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2 Resumeny palabras clave

Propoésito: Se planteo como objetivos desarrollar metodologias novedosas para estudiar el
comportamiento del virus SARS-CoV-2 y determinar la seroprevalencia de SARS-CoV-2 en

estudiantes de grado de una universidad.

Metodologia: Es un estudio cuantitativo transversal, en una muestra de 185 estudiantes que no
habian recibido la vacuna contra Covid-19, de dos facultades de la Universidad de San Carlos de
Guatemala. Se respondi6 una encuesta electrénica y se les tomd una muestra sanguinea, la cual
fue analizada con un método autoctono de ELISA. El estudio fue aprobado por el Comité de

Bioética en Investigacion.

Resultados: Se hall6 que la seroprevalencia para anticuerpos SARS-CoV-2 en el grupo de
estudiantes de grado de la Facultad de Ciencias Médicas fue de 47% y en los de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia fue de 86%. La media de edad de los estudiantes de medicina
que participaron fue 20 afios, en comparacion con los 24 de la otra facultad. El sexo predominante
fue femenino. El 48% a 54% de los estudiantes en este estudio reportaron contacto con un caso
sospechoso. La proporcion de estudiantes que se realizd una PCR previo a su participacion en esta
investigacion fue de entre 15% a 24%. Ser estudiante de la Facultad de Ciencias Médicas parecid
ser un factor protector (OR: 0.19 (CI 95%: 0.07,0.48)). Para ambos grupos de estudiantes, el tnico
factor de riesgo que se encontré fue el ser estudiante de primer afio (OR: 8.56 (Cl 95%:
3.27,24.75)).

Conclusién: La seroprevalencia de SARS-CoV-2 encontrada en estudiantes de 2 carreras de la
Universidad de San Carlos de Guatemala es una de las més elevadas en el ambito global. Ademas,
se demuestra que es posible desarrollar métodos innovadores para estudiar el comportamiento del

virus SARS-CoV-2 en la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Palabras clave: estudiantes medicina veterinaria zootecnia seroprevalencia anticuerpos SARS-
CoV-2
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Abstract and keywords

Purpose: The objectives were to develop novel methodologies to study the behavior of the SARS-
CoV-2 virus and determine the seroprevalence of SARS-CoV-2 in undergraduate students at a

university.

Methodology: It is a cross-sectional quantitative study, in a sample of 185 students who had not
received the Covid-19 vaccine, from two faculties of the University of San Carlos de Guatemala.
An electronic survey was answered and a blood sample was taken, which was analyzed with an

indigenous ELISA method. The study was approved by the Research Bioethics Committee.

Results: It was found that the seroprevalence for SARS-CoV-2 antibodies in the group of
undergraduate students from the Faculty of Medical Sciences was 47% and in those from the
Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics it was 86%. The average age of the participating
medical students was 20 years, compared to 24 at the other school. The predominant sex was
female. 48% to 54% of students in this study reported contact with a suspected case. The
proportion of students who underwent a PCR prior to their participation in this research was
between 15% and 24%. Being a student at the Faculty of Medical Sciences seemed to be a
protective factor (OR: 0.19 (95% CI: 0.07, 0.48)). For both groups of students, the only risk factor
found was being a freshman (OR: 8.56 (95% ClI: 3.27, 24.75)).

Conclusion: The seroprevalence of SARS-CoV-2 found in students of 2 careers at the University
of San Carlos de Guatemala is one of the highest in the global environment. In addition, it is shown
that it is possible to develop innovative methods to study the behavior of the SARS-CoV-2 virus

at the University of San Carlos de Guatemala.

Keywords: veterinary medicine students zootechnics seroprevalence antibodies SARS-CoV-2
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3

Introduccion

La pandemia causada por COVID-19 plante6 nuevos retos globales para los sistemas de salud
publica (Assefa et al, 2021), entre ellos, la deteccion oportuna y confiable de los casos, y ar
determinar la seroprevalencia de la infeccion causada por el virus SARS-CoV-2 en las
poblaciones una vez expuestos al mismo (McConnnell et al, 2021). Se han realizado rapidos
avances técnicos que permitieron que la técnica de Cadena de Reaccion de la Polimerasa en
tiempo real (rt-PCR por sus siglas en inglés), se convirtiera en la prueba de estandar de oro, sin
embargo, en cuanto al segundo, no sélo existen numerosas pruebas comerciales costosas, sino
que aun no se ha identificado una prueba que sea un estandar de oro, esto debido a la variabilidad
de la respuesta inmunitaria entre poblaciones y la variabilidad de los resultados de las pruebas

con las técnicas disponibles (Scheiblauer et al, 2022).

Los anticuerpos circulan en el cuerpo humano en respuesta al COVID-19 como una reaccion de
defensa a la infeccion y por ello, aumentan en cantidad conforme la carga viral de SARS-Cov2-
19 disminuye. A pesar de las limitantes que se han encontrado con las pruebas de anticuerpos,
se han realizado varias encuestas de seroprevalencia en el &mbito global y se ha estimado que,
para abril del 2021, el 26.1% de la poblacion ya presentaba anticuerpos para el coronavirus de
tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2 por sus siglas en inglés),
que la seroprevalencia difiere de acuerdo con la region, la poblacion mas afectada esta entre los
20 a 29 afios de edad y finalmente, los sistemas de vigilancia, que dependen principalmente de
los resultados de las pruebas rt-PCR, subestiman el verdadero impacto que ha tenido la infeccion
natural (Bergeri et al, 2021). En poblaciones mas especificas, como estudiantes universitarios no
vacunados, en Inglaterra, se estimé que 17.8% tenian anticuerpos contra SARS-CoV-2
(Vusirikala et al., 2021) y en estudiantes de medicina, se reporté que la positividad para
anticuerpos 1gG a SARS-CoV-2 fue de 18% (Pérez-Tanoira et al, 2021).

