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ARTRITIS
REUMATOIDE EN MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE CANEY-
CANTON YANTZAZA™ por modio ded proserse me dinjo 2 wsted dacindols Exivs o ses
ﬁm-nuynhwxnlim::mmbﬂuqmawwmhmutuﬂlﬁﬁw

las das para la pocucidm & mi proyecto de soss.
Porla favorable stoneide que se digne dar ala preseste b anticipo mis mis v g read
Alentzmems,

W -
& 5

Sea Lisbeth Salome Hemen Lalangwi

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

o075 167 K YR
Marren

iy el pau et Lans (oo

Scanned with CamScanner
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Anexo 7. Consentimientos informados

Titulo del estudio: “FACTOR REUMATOIDE Y ANTIPEPTIDO CICLICO
CITRULINADO PARA EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ARTRITIS
REUMATOIDE EN MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE CANEY-
CANTON YANTZAZA”

Investigador: Lizbeth Salomé Herrera Lalangui
Datos del paciente:

- Numerodecédula: :..........cccoeviii. ...

- Numero telefonico: ......ooveveeeiiieiinna.. ..

Para la ejecucion del proyecto, se necesita la recoleccion de una muestra de sangre,
que se tomaran a las mujeres de edad menopausica, que pertenezcan a la comunidad de San
Vicente de Caney en el canton Yantzaza y que en adelante se denominaran pacientes.

La investigadora del proyecto tomard y procesara las muestras para su posterior
andlisis el cual se llevara a cabo en el Centro de Diagndstico Médico de la Facultad de la
Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja.

Considerando que la muestra de sangre serd recolectada mediante venopuncion, el
paciente podra sentir un ligero dolor al momento de puncidn en el sito, después que se extrae
la sangre, siendo este procedimiento de muy bajo riesgo para el paciente.

Toda la informacion recolectada se recopilara y procesara con estricta

confidencialidad para asegurar la privacidad de los pacientes participantes.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
OBTENCION DE MUESTRA

Siendo mayor de edad, en pleno uso de mis facultades mentales y sin presion,
coaccidn ni violencia alguna; en pleno conocimiento de la naturaleza, forma, inconvenientes

y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la presente que, he facilitado
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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, estoy de acuerdo con el procedimiento que se me ha propuesto, que
esta claro, que mi participacion en dicho proyecto consiste en proporcionar 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 informacion recibida y se me
da dado la oportunidad de preguntar lo que he necesitado sobre el proyecto. Que se me ha
garantizado la total confidencialidad relacionada a mi identidad como a cualquier
informacién a mi persona, a la que tengan acceso para el desarrollo de este proyecto.

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

Que bajo ningln aspecto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun beneficio de
tipo econdémico 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.

ID. Paciente

Nombre y firma del paciente

NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

intervencidn sugerida.

ID. Paciente

Nombre y firma del paciente
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Anexo 8. Hoja de recoleccion de datos

FECHA CODIGO | NOMBRES COMPLETOS EDAD 2:;;;:00: TELEFONO
fl W-o3-2022) 4 Harta  Rosooo~  (sonzalez Poqoy 50 4300245360
A 9-03-2022 2 Cormen Viepnid  Auvilen  Hinga 39 4300621655 0agOE% 5342
0308 5349
3 -07-2012 3 Rosa, RoNotnd Hicos  Sasaago 53 A402.55 344 4 e
~4-93-202 4 Hilda Luginia Howexho Queche 42 Q00436146 0%23:19.%56
-14-01-2022 $ Harta  OdRra  Hedtna Soed u® A9W3Y 1562 Oqcs‘ S
-{4-03-2022 | © Rom Fabida Hovadng Cholos 25 Tiﬁgﬁ; ool
- {4-01-2022 ks Had  RoA 2nunauvla  Goo\on Al
6|4 -09-2012 8 Hard dDosa Zhonowt Mosgo ?:4 4:3;;0‘:‘%9::-“
44-p3-202 Q Soana  \weta  Gonodez Quizh e
(a0 2022 w0 Cosmen Michor®d  Poqut_Gonzoler. U 103302013 | 0990835603
44-01-2020 | M Glotta Clena  Someneo 2nwnaol ud A9003S64a oq%;cﬂleﬁs
<[ 4-0%-2022 A2 uz _Eleco  Pogui Gomwolez 54 42002294039 | 0463426690
J[4-03-2022 3 Arc tocta  fogol  Gonzolez ;\3 ff;‘;; ‘»;lgq:
| 4 -0F-2000 1 Hada  Asoncion  Gonalez
W-07-202 | 15 m;m Posxa  Hoiocho Headid 68 440129347 | 0a86281288
([ 4-01-2022 16 Faminig_ Colva  Yidaleo sqcz) j:gg;:;uqssaa
-0}-202 & e W olor  Andc )
v L:‘.Dbj.zo)_z 8 Zo\a Rastoi@  Gomoler Poat ud AQALHBS 2D | 0B O469684
S-o01-2002| 14 Horrc _Mlexandia. Sopsn tHedtaa 42 AQ00652Ql | 093 ad4A4 343
] S —o1-200T | 0 Partra_ Congelo Gongoler Ordoder uo 4200603233 ©aQYsUsS2A
‘e Sesw Hercdl _Fopioo LA Sooboy G0 | JQO04S63A2 [ oaqus63d%
: 5 __:1.2017_ 22 Soa_ Ptedod Gonwez Pilaje uy AQ063A68U5
Z <o Amerca GQuesda Cobres %3 AQO03IS\ L6 ©Ua0\3Q3 35
: _5%»211 ,ﬁi ﬁu«a Hosope 3 N oguasng_Hoatexno U6 | A90034%s 64
e Tooob Bekwz_ Coweo Eseorn Gl [ A90034 008
i 5 -oF-2022 | 20 Hara __(eWara _HedPno Boele s4 AQ0030qu oA
M ey
; '°;"°‘1 i3 Ne\y  @oclo Mook Guonoch® % 1039898>
5"0 2000 | 1§ Clizobeib Meardd Goerreso  Moan 30 1205155453
012022 | 29 \etonico Coenco _ S0\ot20n0 a0 11040U6 SAZ
S-6}-2a2| 30 Oe\jo._Hacam Howochs 2honauvia T 4900 200613
S-03-2022 | 34 Liia  Stwere2 Vorgan 2q 2qQ00uo 2R
S-03-2021 | 32 | faguto Mosaclera Guewero Cobewon 53 O oM 3a2uA
2-oixa ] 33 Hidom deTohmo. Punios  Sepo G2 [ 9003363 96
S-03202 | 34 NGo0_Claeth Sover Reincso 3q | A1ouiA34337 | ©A9s93A0Q3
[ S-032021 | 35 Do Licio Gomoler. Guaphs a1l | 4403999293 OA9 3666995
S Ov-a27 | 36 Bro LClo  SosongO Adla U6 | AQ0039512Q3 09%223Q4250
S-0-200t | 33 Mook Cowmdo Guo\as  Gronoens Qg | 1900339422 | OAgsSu6daa
S-0r-2002 | 38 UES MO NG Gomoler Rogur 5% | 159358 0a3a44u6d3
S-01-2012 | 3a Haro Tonus® Pomo  Guomod U6 A2 603G HHY 00145652

45



FECHA CODIGO | NOMBRES COMPLETOS EDAD NUMERO DE TELEFONO
CEDULA
*jdco et H0 Harta Oonbela  Pinchopd  Sonda 54 AQ003US445
c|Ad-03- 22 ud AQeeoto Teaoed Horoeho  Zhwnawlq a3 49 0034345
(A -03 21 [ ul Moiooia ol Basos Guonoche Hola 36| AQ064SL@\8
([44-03-22 | 4D Horta_Herced€s 2o Hoocho 64 | Jaoo 434496
[ M4-03-22 qy Hato  Cormen  Poca Som S5u 1402Q2Q549
-[M-01-22 us Rsoncién  Hoocho Hedtna 65 | 4401343333
M-01-22 [ 46 | ko fuelia Horeno Hoodhd U6 | 4900340283
M-01-22 yr Hora Rosode  Potdo Poglr 3% | 44006653 35
([M-03-23 | 48 Corlola_ Cocoshi Viprda G0 | 400 3493
([(M-03-22 | W9 Qelio_Hosd  Soco Ten® 43> | iac0uiqiss ©aB66 22684
J[4-63-22 <0 Hato Dduney Odene _Goosha 3% | JQoosisis2 063036236
‘|44-01-22 ol Sord(O Herced® Guolon Guonuche 23 | 4104205498
«[M-0%-22 S Siloora AMEod Egedoer funotn o4 AQ00U4G f3Y
.[a4-01-22 | s3 Sl Redta Shondd Simbiche ug | aacoud 69
« (44 -03-22 sS4 Blloo Addanes Qodigeel  Puple uo A0005q4 439 ©Q6Q 34644
¢ [4d-03-22 Ss PeontcaCectlia Conpp Cuesca uy 1Q00u36439 a6 02q333a
c[44-03-22 | $6 Pacla ad isre Olepa Chidkoga Ul | 1403353636 | 090023343
 ad-01 - 22 S* Cormen  Olisio Cromole? 54 AQ0023 3659 6a3au’3c 482
. |44-03 - 22 B} \ody S Ofelia Oenod 43 [ 440686864
-0 -2 B3l (o2 Hotono  Aero  Tombs GU | AQoowub3Ie
44-01-22 60 Owedod Ropn  Govo\el u AQooM N2 ud 0aa 1573 Sud3
M-01-22 | G Dioro foteed Coaptills Hendozo 36 1000450454
M-07-22 | 61 Poolo. Ussedd om0 Guanx@ 24 1AS0Q6 296
M- =22 | 63 Acanel pleronc® Reo 2 24 FEO0\®LF60
JM-03-22 | 64 Soeawo_eoe®  Ordone? 34 900156600 | 098403364
H-01-22 | 65 Moo Haso Lajo  Buod R 1404616080
Faa
M0 29 | e3 %ﬁm\f"&m‘;@ 30 [ Jaoo3s5a3eq oaFAaqdols ]
0128 168 | toreans Ot _Pogqu 25 | 1aodS3u680 |
H-01-22 [ oq i Elizapeld Topio Rpuine 23 JQoosRalgd | 0qea®s554as |
A4 -0)-29 70 “Q:G SE‘OQ.MNQ Pogqoi 32 4900308554 ]
- -29 T4 cm‘:e:“f: Custo _Gucha 3% | Ja*5a257 | 0A804$256e
\2-03-22 | 32 o uldo Docvmicdo Reunioca S0 | 4aces323M
12-03 -232 EE) ety ‘:&\\udod Que2o0a i Pe\aoz 6 11034 0AAY oA ®5439apd
12-03-22 | 4 o exancir Wole Esplnoid 30| a5 :0
12-0%~29 | %5 2 Cex xc"““‘ Soxong o Guomed as A 035u4a32
12 —03-22 6 isRIN_Katherin®  Eowiapet dova 36 Q065056945 02Q 63529 M
12-67 .28 Consudlo_tiahlde Gonmoln, Coyea 62 | Acmauzzua | oAeANS 21129
: 32 Gico__Adelgich Lexer Colorerar Q6 | Aw0006a103 | 0a%Aus2420
\2-03-22 39 Hore  Gugenc Rownbn Qial 28 1900502905 CAPHEASIIO

46



Anexo 9. Encuestas

Instrucciones:

Estimados encuestados, la presente investigacion necesita de su colaboracién con
respecto al tema “FACTOR REUMATOIDE Y ANTIPEPTIDO CICLICO CITRULINADO
PARA EL DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ARTRITIS REUMATOIDE EN MUJERES
MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE CANEY DEL CANTON YANTZAZA”.
Agradecemos anticipadamente su participacion respondiendo con un aspa (X) la respuesta
que considere correcta. También se solicita el nimero de teléfono para el seguimiento de la

investigacion. La informacion es confidencial.

Nombre:
Telf:
Edad:

1. ¢Ha padecido dolor articular?
( )sl ( )NO

2. Hace cuanto que presenta dolor articular
a) <6 semanas
b) > 6 semanas

3. Encuantas articulaciones presenta dolor
a) 1
b) 2
c) Masde3

4. Si existe afeccion articular, ¢interviene una articulacién grande o pequefia)
a) Grandes

b) Pequefias
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Anexo 10. Preparacion del paciente para la toma de muestra

Para realiza la prueba del Factor Reumatoide no se requiere de ningln tipo de
preparacion especial, el paciente debe presentarse con sintomatologia relacionada a la
patologia, a cualquier hora del dia, para obtener una muestra sanguinea esto con el fin
de cuantificar los niveles de FR en sangre. (Ordofiez et al., 2018)

En el caso del Antipeptido ciclico citrulinado no requiere de alguna preparacion
especial, pero se recomienda un ayuno de minimo 8 horas para determinar los niveles de
Anti-CCP en sangre. (Martinez Téllez et al., 2020)
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Anexo 11. Obtencion o recepcion de muestras

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 elaboracion:
21 de Mayo del 2022

Tutor del trabajo de integracion
curricular:  Bg. Maria del Cisne

Luzuriaga

Cddigo: 001

Version:1l

Equipo/Area

Muestras ambulatorias en la comunidad de San Vicente de

Caney
Responsable de la toma | Lizbeth Salome Herrera Lalangui
de muestra
Frecuencia Lunes y Martes de 7am a 9am

Acciones preliminares

Preparar todo el Materiales:
material
necesario para la

toma de muestra

- Campana

vacutainer

- Ajugas

vacutainer

- Tubos sin

anticoagulante,

tapa amarilla.

- Torniquete
- Torundas
- Alcohol

- guantes
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Procedimiento

Se procede a identificar la vena en el brazo,
posteriormente se limpia con un desinfectante
(antiséptico).

Se coloca torniquete en la parte superior del brazo con
el fin de aplicar presion en la zona.

Se introduce una aguja en la vena.

Se recoge la sangre en un frasco hermético o en un tubo
adherido a la aguja. Tomar minimo cinco mililitros de
sangre en tubo sin anticoagulante para obtener por
centrifugacién de uno a dos mililitros de suero.

Se retira la banda elastica del brazo.

Se saca la aguja y el sitio se cubre con un vendaje para
detener el sangrado. (Guzman, 2013)

Bibliografia: Guzman, L. M. (2013). MANUAL DE TOMA, MANEJO Y ENVIO DE
MUESTRAS. Ministerio de salud El Salvador, 58-59
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Anexo 12. Protocolo para almacenamiento y transporte de muestra

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA
FACULTAD DE LA SALUD
HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO
CLINICO

Extraccion de sangre venosa

Protocolo  para
almacenamiento
y transporte de

las muestras.