Este estudio, de disefio transversal, plante6 como objetivos desarrollar metodologias novedosas
para estudiar el comportamiento del virus SARS-CoV-2 y determinar la seroprevalencia de
SARS-CoV-2, validando una metodologia innovadora para detectar anticuerpos para SARS-

7
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CoV-2 en estudiantes de grado de la Facultad de Ciencias Médicas y la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala que no hubieran recibido
ninguna dosis de vacuna contra Covid-19. Debido a que la mayoria de estudios se realizan con
pruebas comerciales caras, la metodologia se considera novedosa por ser una prueba
cuantitativa-cualitativa ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en
inglés), desarrollada en un estudio colaborativo entre la Universidad de San Carlos de Guatemala
(USAC), el Dr. Jacob Glanville (Centivax) y la MSc Sarah lIves (Distributed-Bio), en San
Francisco, California, Estados Unidos de América, de bajo costo y que puede adaptarse a nuevas
variantes, haciendo cambios en los reactivos. La seroprevalencia en 185 estudiantes estudiados
fue de 69%, muy superior a lo reportado en el ambito global, y es de notar que todos los
estudiantes se encontraban en docencia remota sin haber tenido ninguna actividad académica
presencial al momento de la toma de la muestra sanguinea, por lo que el contagio ocurri6 fuera

de los ambientes de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Esta informacion que se ha obtenido de la seroprevalencia en estudiantes de la USAC sera
particularmente importante en la modelacion de un retorno a actividades presenciales o a una
modalidad hibrida. Debe considerarse que el comportamiento definitivo de la infeccion por el
virus SARS-CoV-2 todavia es variable, que la cobertura de la vacunacion en la poblacién del
pais es inferior al 40% Yy que aun falta conocimiento sobre el tratamiento de la enfermedad por
lo que estos datos, de un grupo muy limitado de estudiantes, sirven como un antecedente

importante pero no definitivo ni extrapolable para todos los estudiantes de la USAC.

A continuacion, procedemos a presentar la implementacién de la metodologia novedosa de
ELISA para medir IgG anti SARS-CoV-2.
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4 Planteamiento del problema

La pandemia provocada por SARS-CoV-2 es un problema de salud a nivel global (Chen, 2019),
y aunque existen sistemas de vigilancia epidemioldgica basados en rt-PCR o pruebas de
antigeno, la informacion que se obtiene de estos, no necesariamente refleja cuan extenso ha sido
el impacto de la infeccion natural en poblaciones (Bergeri et al, 2021), algo que puede ser medido
a través de encuestas de seroprevalencia en las cuales se aplican pruebas de anticuerpos con las
cuales es posible estimar de forma mas precisa la exposicién real que ha tenido la poblacion en

general y las poblaciones especificas, como este caso universitarias, al SARS-CoV-2.

Para el afio 2020, cuando este estudio fue disefiado, eran pocos los paises que habian reportado
encuestas de seroprevalencias de SARS-CoV-2, tales como China 4%, Suecia 7% y Espafia con
5%. Esto cambio con el tiempo vy, el estudio mas reciente, reportd que existen mas de 736
encuestas de las cuales 41% se han realizado en paises de bajos y medianos ingresos (LMIC por
sus siglas en inglés), ninguno que mencione a Guatemala. (Bergeri et al, 2021). La limitante
mas importante para realizar estas encuestas ha sido la carencia de un estandar de oro en cuanto
a pruebas de anticuerpos anti SARS-CoV-2, pues en su gran mayoria son comerciales y poco
confiables. Ademas, de que la validacion de las mismas ha sido realizada en poblaciones
heterogéneas y cuya respuesta inmunitaria puede variar (Scheiblauer et al, 2022). Guatemala
presenta de por si una poblacion étnicamente heterogénea, cuya respuesta a la vacunacion
presenta una marcada diferencia entre el rea urbana y rural, lo cual es sumamente importante
entender pues en los lugares donde la cobertura de la vacunacion es baja, la inmunidad natural
adquiere una importante relevancia (Gazit S, 2021) y esta informacion puede servir para
determinar las actividades y aforos que se pueden permitir con la finalidad de realizar actividades
virtuales/presenciales, especialmente académicas, con un nivel elevado de seguridad (Arnold C
et al, 2021).

Es por lo anterior que se planted el estudio, con la finalidad de determinar la seroprevalencia en
estudiantes de dos facultades de la Universidad de San Carlos de Guatemala, con el cual se
pretendid responder a la pregunta ¢es posible incorporar un método innovador para estudiar el
comportamiento del SARS-CoV-2 en estudiantes de la USAC?
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5 Delimitacion en tiempo y espacio

5.1 Delimitacién en tiempo
El estudio se inici6 el lero de febrero de 2021 y finaliz6 el 20 de febrero de 2022.

5.2 Delimitacion espacial
El estudio se realizé en la Facultad de Ciencias Médicas y Facultad de Medicina Veterinaria 'y
Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala ubicadas en el Centro Universitario
Metropolitano zona 11 y en la Ciudad Universitaria zona 12, respectivamente.

6 Marco tedrico

En diciembre de 2019, los hospitales en Wuhan, China, comenzaron a informar casos de
neumonia de causa desconocida. La mayoria de los pacientes inicialmente identificados estaban
vinculados geograficamente a un mercado mayorista local de mariscos humedos, donde se
venden animales salvajes vivos o sacrificados. El virus a la fecha ha afectado a 233 paises, con
421 millones de casos confirmados en el mundo y 750 mil casos confirmados en Guatemala, de
los cuales 49,578 estan activos, 682 mil estan recuperados y 16,709 han fallecido para 18 de
febrero de 2022 (COVID-19 Dashboard de Centro de Ciencias en Sistemas e Ingenieria,
Universidad Johns Hopkins, 2022)

La secuenciacion posterior de muestras del tracto respiratorio inferior identifico un nuevo
coronavirus distinto de las otras cepas de coronavirus que se sabe que infectan a los humanos,
posteriormente llamado coronavirus (Holshue, 2020), del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2), un virus altamente contagioso que puede transmitirse de persona a persona
(Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020).
La OMS designo la enfermedad causada por la infeccion por SARS-CoV-2 como COVID-19.
Al igual que otras enfermedades causadas por coronavirus, la principal ruta de transmisién del
SARS-CoV-2 es a través de gotas en aerosol. Se han propuesto otras posibles rutas de
transmision, como el contacto directo, la ruta oral-fecal y la transmisién de madre a hijo, pero se
necesitan pruebas y estudios adicionales para confirmar lo anterior. Un estudio retrospectivo

realizado al comienzo de la pandemia informé un periodo de incubacion del SARS-CoV-2 de

10
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aproximadamente 5-14 dias (Lu, et al., 2020) y posteriormente un informe indicé que el periodo
de incubacidn podria ser de hasta 24 dias (Guan, 2020), lo cual se ha mantenido hasta la fecha

de este informe.