Fecha de elaboracion:
21 de Mayo del 2022

Tutor del trabajo de integracion
curricular: Bg. Maria del Cisne

Luzuriaga

Cddigo: 002

Version: 1

Equipo/Area

Muestras ambulatorias en la comunidad de San Vicente de

Caney
Responsable de la toma | Lizbeth Salome Herrera Lalangui
de muestra
Frecuencia Miércoles y viernes

Acciones preliminares

Centrifugacion de Materiales:
las muestras para
la obtencion del

SUero.

- Cooler

- Hielos

- Gradilla

- TermOmetro

- Tubos
eppendorf

Procedimiento

muestras y de las personas.

e Eltransporte de muestras bioldgicas implica una potencial
fuente de contaminacidn y riesgo para todas las personas
durante el proceso, es por esto que se plantea este

protocolo con el fin de salvaguardar la integridad de las
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e La muestra debe ser transportada en posicion vertical en
el menor tiempo posible y en cooler para conservar la
integridad de la muestra.

e La muestra debe ir debidamente etiquetada con el
autoadhesivo de riesgo biolégico cuando se transportan
muestras, la cual se ubicara en una de las paredes externas
del cooler.

e Se deberd especificar en la parte externa del cooler,
nombre del responsable, lugar de muestreo, nombre de la
muestra y preservacion.

e Se debera llevar un control de la temperatura de llegada y
salida de las muestras para asegurarnos de la integridad de
las mismas.

e Las muestras deben de ser ubicadas en el interior de un
cooler, con hielo necesario hasta alcanzar la temperatura
optima.

e La temperatura debe oscilar entre los 2 a 8°C durante el
transporte.

e Se ha de prevenir la repetida congelacion y
descongelacion, esto puede provocar una pérdida variable

de actividad de los analitos a analizar.(Contreras, 2019)

Bibliografia: Contreras, F. (2019). Toma, transporte, conservacion y remision de

muestras. laboratorio clinico. 1-44.
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Anexo 13. Protocolo prueba FR IgM en ELISA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA Protocolo

FACULTAD DE LA SALUD HUMANA prueba FR
CARRERA DE LABORATORIO | IGM en ELISA
CLINICO

Fecha de | Tutor del trabajo de integracion curricular: | Codigo: 003

elaboracion: | Bg. Maria del Cisne Luzuriaga.

Version:1

21 de Mayo

del 2022
Equipo/Area Laboratorios de la Facultad de la salud humana de la

Universidad Nacional de Loja.

Responsable de la toma de | Lizbeth Salome Herrera Lalangui
muestra
Frecuencia Posterior al transporte de las muestras a la ciudad de Loja.

Prueba FR IgM en ELISA
El kit pertenece a la casa comercial ORGENTEC, con nimero de lote 2118012 donde se

encuentra el siguiente inserto:
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ORGENTEC Diagnostika GmbH v
Carl-Zesss-Strale 49-51
55129 Mainz - Germany

Phone:  +40 () 6131 /82 56-0 ORGENTEC
Fax: +49 (0)6131/02 5658

internet  www.orgentac.com

Instrucciones de uso

2014-01 ( €

ORG 522M Rheumatoid Factor IgM

DESCRIPCION BREVE

Rheumatoid Factor IgM es una prueba ELISA para la medicion cuantitiva de |a IgM clase de factor reumatoide (FR)
en muestras de suero humane o plasma. Este producto se ha concebido exclusivamente para su uso profesionsl
en el diapnostico in vitra.

SIMBOLOS UTILIZADOS

8] Products sanitaris para diagndstico in vitra Microplaca
ol Fabricants 2 Calibrador
2] Calibrador
FEF  numero de catélogo ] Calibrador
) cumene|1]  Calibrador
Vilida para Calibrador
Cadigo de lote
o Control positiva
& Fecha de caducidad

Control negativa

Limitacién de temperatura X
Tampén de muestra

Enzima conjugada

Cansditense las instructiones de uso
* Manténgase fusra de la iz del sol
TMB solucién de substrato
Stoppldsning

Solucidn tope de lavado
Listo para el usa

@ No reutiizar
) Fecha de fabricacién

HIEEE EE EE E
=]

METODOLOGIA

Los pacilos de ls microplaca estdn recubiertos con antigeno sMsmende purificado fragmentos Fc de
inmunoglobulina G humana.

La determinacion se basa en una reaccién inmunoldgica indirecta ligada a enzimas con los pasos siguientes: los
anticusrpos presentas en muestras posiivas se ligan al antigeno revestido en la de los dos pocilos de
rescci6n formando un complejo antigenc-anticuerpo. Tras la incubacidn, un primer paso de lavado elimina las
maléculas no gadss ¥ as moléculss ligadas no especificas. El conjugado de enzima afiadido a continuacion se
liga al compicjo anticuerpo-antigeno inmowilizado. Tras la incubacion, un segunco paso de lavado eliming el
conjugado de enzimas no ligado. La adicién de la solucitn de sustrato de enzimas tiene como resultado s
hidrodisis y el desarrolio del color durante la incubacion. La adicidn de un cido detiene la reaccion de formacion de
un color amarilo del producto final. La intensidad del color amarilo guarda relacidn con la concentracion del
complejo Po-antigeno y puede medirse 450 nm
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CONSERVACION Y ESTABILIDAD

+ Aimacene el kit a 28°C en un lugar oscuro.

+ No exponga los reactivos al calor. al 50l o 8 una luz intensa durante su almacenamiento o uso.

+ Aimacene | microplaca sellada en la balsa con pinza suministrada con un secante.

+ El fiempo de conservacin de los kits sin abrir es de 18 meses desde I fecha de fabricacién. Los reactivas sin
abiir se mantienen estables hasta la fecha de caducidad del kit. Consulte las etiquetas de cada lote indhvidual.

+ Los tampones de lavado diuidos y tampén de muestra se manfienen estables durante al menos 30 dias si se
almacenan a 2-8°C. Recomendamos que se use en el mismo dia.

NOTAS TECNICAS

+ Na usar los companentes del kit después de Ia fecha de caducidad.

+ No intercambiar componentes de diferentes lotes y productos.

+ Todos kos deben ser a ambiente antes de su uso (20-28 “C).

« Preparar todos los resctivos y muesiras antes de empezar el ensayo. Una vez iniciado es test debe realizarse
sin interrupcion.

+ Determinaciones dobles pueds reaizarse. Por este medio los emores de pipetea pusde llegar a ser evidentes

+ Procesar todos los pasos del test en &l orden indicado.

+ Utiizar siempre las diluciones de muesira reckén preparadas.

« Pipetear los reactivos y muesiras en el fonda del pacillo

+ Para eliminar arrastre, cambiar las puntas de pipets entre s muestras y los controles.

+ Esimportante lavar exaustivamente los pocilos y eliminar las GHimas gotas de tampén de lavado.

+ Los tiempos de incubsckin deben controlarse cuidadosamente.

« Nunca deben reutilizarse los pocillos.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

« Todos los reactivos de este kit son para su usa profesional para el diagndstica n vitro.

+ Se han analizado todos los componentes que contienen suera humano y el resultado ha sido negativa para los
métodos autorizados dz HBSAZ, VHC. VIH1 o VIH2. Sin embargo, las pruebas no pueden garantizar |a ausencia
de HBsAg, VHC, VIH1 0 VIH2. por lo que todos los reactivos basados en suero humano en este juego se deben
mangjar como si fuesen contagiosos

+ Se Ie ha reslizado la pruhs de EER a la albiming de suero bovino (ASB] usada en kos componentes y el
resultado ha sido negativo.

= Evite e contacto con el sustrato TME (3,3, 5,5'- tetrametilbencidina).

« Salucién de paro contiene Acido, cuya clasificacion es de no peligrosa. Evite el contacto con la piel

+ Las tampones de control, de muestra y de lavado contienen 0.08% de dcido de sodio coma conservante. Esta
concentracin esta dasificada como no peligrosa.

+ Las enzimas conjugadas contienen 0.05% PROCLIN como conservante. Esta conceniracién estd clasificada
como no peligrosa.

Durante e ratamiento de fodes los reactivos, de los confroles y de las muesiras de suero cumpla con la regulacion

wvigente en materia de seguridad en el laboratono y con las buenas practicas de labaratorio:

Medidas ge primeros awdios: en casn de contacto con la piel, lave cuidadosaments la zona con agua y jabén.

Quitese Ia ropa y &l calzado contaminado y kvelos antes de volverlos a utiizar. Si la piel entra en contacto con los

fluidos oel sistems, lave |a 20na cuidadosamente con agua. En caso de contacto con Io 0jos, ackare con cuidado

&l ojo abierta con agua comiente durante al menos 10 minutes. En el caso de que sea necesario. consults a un

médico.

« Precausiones personales, equipo de proteccisn y procedimientos de urgencia:

Siga las regulaciones en materia de seguridad en el laborstorio. Evite el contacto con la piel y los ojos. No ingiera
el productn. No pipetee nunca con ka boca. No coma, beba. fume ni se aplius maguilaje en las zonas en las
que se trabaja con las muestras o con los reactivos del juego. En el caso de derrame, absorba el producto con
un material inerte y elimine & producto demramado como comesponda.

de exposicién’ proteccién personal: utlice guantes de proteccitn de cauche de nitrio o de Iétex natural
v gafas de protecoidn. No se canocen reacciones peligrosas i s usa conforme & su fin.

+ Condiciones que se deben evitar: la solucidn de sustralo es sensibke a |a luz, se deben almacenar en un hugar
ascuro.

+ Siga la normativa nacional o regional para eliminar los desechos del laboratoria.

Siga Ias directrices en materia de realizacion de controkes de calidad en Iaboratorios médicos mediants controles

da ensayn.
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CONTENIDO DEL KIT
ORG 522M W7 s Valido para 96 determinaciones

Microplaca fracecionable compuesta par 12 tiras de 8 pocillos cada una. Listo para el
Cédigo de producto de microplaca:  RF

cuErote|2]  1x15ml Calibrador A O IU/mi; conbiene una malriz sérica tamponada (PBS, B3A, detergente,
conservante Acido de sodio 0.08%). Listo para el uso.
[cuersce]e] 1x15mi  Calibrador B 15 IWVmI; contiens rheumatoid factor en una matiz sénca tamponada

(PES. BSA, detergents. conservants dcido de sodio 0.00%). Listo para el usa.

1x1.5m  Calibrador B 50 ImI: contiens heumatoid factor en una matriz Sénca tamponada
(PBS, BSA, detergents, conservants dcido de sodio 0.00%). Listo para el usa.

1x15mi Calibrador D 150 IWmI; contiene rheumatoid factor en una matiz sérica tamponada
(PES. BSA, detergente, conservantz acido de sodio 0.09%). Listo para el usa.

1x1.5ml Calibrador E 500 IU/mI: coniene heumatoid factor en una matnz sérica tamponada
(PES, BSA, datergante, conservants dcido de sodio 0.00%). Listo para el usa.

1x15m Conmol positiva: contiene meumatoid factor en una matriz sérica tamponada (PES,
BSA. detergente, conservanie dcido de sodio 0.08%). Listo pam el uso.
Conoentraciones especificadas en certficado de andlisis.

1x1.5ml  Control negativa; contiene rheumatoid factor en una matriz sérica tamponada (PES
BSA. detergente, conservante dcido de sodio 0.08%). Listo para el uso
Concentraciones especificadas en cerificado de andlisis.

R

20ml Tampon de muestra P: amarillo, contiene PBS, BSA, detergente, conservante acdo de
sodio 0.09%; 5x concantradn.
15ml Conjugado: rojo daro; contiene anticusrpos contra la |gM humanas, marcsdos con
HRP; PBS, BSA, detergente, conservante PROCLIN 0.05%. Listo para el uso.
15mil TME solucién de substrato; confiene 3,3, 5 5'-tetrametilbencidina. Listo para el uso.
15ml Salucién de paro; contiene 3cido. Listo para el uso,
20ml Salucién de lavado; contiane Tris, detergents, conservante acido de sodio 0.08%; 50x
concentrada.
ey 1 Instrucciones de uso: ELISA Mini-DVD
@ 1 Certificado de Analisis

EQUIPOS REQUERIDOS DE LABORATORIO

+ Lector de microplacas capaz de leer & punto final a 450 nm: apcional: referencia 620 nm
+ Software para calculo de resultados.

+ Pipeta multicanal, o de repeticidn para 100 pi

+ Mezclador Vortex

« Micropipetas con jeringas de un 50ko uso para 10 i,
+ Reloj de laboraturia

+ Agua destilada o desionizada

+ Probeta graduada para 1000 ml, 100 mi

+ Contenedor de pléstico para la solucién de lavada diida

Automatizacidn
Este ensayo ELISA puede ser ufilizado en procesadores sutométicos abiertos ELISA. La aplicacidn fiene que ser
validado en el sistema La se bajo peticién.

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARAGION

+ Las musstras de sangre se deben obtener en base a las directivas y requiacionss de vigencia actual.

+ Dejar coaguiar |a sangre y obtener el suero mediante cenrifugacion.

+ Se debe prevenir la uliizacitn de sueros hemollticos, lipémicos e ictéricos.

+ Las muestras de suer0 y plasma pueden conservarse durante un periodo miximo de 5 dias con refrigeracién y
temperaturas entre 2 a & *C. En caso de requeri una consenvacion mas larga. se deben alicuctar les muestras ¥
congelarse con una temperatura de -20 °C

+ Sa ha de prevenir la repetida congelacitn y descongelacién! Esto pusde provocar una pérdida varible de
actividad de los autpanticuerpos o anticuerpos.

+ No se recomienda la utiizacién de sueros desactivados frente al calor.
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PREPARACION DE REACTIVOS

El conterido de cada botella del concentrado de sokucidn de lavado (20 mi) debe diluirse mediante adicién de agus
destilada para obtener un wolumen final de 1000 mi (1 lita).

Tampsn de muestra P Antes de su usa, diuir e contenido (20 mi) del vial de tampén de muestras concentrads Sx
con agua destilads o desionizada hasta un volumen final de 100 mi

Preparacion de las muestras

Antes de su uEo en ensayo diluir (35 muestras de pacientas 1:100 con tampdn de muestra:

Ponga 880 pl de tampén de muestra prediuido en un tubo de polisstireno y se afisden 10l de musstra. Agitar
bien. Los cantroles se presentan listos para su uso y no deben ser diluidos.