No existe una cura efectiva para la infeccion por SARS-CoV-2 y el tratamiento mas comun para
los pacientes con COVID-19 es la atencion a los sintomas. Aungue se han utilizado multiples
medicamentos antivirales, incluidos Remdesivir y Lopinavir mas Ritonavir, en la préctica clinica
(Chen, et al., 2020) (Pillaiyar, Meenakshisundaram & Manickam, 2020), la seguridad y la
eficacia de estos solo se ha comprobado para el tiempo de estancia hospitalaria y estan bajo
evaluacion clinica si realmente es eficaz para prevenir las formas mas severas. La lesion
pulmonar inmunomediada y el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) se asocian con
resultados adversos en pacientes con COVID-19 (Xu, et al., 2020). EI examen histol6gico del
tejido de biopsia pulmonar de un paciente que murié de COVID-19 mostré dafio alveolar difuso
bilateral y proliferacion fibroblastica en espacios aéreos, y las pruebas de laboratorio indicaron
un estado hiperactivado de linfocitos CD4 y CD8 circulantes (Xu, Shi, Y Wang, et al., 2020).
Debido a la naturaleza hiperactiva del sistema inmune en algunos pacientes con COVID-19
grave, varios farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARME), como
Tocilizumab (inhibidor del receptor de interleucina [IL] -6), Baricitinib (Janus quinasa [JAK]
inhibidor), Anakinra (antagonista del receptor de IL-1), han sido usados para tratar SARS-CoV-
2 (Alam & Raham, 2021).

6.1 Descripcion general del coronavirus

Los coronavirus son un grupo muy diverso de virus, de Acido Ribonucléico (ARN)
monocatenario, de sentido positivo con envoltura que pertenecen a dos subfamilias,
Coronavirinae y Torovirinae, en la familia de Coronaviridae. Estos virus se descubrieron por
primera vez en la década de 1960 y se pueden clasificar en cuatro géneros principales:
alfacoronavirus, betacoronavirus, gammacoronavirus y deltacoronavirus, en funcién de sus
relaciones filogenéticas y estructuras genomicas (Woo, et al., 2020). Entre estos cuatro géneros,
los alfacoronavirus y los betacoronavirus causan principalmente infecciones respiratorias e

intestinales en mamiferos, mientras que los gammacoronavirus y deltacoronavirus infectan
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principalmente a las aves. Actualmente, hay siete cepas de coronavirus que se sabe que infectan
a los humanos, incluido el SARS-CoV-2 recientemente identificado, el coronavirus humano
229E (HCoV-229E), OC43 (HCoV-0C43), NL63 (HCoV-NL63), HKU1 ( HCoV-HKU1),
coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y coronavirus del sindrome
respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV) (Chan, et al, 2020; Cui, Li & Shi, etal., 2018; Ng
& Hiscox, 2020). Los animales domésticos o salvajes podrian tener papeles importantes como
reservorios zoonoticos que permiten la transmision del virus a los humanos. Sobre la base de las
bases de datos de secuencias actuales, se cree que los origenes de SARS-CoV, MERS-CoV,
HCoV-NL63, HCoV-229E y SARS-CoV-2, son murciélagos, mientras que HCoV-0OC43 y
HKU1 probablemente se originaron en roedores (Forni, Cagliani, Clerici & Siron, 2020; Zhou,
et al., 2020). Aunque la mayoria de las infecciones por coronavirus causan solo sintomas
respiratorios leves, la infeccion por SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 puede ser letal.

El SARS-CoV aparecio por primera vez en el sur de China y se extendio rapidamente por todo
el mundo entre 2002 y 2003. Este virus fue identificado como el agente causante del SARS
pandémico global, hace 18 afios, lo que condujo a una importante morbilidad y mortalidad. Una
década después del SARS, surgio un brote de MERS-CoV en 2012 (Zaki, van Boheemen,
Bestebroer, Osterhaus, & Fouchier, 2012). La mayoria de las personas con MERS no tuvieron
contacto previo con los murciélagos, lo que condujo a la identificacion de los camellos como
anfitriones intermedios (Mohd, Al-Tawfig & Memish, 2016). Los pacientes con SARS o MERS-
CoV presentan una variedad de caracteristicas clinicas, que van desde enfermedad respiratoria
asintomatica o leve hasta SDRA grave fulminante con complicaciones extrapulmonares (Chan,
Lau, To, Cheng, Woo & Yuen, 2015; Cheng, Lau, Woo & Yuen, 2007).

El SARS-CoV-2 pertenece al género del Betacoronavirus, segun el analisis evolutivo, es mas
similar al coronavirus SARS del murciélago chino de herradura, con una homologia de acido
nucléico del 84%. (Lu, et al., 2020). EI SARS-CoV-2 también tiene un 78% de similitud con el
SARS-CoV y un 50% con el MERS-CoV, a nivel de &cido nucleico (Chan, et al., 2020; Lu, et
al., 2020). Solo 10 dias después de la liberacion del genoma del SARS-CoV-2, los investigadores
encontraron un coronavirus similar al de los murciélagos de la fruta, BatCoVHKU9-1, en

funcion de las caracteristicas evolutivas (Xu X, et al., 2020). Varios informes posteriores
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sugirieron que las serpientes, el bisén y los pangolines podrian ser hospedadores intermedios,
segun la preferencia del codon y los patrones de infeccion viral (Guo, et al., 2020; Ji, Wang,
Zhao, Zai & Li, 2020). Al inicio de la pandemia de COVID-19, los sintomas principales fueron
fiebre (98%), tos (76%) y mialgia o fatiga (44%) (Huang, et al., 2020). Aproximadamente la
mitad de los pacientes desarrollaron dificultad para respirar en una semana y los pacientes
gravemente enfermos pronto desarrollaron Sindrome de Distress Respiratorio Agudo (SDRA),
lesion cardiaca aguda, infecciones secundarias 0 una combinacion de las mismas (Huang, et al.,
2020). El diagndstico de la enfermedad depende principalmente de la deteccion de ARN del
SARS-CoV-2 a través de una muestra de hisopado nasofaringeo, con la técnica reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real, antecedentes epidemiolégicos, manifestaciones clinicas

e imagenes pulmonares.

A partir de la vigilancia gendmica de muestras clinicas de pacientes con neumonia viral en
Wuhan, China, se identific6 un nuevo coronavirus (denominado 2019-nCoV) (Chan, et al., 2020;
Cui, Li & Shi, 2020). EIl analisis filogenético de 2019-nCoV, secuenciado a partir de muestras
de nueve pacientes, mostro que el virus pertenece al subgénero Sarbecovirus. 2019-nCoV fue
mas similar a dos cepas de coronavirus derivadas de murciélagos, bat-SL-CoVZC45 y bat-SL-
CoVZXC21, a los conocidos coronavirus infectados por humanos, incluido el virus que causo el
brote de SARS de 2003.

Epidemiologicamente, ocho de los nueve pacientes en dicho estudio tenian antecedentes de
exposicion al mercado de mariscos de Huanan en Wuhan, lo que sugiere que podrian haber
estado en contacto cercano con la fuente de infeccion en el mercado. Sin embargo, un paciente
nunca habia visitado el mercado, aunque se habia alojado en un hotel cerca del mercado antes
del inicio de su enfermedad. Este hallazgo sugiere una posible transmisiéon de gotas o que el
paciente fue infectado por una fuente actualmente desconocida. La evidencia de grupos de
familiares infectados y trabajadores médicos confirmé la presencia de transmision de persona a
persona (Ng & Hiscox, 2020).

Como un virus ARN tipico, la tasa de evolucion media de los coronavirus es de
aproximadamente |10-4 sustituciones de nucle6tidos por sitio por afio, 1 con mutaciones que

surgen durante cada ciclo de replicacion. Por lo tanto, es sorprendente que las secuencias de
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2019-nCoV de los diferentes pacientes descritos en este articulo fueran casi idénticas, con una
identidad de secuencia superior al 99,9%. Este hallazgo sugiere que 2019-nCoV se origind en
una fuente en un periodo muy corto y se detectd con relativa rapidez. Sin embargo, a medida que
el virus se transmite a mas individuos, se necesita una vigilancia constante de las mutaciones que

surgen.

6.2 Respuesta inmune contra SARS-CoV-2

La invasion y la patogénesis del SARS-CoV-2 estdn asociadas con la respuesta inmune del
huésped. La glucoproteina espiga (proteina S) en la envoltura viral se une a su receptor, la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2), en la superficie de las células humanas (Zhou, et al.,
2020; Xu, et al., 2020). Un analisis de la estructura de la proteina SARS-CoV-2 S y su afinidad
de union por ACE2 mediante microscopia electrénica criogénica y resonancia de superficie
mostrd que la estructura de la proteina SARS-CoV-2 S es muy similar a la del SARS, aunque
con diferencias menores (Wrapp, et al., 2020). La afinidad de la union de la proteina SARS-
CoV-2 Sa ACE2 es de 10 a 20 veces mayor que la de la proteina SARS S, lo que sugiere que el
SARS-CoV-2 podria transmitirse mas facilmente de persona a persona (Wrapp, et al., 2020).

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra la invasion de virus. La infeccion viral
de los mamiferos activa los receptores de reconocimiento de patrones intracelulares que perciben
los patrones moleculares asociados a los patégenos, como el ARN bicatenario 0 el ARNm sin
tapa. El reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos da como resultado
respuestas inmunitarias citoliticas posteriores, principalmente a través de los interferones tipo |
(IFN) y las células asesinas naturales. La inmunidad adaptativa también juega un papel
importante en la eliminacién viral a través de las células T citotoxicas activadas que destruyen
las células infectadas por virus y las células B productoras de anticuerpos que se dirigen a los
antigenos especificos de virus de pacientes con COVID-19, especialmente aquellos con
neumonia severa (Huang, et al., 2020; Wan, et al., 2020; Wang, 2020). Otro estudio informé que
las células T CD4 +, las células T CD8 +y las células asesinas naturales se redujeron en pacientes
gravemente enfermos en comparacion con aquellos con sintomas leves de la enfermedad.

Ademaés, también se observo una reduccion sustancial de los recuentos de células T CD4 +y
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células T CD8 + en la sangre periférica en un paciente que falleci6. Cabe destacar que los
subconjuntos pro inflamatorios de las células T, incluidas las células CCR4 + CCR6 + CD4 +
(T-helper 17 0 Th17) productoras de IL-17, y las células T citotoxicas que expresan granulisina
y perforina aumentaron, lo que podria ser en parte responsable de la lesién inmune grave en los

pulmones de este paciente (Xu, et al., 2020).

La respuesta inmune antiviral es crucial para eliminar el virus invasor, pero una respuesta inmune
antiviral robusta y persistente también podria causar una produccién masiva de citoquinas
inflamatorias y dafios en los tejidos del huésped (Perlman & Dandekar, 2005). La
sobreproduccion de citoquinas causada por la activacion inmune aberrante se conoce como
tormenta de citoquinas. De hecho, en las Gltimas etapas de la enfermedad por coronavirus,
incluidos el SARS, MERS y COVID-19, las tormentas de citoquinas son una causa importante
de progresion de la enfermedad y eventual muerte, (Mahallawi, Khabour, Zhang, Makhdoum,
& Suliman, 2018; Wong, 2004). Huang y colegas (2020) encontraron concentraciones
plasméticas aumentadas de citoquinas Thl (p. ej., IL-1B e IFNy) y Th2 (p. ej., IL-10). En
particular, los pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos (UCI) tenian
concentraciones plasmaticas mas altas de 1L-2, IL-7, IL-10, factor estimulante de colonias de
granulocitos, proteina 10 inducida por IFNy (IP-10), proteina quimio atrayente de macréfagos -
1, proteina inflamatoria de macrofagos 1o y TNF en comparacion con los no admitidos en la
UCI. Otros dos estudios (Wuan, et al., 2020; Fang, Zhang, Xu, Xie, Pang, & Ji, W. (2020).).
Tambien mostré que las concentraciones plasmaticas de IL-6 estaban por encima del rango
normal en pacientes con sintomas graves de COVID-19 en comparacion con individuos sanos y
aquellos con sintomas mas leves. Mehta y colegas (2020) sugieren que la linfohistiocitosis
hemofagocitica secundaria (SHLH) podria estar asociada con casos graves de COVID-19. La
SHLH es una entidad de la enfermedad caracterizada por una tormenta de citoquinas no
controlada y la expansién de macréfagos o histiocitos de tejidos que exhiben actividad
hemofagocitica (Hutchinson, Tattersall, & Manson, 2019). La HLH puede ser el resultado de
defectos genéticos en las vias citoliticas (HLH familiar o primaria) u otras enfermedades como
infeccion, malignidad y enfermedad reumatica (Halyabar, et al. 2019,). En 1952, Farquhar y
Claireaux describieron por primera vez la tormenta de citoquinas en pacientes con HLH