PROCEDIMIENTO
Preparar &l nimero de firas de la microplaca suficiente para disponer los calibradores, confroles y muestras
prediluidas.
1. Pipetear 100 pl de calbradores, controles y muestras prediluidas en los pocillos
Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (20-28 °C)
Vaciar los pocillos y lavar 3 veces con 300 pl de solucidn de lavado
2. Dispensar 100 i de conjugado en cada pacilo
Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente (20-28 °C)
Vaciar los pocills  lavar 3 veces can 300 pl de solucidn de lavado.
3. Dispensar 100 i de substrato TMB en cada pacilo
Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente (20-28 °C)
4. Afiadir 100 pl de sohucién de paro & todos los pocilos
Incubar durante 5 minutos & temperatura ambiente
Leer la densidad éptica a 450 nm {refierencia B00-880 nm) y calcular los resultados.
El color desanollado en la reaccion es estabie durante 30 minutos. Leer durante este periodo.
Ejemnplo de un esquama de pipetea:
2 3 4 5 8 7 ] 8 10 1 12

Al A P2

B| B P3

c| C

ol D

E| E

F| C+

A=

H[ Pl

P1, .. Muestras  A-E Calvader Ce, C- Control

VALIDAGION

£l test se considera valido siempre que La densidad Sptica @ 450 nm del calibradores y cantroles y los resultados.
de los controles se ajuste al rango respectivo indicado en el centficado de andlisis incluido en cada ki. Sino se
cumpie alguna de los criterios kos resultados no se consideran vaidos y el ensayo debe repetirse.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para oblener resultados cuantitativos parcela la densidad dptica de cada calibrador frente @ la concentracién del
calibrador para crear una cuva de calibracktn. La concentracin de las muestras de pacientes se obtendrd por
interpolacién en la gréfica as! obtenida. Uso de software de reduccitn de datos de un é-pardmetros-Fit con
coordenadas lin-og de |a densidad optica y | concentracian es &l método de reduccion de datos de 1a election.

LOS CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

CALIBRADO

El sistema de ensayo estd calibrado frente a la preparacion de referencia internacional 1st Briish Standard
Preparation 64:2 for Rheumatoid Factor IgM 100 ILim

GG S22M_IFU_ES OMT1S4TE 2014011110 paged
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Rango de medicion
El intervalo de caloulo de este ensayo ELISA es 0- 500 1U/mi

Valores previstos
En un estudio habitual del intervalo con muestras de suer de donantes de sangre 5anos se han establecido los
siguientes intervalos con el ensayo ELISA: valor imite 20 IWmi

Interpretacion de los resultados
negativa < 20 IWimi
positiva =20 Wimi

Linealidad

Se diluyeron en serie muestras de pacientes con nivelss altos de AntiCUErPOS en un tampén de Muestra pars
demostrar el intervalo dinamico del ensayo en &l limite supenor! infarior de inealidad. Se calculd Ia actvidad pars
cata diucidn a partir de s curva de calibracién con un 4-parsmetros-Fit con e lin-og coording

Mussia Diuson | Obeenvado | Esperate | O
imd wimt sl
T 100 (5] [EIK] iz
200 Z1a0 7150 701
400 080 078 00
0D 545 50 701
71600 267 Fi] 5
13200 34 735 5
B 1100 5433 | 6027 108
1200 2a54 7514 58
Tam0 Z52 37 700
00 K 628 57
600 374 EIE] 703
T30 = BT )
3 00 ZH5 =i 00
200 104 Ty 00
400 3 554 00
0D FIE] FiE] )
11600 38 3B 01
150 | BT 59 &7
Limite de deteccion
Sensibilidad funcional 1 1Uimd

Datos técnicos

Precision intranalifica: se calculd el coeficients de variacion (CV) de cada una de las fres (3) muestras a pariir de
los resultados de 24 andlisis en una dnica serie. En la tabla siguiente se muestran los resultados para la precision
intranalitica.

Precision entre ensayos: se calculd el cosficiente de variacion (CV) de cada una de lss fres muesiras a parir de
Ios resultados de seis (5] andlisis en cinco (5) series difersntes Los resultados para las precisiones de serie en
serie 2 muesiran en Ia siguients tabla

Intra-Ensaye Inier-Ensayo

Whuestra Medio Muestra Medic
. 1 oV . Wl %
1 171 (5] 1 245 B2
2 587 46 ] £ 58
3 1480 43 3 1730 a1

Interferencias
Mo se ha observado ninguna interferencia con suercs hemallticos (hasta 1000 mgrJdL), kpémicas (hasta 3gridl
ORG 5220 IFU_ES_QMI1S476 201401-111.1 page 5

trigiicéridos) o ictéricos (hasts 40 mgridl) Ni se han ohsenado efectos de interferencia con anticoaguiantes
(EDTA, heparina, citrato).

Resultados del estudio
‘Studv population o oPes %
Rheumatoid Arthitis 302 218 914
Normal human sera 169 1 65

Disgndstico dlinico
Fos  Neg

ORG 522M Pas

Wz e 471
Sensibikded 914 %
Especiicidad 935 %

Eficiensa Sagnosica 921 %

LIMITE DEL PROCEDIMIENTO

Este ensayo es una ayuda disgnbstica. El diagndstico clinico definitivo no debe basarse en los resutados de una
prusba, sina que debe ser realizada por el médico después de todo, los hallazges dinicos y de lsbortorio han sido
evaluados respecto & la imagen completa clinica del paciente. También todas las decisiones de iratamiento deben
tenerse en cuenta individualmenta_

Los rangos de referencia anteriores, deberian considerarse Gnicamente como guia. Se recomienda que cada
Iaboratorio establezca sus propios rangos normales y patologicos de anticusrpos en muesiras de pacientes.
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markers of later erosive changes in rheumatoid arthritis (RA). Scand. J. Rheumatol. Suppl. 1988; 75: 238-243.

#ipet 100 pl calibrator, control or patient sample
T |ncubate for 30 minutes at room temperature

~—> Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution

(2) Pipet100 pl enzyme conjugate
= T incubate for 15 minutes at room temperature
= Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution
Pipet 100 pal sut
T ncubate

lution

or 15 minutes at room temperature

Add 100 pl stop solution
T Leave untouched for 5 minutes
> fiead at 450 nm
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(ORGENTEC, 2014)

Bibliografia: ORGENTEC. (2014). Rheumatoid Factor IgM.
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Anexo 14. Protocolo Anti-CCP ELISA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA | Protocolo
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA | Anti-CCP
CARRERA DE LABORATORIO | ELISA

CLINICO

Fecha

Mayo del 2022

elaboracion: 21 de | curricular: BQ. Maria del Cisne Luzuriaga

de | Tutor del trabajo de integraciéon | Cddigo: 004

Version: 1

Equipo/Area

Laboratorios de la Facultad de la salud humana de la

Universidad Nacional de Loja.

Responsable de

muestra

la toma de | Lizbeth Salome Herrera Lalangui

Frecuencia

Posterior al transporte de las muestras a la ciudad de Loja.

Prueba Anti-CCP en ELISA

El kit pertenece a la casa comercial ORGENTEC, con nimero de lote 2121668 donde se

encuentra el siguiente inserto:
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ORGENTEC Diagnostika GmbH v
Carl-Zeiss-Stralle 49-51
55129 Mainz - Germany

Phone:  +49 (0) 613182880 ORGENTEC
Fax +49 (0)61 3182 5558

Internet:  www.orgentec.com

Instrucciones de uso

201401 ( €

ORG 601 Anti-CCP hs (high sensitive)®

DESCRIPCION BREVE

Anti-CCP hs (high sensitive)® es una prusba ELISA para ks cuantificacién de anticuerpos fipo 196 frente a cyclic
citlinated peptides (CCP) en muestas de suero humano o pisma.  Este producto se ha concebido
exclusivamente para su uso profesional en el diagnéstico in vilro.