(Farquhar, & Claireaux, 1952). Las caracteristicas de la HLH, incluida la hipercitoquinemia,
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fiebre constante, citopenias, hiperferritinemia y dafio multiorganico, se observan cominmente
en pacientes gravemente enfermos con COVID-19 (Huang, et al., 2020; Mehta, McAuley,
Brown, Sanchez, Tattersall, & Manson, 2020). Se sugiere que los macréfagos alveolares que
expresan ACE2 son las células objetivo primarias para la infeccion por SARS-CoV-2. Estos
macrdfagos activados pueden desempefiar un papel importante en la tormenta de citoquinas tipo
HLH durante COVID-19 (Wuang, et al., 2020). Por lo tanto, la identificacién temprana y el
tratamiento adecuado de este estado hiperinflamatorio es importante para reducir la mortalidad
de los pacientes con COVID-19 (Mehta, McAuley, Brown, Sanchez, Tattersall, & Manson,
2020).

6.3 Inmunidad

Los anticuerpos contra el virus se inducen en las personas infectadas. La evidencia preliminar
sugiere que algunos de estos anticuerpos son protectores, sin embargo, también puede producir
autoanticuerpos que causan dafios (Macela A & Kubelkova K, 2021), pero esto ain no se ha
establecido definitivamente. Ademas, se desconoce si todos los pacientes infectados tienen una

respuesta inmune protectora y cuanto durara cualquier efecto protector.

Los datos sobre la inmunidad protectora después de COVID-19 estan surgiendo (Zaki, van
Boheemen, Bestebroer, Osterhaus, & Fouchier, 2012; Mohd, Al-Tawfig & Memish, 2016;
Wang, et al., 2020). Una serie de casos que evaluaba plasma convaleciente para el tratamiento
de COVID-19 identificé actividad neutralizante en plasma de pacientes recuperados que
parecian transferirse a receptores después de la infusion de plasma (Wang, et al., 2020). De
manera similar, en otro estudio de 23 pacientes que se recuperaron de COVID-19, los anticuerpos
contra el dominio de union al receptor de la proteina espiga y la proteina nucleocéapside se
detectaron mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) en la mayoria de
los pacientes 14 dias después del inicio de sintomas; Los titulos de anticuerpos ELISA se
correlacionan con la actividad neutralizante (Zaki, van Boheemen, Bestebroer, Osterhaus, &
Fouchier, 2012). Un estudio preliminar informé que los macacos Rhesus infectados con SARS-
CoV-2 no desarrollaron reinfeccidn después de la recuperacion (Choi, 2018); en estudios mas

recientes establecen que el riesgo de reinfeccion disminuye significativamente (Hazard Ratio:
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0.18 (95% CI: 0.15 a 0.20)) en aquellos pacientes que previamente estuvieron infectados y luego

se vacunaron, contra aquellos que se infectaron pero no estaban vacunados (Gazit S et al, 2022).

En el afio 2005, la Agencia Federal de Medicamentos de los Estados Unidos de América (FDA
por sus siglas en inglés) aprob6 una prueba que identifica cualitativamente los anticuerpos
inmunoglobulina IgM e IgG contra el SARS en suero o plasma (Dandekar, & Perlman, 2005).
Esa evidencia ha sido el punto de partida de que la presencia de estos anticuerpos refleja una
respuesta inmunitaria protectora, y es la base sobre la cual se asume que la deteccion seroldgica
podria ser herramienta importante para comprender la inmunidad de la poblacion y distinguir a
las personas con menor riesgo de reinfeccion. Algo que a la fecha no ha sido comprobado, pues
no siempre la presencia de anticuerpos se correlaciona con proteccion, y existe también la
inmunidad celular, cuyo papel ain no ha sido completamente estudiado dada las limitaciones

técnicas para hacerlo (Ni et al, 2022).

Existe un amplio consenso de que las pruebas generalizadas de SARS-CoV-2 son esenciales para
reabrir de manera segura los paises y la economia Una gran preocupacion ha sido confiabilidad
y precision de la prueba puede ser un problema mayor a largo plazo pues incluso no ha sido
aprobada para licencia para su aplicacion clinica tanto en el extranjero (Guimaraes, 2021) como
en Guatemala. Por lo anterior, es necesario saber qué tan bien las pruebas de diagnostico
descartan la infeccion, y es importante revisar la evaluacion de la precision de las pruebas por
parte de la FDA e investigadores clinicos, asi como la interpretacion de los resultados de las

pruebas en una pandemia.

La FDA ha otorgado autorizaciones de uso de emergencia (EUA) a fabricantes de pruebas
comerciales y ha emitido una guia sobre validacidn de pruebas. La agencia requiere la medicion
del rendimiento de las pruebas analiticas y clinicas. La sensibilidad analitica indica la
probabilidad de que la prueba sea positiva para material que contenga cepas de virus y la
concentracion minima que la prueba puede detectar. La especificidad analitica indica la
probabilidad de que la prueba sea negativa para material que contiene patégenos distintos del

virus objetivo.

En una revision sistematica previa a la impresion de cinco estudios (sin incluir los estudios Yang

y Zhao), que incluyé a 957 pacientes ("bajo sospecha de COVID-19" o con "casos
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confirmados"), los falsos negativos oscilaron entre el 2 y el 29% (Guan, et al., 2020). Sin
embargo, la certeza de la evidencia se considerd6 muy baja debido a la heterogeneidad de las
estimaciones de sensibilidad entre los estudios, la falta de cegamiento a los resultados de las
pruebas indice en el establecimiento de diagndsticos y la falta de informe de las caracteristicas
clave de RT-PCR (Guan, et al., 2020). En conjunto, la evidencia, aungue limitada, genera

preocupacion sobre los resultados frecuentes falsos negativos de RT-PCR.