5iMBOLOS UTILIZADOS

@  Producto sanilaro para diagndstica in vit Microplaca

o - - cuEnnte]a]  Calibrador

£ Calibrador

EE]  Numero de catdloga t]  Calibrador

T vaido %] Calibrador

Sl pera Calibrador

Cadiga de lote Calibrador
., Control positiva
& Fecha de caducidad Control negativa

A"

Limitacién de temperatura

Tampon de muestra

Consiiltense las instrucciones de uso Enzima conjugada

g
i

Manténgase fuera de la uz del sol
TMB solucién de substrato

Stopplssning
Solucitin tope de lavado
Listo para el uso

No reutilizar

Fecha de fabricacion

)

METODOLOGIA

Los pocillos de | microplaca estén recubiertos con antigeno altamente purificado CCP peptides.

La determinacién se basa en una reaccidn inmunoldgica indirects igads & enzimas con los pasos siguientes: los
anticuerpos presentes en muestras positivas se ligan al antigeno revestido en la superficie de Ios dos pocilos de:
reaccién formando un complejo antigeno-anticuerpo. Tras ka incubacin, un primer paso de lavads eliming las
mokéculas no igadas y las moléculas ligadss no especificas. El conjugado de enzima afadido a continuacion se
liga al compleo anticuerpo-antigeno inmovilizado. Tras |a incubacion, un segundo paso de lavado elimina el
conjugado de enzimas no ligado. La adicion de k= solucion de sustrato de enzimas tiene como resuitago la
hicrilisis y el desarrollo del color durante s incubacidn. La adicién de un dcido detiene Ia reaccidn de formacidn de
un color amarillo del producto fnal. La intensidad del color amarillo guarda relacisn con la concentracin del
complejo anticuerpe-antigena y puede medirse fotométricamente a 450 nm.
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* Mo se recomienda la utiizacidn de sueros desactivados frente al calor,

CONSERVACION ¥ ESTABILIDAD

+ Mimacene el kit a 2-8°C en un lugar oscuro.

+ No exponga los reactivos al calor, l 50l 0  una luz intensa duranie su aimacenamiento o uso.

+ Aimacene la microplaca sellada en I3 bolsa con pinza suministrada con un secante.

+ El iempo de conservacion de los kits sin abrir es de 18 meses desde |a fecha de fabricacidn. Los reactivos sin
abrir s mantenen estables hasta |a fecha de caducidad del kit. Gonsulte las stiqustas de cada lote indnidual.

+ Los tampones de lavado diluidos y tampén de muesta se mantienen estabies durante al menos 30 dias si se
aimacenan a 2-8°C. Recomendamas que se use en el mismo dia.

NOTAS TECNICAS

+ No usar los componentes del kit después e la fecha de caducidad.

+ No intercambiar componentes de diferentes otes y producios.

+ Todos los deben ser i a ambiente antes de su uso (20-28 °C).

+ Preparar todos oS reactives y muestras antes de empezar el ensayo. Una vez iniciado es test debe realizarse
sin interrupeidn,

Determinaciones dobles puede realizarse. Por este medio los emores de pipsteo puede liegar a ser evidentes.
Procesar todos los pasos del test en el onden indicado.

Utiizar siempre las diluciones de musstra recién preparadas.

Pipetear Ios reactivos y muestras en el fondo del pocillo.

+ Para eliminar arrastre, cambiar las puntas de pipeta enire las muestras y los controles.

+ [Es importante lavar exaustivamente los pocillos y eliminar las (itimas gotas de tampén de lavado.

+ Los tiempos g incubacién deben controlarse cuidadosamente.

+ Nunca deben reutilizarse los pocillos.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

+Todos los reactivos de este kit son para su uso profesional para el diagnostico in vitra.

+ Se han analizada todos los componentes que confienen swero humane v e resultado ha sido negativa para los
métodos autorizados de HBsAG, VHC. VIH1 o VIHZ. Sin embargo. las pruebas no pueden garantizar la ausencia
de HBsAg, VHC, VIH1 & VIHZ por In que todos los reactivos basados en sUSTD NUMAN en este juego 52 deben
manejar como i fuesen contagiosas.

+ 52 le ha realizado la prusha de EEB a la albumina de suero bovino (ASB) Usada en los componentss y &l
resultado ha sido negativ,

+ Evite el contacto con el susirato TMB (3,3°, 5.5 - tetrametilbencidina).

+ Solucion de paro contiene acda, cuya lasificacion & de no peligrosa. Evite &l contacto con (a piel.

+ Log tampones de control, de muestra y de lavado contienen 0.09% de acido de sodio como conservante. Esta
concentracitn esté clasificada como no peligrosa.

+ Las enzmas conjugadas contienen 0.05% PROCLIN como conservante. Esta concenracitn est ciasificada
como no peligrosa.

Durante &l ratamiento de todos los reactivos, de los controles y de las muestras de suero cumpla con 1s regulacién

vigente en materia de seguridad en el laboratorio y con ks buenas practicas de laboratorio:

Medidas de primercs auxibos: en casa de contacto con la piel, lave cuidadosamente ks zona con agua y jabon.

Quitese la ropa y & calzado contaminado y Evelos antes de volverlos a utiizar. Si la piel entra en contacto con los

fluidos del sistema, lave |a zona cuidadosaments con agua. En cas de contacto con los ojos. ackare con cuidada

&l ojo abierto con agua comiente durante &l menos 10 minutes. En el caso de que sea necesario, consulte & un

médico

+ Pracauciones personales, equipa d proteccién y procedimientos de urgencia:

Siga las regulaciones en materia de seguridad en el laboratorio. Evite ol contacto con la pisl y los cjos. Na ingisra
el producto. No pipetee nunca con la boca. No coma, beba. fume ni se apligue maquilaje en las zonas en las
que se trabaja con las muestras o con los reactives del juege. En el caso de derrame, sbsorba el producto con
un material inerte y alimine & producto deramado como comesponda.

+ Confraes de exposicion/ proteccion personal: utlice guantes de proteccitn de caucho de nitrko o de Atex natural.
Use gafas de proteccién. No se conocen reacriones peligrosas si se usa canforme a su fin.

+ Condiciones que se deben evitar: Ia solusiSn de sustrato es sensible a 1a luz, se deben almacenar en un hugar
oscuro.

+ Siga la normativa nacional o regional para eliminar los desechos del lsborstorio.

Siga Ias directrices en materia da realizacion de controles de calided en Isboratorios médicos mediante controles
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CONTENIDO DEL KIT

ORG 801 W Vlido para 96 determinaciones

1 Miicroplaca fracccionable compuesta pur 12 tiras de 8 pocilos cada una. Listo para &

Cédign de producto de microplaca:

ew]s]  1x1.6mi Calibrador A O UMml; contiens una matiz sérica tamponada (PBS, BSA, detergente,
conservante &cido de sodio 0.08%). Listo para el uso.

1x15ml Calbrador B 20 Liml; contiens CCP anticuerpos en una mariz sérica tamponada
(PBS, BSA, detergente, conservante Acido de sodio 0.09%). Listo para &l uso.

1x15ml Calibrador C 40 Wk contiene CCP anficuerpos en una matriz sérica tamponada
(PBS. BSA, detergente, conservante acido de sodio 0.00%). Listo pasa &l usa.

1x15m Calborador D 100 Wimi; contiene CCP anticuerpos en una malriz sénica amponada
(PBS, BSA, detergente, conservante 4cido de sodio 0.08%). Listo para el uso

AR EHRERE
HE R
= o (=

CiEmtR[E] 1x15mi Calibrador E 300 Uk, contiene CCP anficuerpos en una matiz sérica tamponada
(PBS, BSA, detergents, conservante Acido de sodio 0.08%). Listo para &l usa

[FERATR]F]  1x1.5mi Calibrador F 1000 Wml; coniene CCP anticuerpos en una matriz sérica tamponada
(PBS, BSA, deterpente, conservante 4cido de sodia 0.09%). Listo para el usa.

1x1.5ml Control positiva; contiens CCP anticuerpos en una matriz sérica tamponada (PBS,
BSA, detergente, conservante dcido de sodio 0.08%). Listo para el uso.
Concentraciones especificadas en certiicado de andlisis

1x1.5ml Control negativa; contiens CCP anticusrpos en una matriz sérica tamponada (PBS,

BSA. defergente, consenvanie 4cido de sodio 0.09%). Listo para el uso.
Concentraciones especificadas en certficad de andlisis.

20ml Tampon de muestra P: amarilo, contisne PBS, BSA, detergente, conservante acido de
sodio 0.08%; 5x concentrado.
15mi Conjugados; rojo claro; contiens anticusrpos contra la lgG humanas, marcados con
HRP; PBS, BSA, detergente, conservants PROGLIN 0.05%. Listo para el uso.
=1 15ml TMB solucién de substrato; contiene 3,3, 5, 5™tetrametibenciding. Lists para el uso.
15ml Soluci6n de paro; contiene Acdo. Listo para el uso
[rr] 20ml Solucién de lavado; contiene Tris, detergente, conservante dcido de sodio 0.08%; 50x
concentrado.
1 Instrucciones de usa: ELISA Mini-DVD
1 Certificado de Analisis

EQUIPOS REQUERIDOS DE LABORATORIO

+ Lecior de microplacas capaz de leer a punto final a 450 nm; opcional: referencia 620 nm
+ Software para calculo de resultados

+ Pipeta mufticanal, o de repeticion pars 100 i

+ Mezzlador Vortex

+ Micropipetas con jeringas de un scio Uso para 10 i, 100 pi, 1000 i

* Reloj de laboratorio

+ Agua destilada o desionizada

+ Probeta graduada para 1000 mi, 100 mi

+ Contenedor d plastica para la solucion de lavado diuida

Automatizacién
Este ensayo ELISA puede ser utiizado en procesadores automaticas abiertos ELISA. La aphicacion tine que ser
validadio en ol sistema Lai = bajo paticién.

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION

+ Las muestras de sangre se deben obtener en base a ks directivas y reguiaciones de vigencia achual.

+ Dejar cosgular la sangre y oblener el suero mediante centrifugacitn.

+ Se dehe preveni I utiizacién de susros hemaliicos, lipémicos e ictéricos.

+ Las muestras de suero y plasma pueden conservarse durante un periodo madmo de § dias con refrigeracion ¥
temperaturas enire 2 a & °C. En caso de requerir una consenvacion més larga, se deben Sbcuctar s musstras ¥
congelarse con una temperatura de -20 °C.

Se ha de prevenir la repetida congelacién y descongelscién! Esto puede provacar una pérdida variable de
sctividad de los auibanbcuenpos o anticuerpos.
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de ensayo.
PREPARACION DE REACTIVOS

El conienido de cada bofslla del concenirad de solucitn de lavado {20 mi) debe diluirss mediante sdicien de agua
para obtener un volumen final de 1000 mi (1 lira).

Tampdn de muestra P- Antes de su uso, dibir el contenido (20 mi) del vial de tampén de muestras concentrado Sx
con agus destiada o desionzada hasta un volumen final de 100 mi.

Preparacion de las muestras

Antes de su uso en ensayo diluir las muestras de pacientes 1:100 con tampon de muestra:

Ponga 880 yl de tampén de muestia prediluido en un fubo de poliesticenn y se afiaden 10 i de muestra. Agitar
bien. Log controies se presentan listos para su uso y no deben ser diluidos.

PROCEDIMIENTO
Preparar el nimero de firas de la microplaca suficiente para disponer los calbradores, controles ¥ muestras
prediluidas.
1. Pipetear 100 pl de calbradores, controles y muestras prediuidas en los pocilios.
Incubar durante 30 minutos 2 temperatura ambiente (2028 °C)
Vaciar los pocillos y lavar 3 veces con 300 pi de solucién de lavado
2. Dispensar 100 i de conjugade en cada pocilo
Incubar durante 15 minutos & temperatura ambiente (20-28 *C)
Vaciar los pocios v lavar 3 veces con 300 pl de solucion de lavado.
3. Dispensar 100 l de substrato TME en cada
Incubar durante 15 minutos 2 temperatura ambtemz (20-28°C)
4. Ahadir 100 ul de solucién de paro & todos los pocillos.
Incubar durante § minutos a temperatura ambiente
Leer la densidad Gptica a 450 nm {referencia 600-890 nm) y calcular bos resultados.
El color desarmallado en Is resccidn es estabie durants 30 minutos. Leer durante este periado
Ejemplo de un esquema de pipetsa:
L] 7 ] ] 10 i1 12

&l
Pz
P3

IoTmMmooD >
o2 |a|m|o|o|m|=~

P1,..Muesiras AF Caibrador Ce, C- Control

VALIDACION

El test se considera valido siempre que ka densidad épiica a 450 nm del calibradores y controles y los resultados
de kos controles se sjuste & rango respectivo indicado en & certficado de analisis incluido en cada k. 5i no se
cumpie alguna de |os criterios los resultados no se consideran validos y el ensayo debe repetirse.
INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para obtener resuitados cuantiativos parcela |s densidad dptics de cada calibrador frente a la concantracion del
calibrador para crear una curva de calibracion. La concentracion de as muestias de pacientes se obtendré por
interpolacién en la grafica asl obtenida. Uso de software de reduccion de datos de un 4-parametros-Fit con
coomienadas linog de |a densidad dptica y 18 concentracion es el métndo de reduccion de dstos de 13 eleccidn.

LOS CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

CALIBRADO
Este sistema de ensayo se callbra en unidades arbitranias relativas. ya que no existe una preparacian de referencia

ORE B01_IFU_ES OMI18822 2004-0011_11 pape &
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intemacional.

Rango de medicion

El intervale de calculo de este ensayo ELISA es Q- 1000 Wmi

Valores previstos
En un estudio habitual del intervalo con muastras de suern de donantes de sangre sanos se han establecids los
siguientes intervalos con el ensayo ELISA: valor imite 20 Wimi

Interpretacion de los resultados
negativa <20 Uil
positiva = 20 Ujml

Linealidad

Se diluyeron en serie muestras de pacientss con niveles alios de anticueros en un tampon de muestra para
demostrar el intervalo dindmico del ensayo en el limite superior! inferior de finelidad. Se calould la actividad para
cada diucidn & partir de Is curva de calibracin con un d-parametros-Fit con el lindog coordina

Mussia Dilucian

Obeervadn | Espesato | O/F
il i 6l
1 100 062 11082 100
1200 4673 5500 a5
400 Za54 a0 [
Ta00 1150 375 )
1600 w71 [ a3
1:3200 34 287 106
16400 I a8 a7
R 76 iz 03
z 100 5204 3204 00
1200 1650 FE] 94
1400 948 74 108
00 484 [ER] T
11600 248 218 112
3 Ti00 | 122l | 1221 |
7200 &0 585 | 103 |
Ta00 K] 787 | 105 |
800 45 TAE EE]
1600 75 74 701
Limite de deteccion
Sensibilidad funcional 1Wiml

Datos técnicos

Precision intranalitica: se calculd el coeficiente de variacion (CV) de cada una de las tres (3) muesiras a partir de
los resultados de 24 andlisis en una unica serie. En la tabla siguiente se muestran los resultados para |a precision
intranalitica.