Si las pruebas de diagnostico de SARS-CoV-2 fueran perfectas, una prueba positiva significaria
que alguien porta el virus y una prueba negativa que no. Con pruebas imperfectas, un resultado
negativo solo significa que una persona tiene menos probabilidades estar infectada. Para calcular
la probabilidad, se puede usar el teorema de Bayes, que incorpora informacidn sobre la persona
y la precision de la prueba (Chen, et al., 2020). Para una prueba negativa, hay dos entradas clave:
la probabilidad previa a la prueba (una estimacidn, antes de la prueba, de la probabilidad de que
la persona se infecte) y la sensibilidad de la prueba. La probabilidad previa a la prueba puede
depender de la prevalencia local de Covid-19, el historial de exposicién al SARS-CoV-2 y los
sintomas. Idealmente, la sensibilidad clinica y la especificidad de cada prueba se medirian en
diversas situaciones de la vida real clinicamente relevantes (por ejemplo, fuentes de muestras

variadas, tiempo y gravedad de la enfermedad).

6.4 Probabilidad de infeccibn dada una prueba negativa en diferentes niveles de

probabilidades previas

Suponga que una prueba de RT-PCR fue perfectamente especifica (siempre negativa en personas
no infectadas con SARS-CoV-2) y que la probabilidad previa a la prueba para alguien que, por
ejemplo, se sinti6 enfermo después del contacto cercano con alguien con Covid-19 fue del 20%.
Si la sensibilidad de la prueba fuera del 95% (el 95% de las personas infectadas dan positivo), la
probabilidad de infeccion posterior a la prueba con una prueba negativa seria del 1%, lo que
podria ser lo suficientemente bajo como para considerar a alguien no infectado y puede
brindarles seguridad en las visitas, los parientes de riesgo. La probabilidad posterior a la prueba
se mantendria por debajo del 5% incluso si la probabilidad previa a la prueba fuera tan alta como
50%, una estimacion mas razonable para alguien con exposicion reciente y sintomas tempranos

en un area de "punto caliente".
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Pero la sensibilidad para muchas pruebas disponibles parece ser sustancialmente menor: los
estudios citados anteriormente sugieren que el 70% es probablemente una estimacion razonable.
En este nivel de sensibilidad, con una probabilidad previa del 50%, la probabilidad posterior a
la prueba con una prueba negativa seria del 23%, demasiado alta para asumir con seguridad que

alguien no esta infectado.

7 Estado del arte

Los virus de ARN tienen una alta tasa de mutacion debido a la falta de actividad de correccién
de pruebas de las polimerasas. En consecuencia, los virus de ARN son propensos a desarrollar
resistencia a las drogas y escapar de la vigilancia inmune. La tasa de mutacion del SARS-CoV-
2 aun no esta clara. Sin embargo, teniendo en cuenta que la mediana del nimero de diferencias
de secuencia por pares fue de 4 (rango intercuartil, 3-6) para 110 secuencias recolectadas entre
el 24 de diciembre de 2019 y el 9 de febrero de 2020, la tasa de mutacion debe ser del mismo
orden de magnitud en SARS-CoV (0,80-2,38 x 10 -3 sustitucion de nucledtidos por sitio por afio
(Zhao, et al., 2004). La alta tasa de mutacion también resulta en un alto nivel de variantes
“intrahost” en los virus de ARN. La mediana del nimero de variantes “intrahost” en pacientes
con COVID-19 fue de 4 para variantes con frecuencia >5%, y esta incidencia no difirio
significativamente de la informada en un estudio sobre Ebola (655 variantes con frecuencia >5%
en 134 muestras; P > .05) (Ni et al., 2014). Vale la pena sefialar que el genoma SARS-CoV-2
en pacientes podria ser muy diverso, lo que también se observé en otros virus. La alta diversidad
podria aumentar potencialmente la aptitud de la poblacion viral, lo que dificultaria su
eliminacién. Se necesitan mas estudios para explorar como esto puede influir en la respuesta
inmune hacia el virus y si existe una seleccién que actta sobre diferentes cepas en el cuerpo

humano o durante la transmisién (Ni et al., 2014).
7.1 Pruebas seroldgicas para deteccion de SARS-CoV-2:

Las pruebas seroldgicas que se han desarrollado pueden ayudar al diagndstico y manejo de
COVID-19 y proporcionar informacion sobre la cinética de la respuesta inmune, (Guo, 2017) y
sus colegas analizaron la cinética de la respuesta de anticuerpos de inmunoglobulina M, (IgM),

IgA e 1gG en pacientes infectados utilizando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
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(ELISA) basado en la proteina de nucleocapside viral SARS-CoV-2. Los investigadores

evaluaron 208 muestras de plasma de 82 casos confirmados y 58 probables de COVID-109.

Los anticuerpos se encontraron tan pronto como 1 dia después del inicio de los sintomas. IgM
ELISA detecté méas casos que la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el dia 5.5 de la
enfermedad. La combinacion de IgM ELISA méas PCR detecto el 98,6% de los casos frente al
51,9% con una sola PCR. Durante los primeros 5,5 dias, la PCR tuvo una tasa de positividad
mas alta que la IgM; lo contrario fue cierto después del dia 5.5. No se encontro reactividad
cruzada con los coronavirus comunes que causan infecciones respiratorias superiores. En un
grupo familiar, los contactos familiares negativos a PCR de los casos de COVID-19 tuvieron un
analisis seroldgico positivo, confirmando la presencia de anticuerpos en la infeccion

asintomatica.

Zhao y sus colegas evaluaron el anticuerpo total, el anticuerpo IgM y el anticuerpo IgG contra
el SARS-CoV-2 en muestras de sangre en serie recolectadas de 173 pacientes (edad media, 48
afios) con COVID-19 confirmado por PCR en Shenzhen, China. Las muestras de plasma se
analizaron usando kits ELISA suministrados por Beijing Wantai Biological Pharmacy Enterprise
Co., Ltd., Beijing, China. En las muestras recolectadas durante los primeros 7 dias despues del
inicio de la enfermedad, las tasas positivas fueron 66.7% para PCR y 38.3% para ensayos de
anticuerpos. Durante la segunda semana después del inicio de la enfermedad, las tasas positivas
fueron 54.0% para PCR y 89.6% para ensayos de anticuerpos. El uso combinado de PCR y
pruebas de anticuerpos mejoro la identificacion de positividad a través de varias fases de la
enfermedad. Los aumentos en los niveles de anticuerpos no se asociaron con la eliminacion del
ARN, incluso en tres pacientes con enfermedad critica. Se encontr6 una fuerte correlacion entre
la gravedad clinica y el titulo de anticuerpos mas de 2 semanas después del inicio de la

enfermedad. El anticuerpo total fue mas sensible que el anticuerpo IgM o IgG.