Pracisién entre ensayos: s calculd el cosficients de variacién (CV) de cada una de lss fres muestras & partic de
los resultados de seis (6) andlisis en cinco (5) series diferentes. Los resultados para las precisiones de serie en
serie se muesiran en la siguiente tabla.

Intra-Ensayo Inler-Ensayo
Wuesiia Medio Muesta Medio
wimi oV wimi =
1 186 TE 1 a4 D)
2 838 60 z 758 78
3 7.5 BE 3 304.7 oE
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Interferencias

No Se ha observado ninguna interferencia con suercs hemallticas (hasta 1000 mgr./dL). lipémicos (hasta 3gr/dL
} o ictéricos (hasta 40 mgr.idL) Ni se han observado efectos de inferferencia con anticoagulantes
(EDTA, heparina, citrsto).

Resultados del estudio

Study population n nPos %
Rheumatoid Arthiitis 25 27 9s
Other Arthriis 2 & 23
Other heumatic disease 7 27
Healthy controls e 1 0g

Disgnéstico dinico

Especificidad 95.5 %
Eficiencia agnastica 831 %

LiMITE DEL PROCEDIMIENTO

Este ensayo es una ayuda disgnéstica. El diagndstico clinico definitiva no debe basarse en los resultados de una
prueba, sino que debe ser realizada por el médico después de todo, los hallazgos dlinicos y de laborstorio han sido
evaluados respecto a la imagen completa clinica del paciente. También todas las decisiones de tratamiento deben
tenerse en cuenta individualmente.

Los rangos de referencia anteriores, deberian considerarse Gnicamente como guia. Se recomienda que cada
Iaboratorio establezca sus propios rangos nomales y patoligicos de anticuerpos en muestras de pacientes.
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@ Piper 100 pl calibrator, contral or patient sample
T incubate for 30 miNWtes at room temperature

"= Discard the contents céehe wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution
(2 Fiper 100 pl enzyme conjugate
T |ncubate for 15 minutes at room temperatue
T Discard the contents of the wells and
wiash 3 times with 300 pl wash solution
@ Piper 100 pl subsrate solution
=== incubate for 15 mi

at room

@ A 100 pl stop solurtion
T Leave untouched for 5 minutes
T fieadat 450 nm

(ORGENTEC, 2014)
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Anexo 15. Protocolo de almacenamiento de muestra

UNIVERSIDAD NACIONAL | Protocolo para

DE LOJA almacenamiento
FACULTAD DE LA SALUD | de las muestras.
HUMANA
CARRERA DE

LABORATORIO CLINICO

Fecha de
elaboracion: 21 de
Mayo del 2022

Tutor del trabajo de integraciéon | Cédigo: 005
curricular:  Bg. Maria del Cisne

Versién: 1

Luzuriaga

Equipo/Area

Muestras ambulatorias en la comunidad de San Vicente de

Caney
Responsable de la toma | Lizbeth Salome Herrera Lalangui
de muestra
Frecuencia Lunes 12pm

Acciones preliminares

Posterior al procesamiento de las muestras

Procedimiento

Una vez se culmine con el procesamiento de las muestras,
por diversas razones, el suero que se ha utilizado para la
identificacion de los diferentes analitos se debe conservar.
Las muestras de suero y plasma pueden conservarse
durante un periodo maximo de 5 dias con refrigeracion y
congelacion de temperaturas entre 2 a 8 °C.

En caso de requerir una conservacion mas larga, se deben
alicuotar las muestras y congelarse con una temperatura
de -20 °C.

Se ha de prevenir la repetida congelacion vy

descongelacion, esto puede provocar una pérdida variable
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de actividad de los auto anticuerpos o anticuerpos. No se
recomienda la utilizacion de sueros desactivados frente al
calor. (ORGENTEC, 2014)

Bibliografia:

ORGENTEC. (2014). Rheumatoid Factor IgM.

ORGENTEC. (2014). Anti-CCP hs (high sensitive).
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Anexo 16. Proceso de entrega de resultados a las mujeres que participaron en el estudio.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO
- CLINICO

NHombre:

Identificacién:
Edad: Sexa: F

INFORME CE RESULTADOS

EXAMEM [ RESULTADO UNIDAD V.REFERENCIA
I
ANTI-CCP Wil Positivo: Meyara 20
Megafvo: Menor 3 20
FR: 8 Wil Paosifivo: Mayara 20

Megefivo: Menora 20

Mérodo: Espectrfctometnis

“alidsdo por
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Anexo 17. Evidencia Fotografica

Figura 1. Toma de muestras ambulatorias en la comunidad de San Vicente de Caney
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Figura 3. Transporte de muestras
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Figura 4. Paciente firmando el consentimiento informado
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Figura 5. Procesamiento de las muestras en el Centro de Diagndstico médico de la facultad de la
salud humana de la UNL
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Anexo 18. Oficio de entrega de resultados

uﬂl riosseior i de Ia Salud
de Loja Humana
ap——

Yantzaza, 5 de septiembre del 2022

Dra. Alexandra Guerrero Alban

GINECOLOGA DEL CENTRO DE SALUD SAN VICENTE DE CANEY -
PUESTO DE SALUD - MSP

De mi consideracion:

Reciba un cordial saludo y el desco de éxito en sus funciones diarias. Yo LIZBETH
SALOME HERRERA LALANGUI, con cédula Nro. 1900546670, y tras haber
culminado con el | pento de las de mi proyecto de tesis denominado -
“FACTOR REUMATOIDE IGM Y ANTIPEPTIDO CICLICO CITRULINADO
COMO DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE ARTRITIS REUMATOIDE EN
MUJERES MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE CANEY-CANTON
YANTZAZA™, me dirijo a usted para que exista ia de la ga de resultad

del proyecto de tesis.

Esperando la presente tenga la acogida esperada, antelo mis agradecimientos.

Atentamente:
f |

1[ |
(b2

]

Lizbeth Salome Herrera Lalangui
C.1: 1900546670
Cel.: 0984167749

Correo: Lizbeth.herreraf@unl.edu.ec
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Anexo 19. Certificado traduccion de resumen

Av. Onllas del Zamora 93-94 entre Teld- +593 - 7 - 2579.934 EC
Segundo Puertas Moreno y Clodoveo Carrion Maobil: +593 - 9 - 9866 - 0001
ENOLII MATITUTE Loja, Ecuador www.weiloja.edu.ec

www.weilloja.edu.ec

Yo, Lic. Freddy P. Castillo H., profesor de Wel ENGLISH INSTITUTE;
Certifico:

Que tengo ¢l conocimiento  y dominio de los  idiomas espafiol e inglés
y que las traducciones de los siguientes:

RESUMEN DE TESIS: “FACTOR REUMATOIDE IGM Y
ANTIPEPTIDO CICLICO CITRULINADO COMO DIAGNOSTICO
PRESUNTIVO DE ARTRITIS REUMATOIDE EN MUIJERES
MENOPAUSICAS EN SAN VICENTE DE CANEY-CANTON
YANTZAZA™

para: HERRERA LALANGUI LIZBETH SALOME

es verdadero y correcto a mi mejor saber y entender, sin haber cambiado,
aumentado o disminuido su sentido en ninguna linea o parrafo del mismo.

FREDDY PAUL Frmsd dafalmente
CASTILLO  casomovos
HOYOS  (3asaser

Firmado en Loja a los ocho dias del mes de noviembre de 2022

i A.
FORMAR CiA. LTD

LOJA - ECUAD

DIRRCCION ACADEMICA
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