Li y sus colegas desarrollaron un inmunoensayo de flujo lateral que detecta los anticuerpos IgM
e 1gG simultdneamente y puede analizar sangre, suero y plasma con puncion digital. La prueba
de punto de atencidn proporciona resultados en 15 minutos y no requiere equipo especial. El
ensayo se probd en seis provincias de China en muestras de sangre de 397 pacientes con COVID-

19 confirmados por PCR y en 128 pacientes negativos. La sensibilidad general fue del 88,7% y
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la especificidad del 90,6%. Varios autores estaban afiliados a la compafiia que desarroll6 la

prueba (Jiangsu Medomics Medical Technology Co., Ltd., Nanjing, China).
7.2 Seroprevalencia para SARS-CoV-2

En una Pandemia, una de las acciones principales es determinar a través de encuestas la
proporcién de la poblacidon que ya ha desarrollado anticuerpos contra el agente infeccioso que
estd causando la emergencia epidemioldgica. De esa cuenta, las encuestas de seroprevalencia
permiten determinar la cantidad de casos subclinicos que pueden existir y la proporcién de

proteccion que se ha alcanzado con la inmunidad de rebafio (To, et al., 2020).

China fue uno de los primeros lugares en donde se reporto la seroprevalencia de SARS-CoV-2.
En Hong Kong la seroprevalencia se reporto (To, et al., 2020) en 2.7% y entre asintomaticos que
retornaron de la provincia de Hubei se reportd el doble (4%). En relacion a lo hallado en China,
el porcentaje de asintomaticos contrasta con lo hallado en otros paises donde se llega a establecer
que cerca de 40% a 45% de las infecciones por SARS-CoV-2 son en pacientes asintomaticos
(Oran D., 2020). En Wuhan, China, (Ling et al., 2020) el epicentro de la pandemia, se establecio
que la seroprevalencia de 1gG fue de 3.33% y en mujeres la seroprevalencia fue
significativamente superior (3.66%) que en hombres (3.01%). Como es posible observar, al
inicio de la pandemia la seroprevalencia fue mucho mas baja de lo que se habria esperado. De
hecho, en un estudio realizado en 193 individuos que fueron evacuados de Wuhan, China a
Estados Unidos se halld6 que solo 1 tenia anticuerpos para SARS-CoV-2, lo que llevo a
determinar la baja posibilidad de que los evacuados de China fueran un factor de riesgo

importante para importar la infeccion (Hallowell et al., 2020)

En la actualidad, con el interés para poder lograr la reactivacion econdémica y educativa de los
paises en el mundo, y en especial, de Guatemala, es necesario contar con planes que incluyan
modelos que ayuden a predecir lo que ocurriria ante una salida del confinamiento. En este
sentido, contar con informacién de la seroprevalencia de SARS-CoV-2 es un dato clave para
incluir en los modelos de prediccion, como fue el caso de Francia (Dimeglio et al., 2020).

Hasta ahora ha sido posible establecer los aspectos de seroprevalencia en una poblacion tan

afectada como lo fue China. En un estudio realizado en el Hospital Clinic en Espafia se evidencid
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que de 578 participantes que eran trabajadores de esa institucion, 11.2% tenian evidencia de
haber sufrido la infeccion (Garcia-Basteiro et al., 2020). En otro estudio realizado en una
importante clinica del Norte de Alemania (Schmidt et al., 2020) se hallé que la seroprevalencia
en 406 individuos del personal fue de 2.7%. En otro estudio realizado en hospitales COVID-19
de Bruselas, Bélgica (Martin et al., 2020) se determiné que 11% fueron seropositivos para IgG.
Es importante mencionar que en estudios en lItalia (Lahner et al., 2020), se establecié que la
serologia 1gG tiene una sensibilidad de 50% y especificidad de 99.1% (Valor Predictivo Positivo
28.6%, Valor Predictivo Negativo 99.6%). Estos hallazgos contrastan con el hecho de que
estudios en paises como Holanda (Kluytmans-van den Bergh et al., 2020), la deteccion de SARS-
CoV-2 se ha reportado en no mas de 1% de los trabajadores en salud. En poblaciones mas
especificas, como estudiantes universitarios en Inglaterra, se estimo que 17.8% fueron positivos
aanticuerpos para SARS-CoV-2 (Vusirikala et al., 2021) y en estudiantes de medicina, se reporto

que la positividad para anticuerpos 1gG a SARS-CoV-2 fue de 18% (Pérez-Tanoira et al, 2021).

En la revision de la literatura cientifica no se encontraron estudios en Latino América o

Guatemala donde se reportara la seroprevalencia de SARS-CoV-2 en estudiantes de medicina.

8. Objetivos (generales y especificos aprobados en la propuesta)

1. Desarrollar metodologias novedosas para estudiar el comportamiento del virus SARS-CoV-2.
2. Determinar la seroprevalencia de SARS-CoV-2, en estudiantes de grado de la Facultad de
Ciencias Médicas y la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala
9. Hipdtesis
No aplica.

10 Materiales y métodos

10.1 Enfoque de la investigacion

Cuantitativo de disefio transversal
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10.2 Método

Seroprevalencia de anticuerpos SARS-COV-2.

Poblacion objetivo: estudiantes de las Facultades de Ciencias Médicas y Medicina
Veterinaria y Zootecnia de San Carlos de Guatemala, de ambos sexos, igual o mayores de 18
afios de edad, no vacunados para COVID-19 y que residen en la region metropolitana del
Departamento de Guatemala durante el periodo del estudio

Marco muestral: Las unidades primarias de muestreo fueron la Facultad de Ciencias
Médicas y Medicina Veterinaria de la Universidad de San Carlos de Guatemala, ubicada en

el area urbana del departamento de Guatemala.

Tamafio de la muestra: La muestra consistié en 185 estudiantes de los cuales 82 fueron de
la Facultad de Ciencias Médicas y 103 de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Originalmente se habia estimado una muestra de 400 estudiantes, sin embargo, no fue posible
dada las limitantes que ocasiond: 1. El brote con la variante Delta durante el momento del
trabajo de campo, 2. El inicio subito de la vacunacion en estudiantes de medicina (que
impediria conocer la inmunidad obtenida de forma natural) 3. El tiempo que tardé la

realizacién de las compras.

Seleccion de la muestra. La seleccion de la muestra fue independiente y no aleatoria para
cada unidad académica, y se consider0 a los estudiantes que dieron su consentimiento para

participar en el estudio.

10.3 Recoleccion de informacion

Los estudiantes participantes de las Facultades de Ciencias Médicas y de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala llenaron
electronicamente una encuesta con datos generales y preguntas sobre factores de riesgo para

enfermar de Covid-19.
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Los datos de los resultados de las pruebas ELISA para SARS-CoV-2 fueron colocado en una
hoja Excel. Luego, se cred una hoja Excel para unir tanto que consolidaba tanto la
informacion de la encuesta de datos generales como como los resultados de la prueba de

anticuerpos para SARS-CoV-2.

10.4 Técnicas e instrumentos
En el apéndice se detallan tanto el protocolo para la obtencion de la sangre del participante,
para la preparacion de las muestras sanguineas y por Gltimo, el protocolo de la prueba de
anticuerpos para SARS-CoV-2 que se implementd, con los materiales e instrumentos
requeridos.
Las pruebas séricas se transportaron, procesaron y analizaron en el Laboratorio Regional de
Referencia en Salud Animal (LARRSA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

10.5 Procesamiento y andlisis de la informacién (se debe redactar esto en funcién de los
resultados)

Una vez creada la base de datos en Excel, se procedié a importar la misma al paquete
estadistico STATA 13/SE® y se generaron andlisis de las tablas con distribuciones de
frecuencia, valores minimos y maximos y medidas de tendencia central para identificacion
de valores extremos. Con respecto a las estadisticas simples, se realizaron pruebas de Chi2 y
se estimaron Odds Ratio con sus respectivos intervalos de confianza al 95% para identificar
posibles diferencias entre los grupos y asociaciones entre variables. Se considerara

estadisticamente significativo un valor p < 0.05 en una prueba de dos colas.
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11. Resultados y discusion

11.1 Resultados.

Tabla 1

Caracteristicas generales de los estudiantes por Facultad de la Universidad de San Carlos de

Guatemala

Caracteristica

Facultad de Ciencias

Facultad de Medicina

Médicas Veterinariay
Zootecnia
NUmero de participantes (%) 82 (44.3) 103 (55.7)
Numero de participantes de sexo 45 (54.9) 60 (58.3)
femenino
Media de edad (de)* en afios 20.3 (2.4) 24.2 (3.8)

Municipio de residencia No. (%)

Guatemala 46 (56.1)
Mixco 9(11.0)
Villa Nueva 8 ( 9.8)

Guatemala 39 (37.9)
Mixco 26 (25.2)
Villa Nueva 19 (18.5)

Ser soltero No. (%) 76 (92.7) 102 (99.0)
Afio de estudio en carrera No.
(%) Primero 54 (65.9) Primero 18 (17.5)
Segundo 24 (29.1) Segundo 13 (12.6)
Tercero 4 (5.0) Tercero 35 (34.0)
Cuarto 11 (11.0)
Quinto 26 (24.9)
Realiza practicas en hospital No.
(%) Si 3(3.7) Si 18 (17.5)
Religion
Catolica 45 (54.9) Catolica 53 (52.0)
Evangélica 17 (20.7) Ninguna 16 (15.5)
Ninguna 7 (8.5) Evangélica 13 (12.6)

*de: desviacion estandar
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Factores de riesgo de los estudiantes por Facultad de la Universidad de San Carlos de

Tabla 2

Guatemala

Factor de riesgo presente

Facultad de Ciencias

Facultad de Medicina

Médicas Veterinariay
No. (%) Zootecnia
No. (%)
Contacto con caso:
Sospechoso 40 (48.8) 56 (54.4)
Confirmado 6 (7.3) 12 (11.7)
Comorbilidad:
Diabetes mellitus 0 (0) 1(1.0)
Hipertension arterial 1(1.2) 2 (2.0)
Asma 4 (4.9) 6 (5.8)
Sobrepeso 14 (17.1) 19 (18.5)
Enfermedad Renal 2(2.4) 1(1.0)
Viajo a:
Extranjero 7 (8.5) 1(1.0)
Comunidad con casos 9 (11.0) 23 (22.3)
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Tabla 3

Sintomas experimentados por los estudiantes en los meses previos a la prueba realizada por

Facultad de la Universidad de San Carlos de Guatemala

Sintoma que estuvo presente

Facultad de Ciencias

Facultad de Medicina

Médicas Veterinariay
No. (%) Zootecnia
No. (%)
Fiebre 11 (13.4) 9(8.7)
Tos 8(9.8) 20 (19.4)
Cefalea 31 (37.8) 23 (22.3)
Disnea 3(3.7) 2 (1.9
Artralgia 1(1.2) 6 (5.8)
Mialgia 3(3.7) 3(2.9)
Odinofagia 2(2.4) 3(2.9)
Rinorrea 7 (8.5) 12 (11.7)
Conjuntivitis 2(2.4) 6 (5.8)
Dolor torécico 6 (7.3) 7 (7.8)
Anosmia 5(6.1) 6 (5.8)
Ageusia 2(2.4) 4 (3.9)
Gastrointestinal 18 (22.0) 29 (28.2)
Tabla 4

Resultados de prueba PCR** y anticuerpos SARS-CoV-2 en los estudiantes por Facultad de la

Universidad de San Carlos de Guatemala

CoV-2 positiva No. (%)
Valor p <0.05

Prueba Facultad de Ciencias Facultad de Medicina
Médicas Veterinariay
Zootecnia
Se realiz6 PCR No. (%) 13 (15.9) 25 (24.3)
PCR positiva 5(6.1) 3(2.9)
Prueba de anticuerpos SARS- 39 (47.6) 89 (86.4)

** PCR: Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
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Odds Ratio (OR) de las caracteristicas epidemiologicas asociadas a prueba de anticuerpos

Tabla s

SARS-CoV-2 en los estudiantes de facultades de la Universidad de San Carlos de Guatemala

Caracteristica

Exposicion

Odds Ratio (95% CI)

De tipo demografico

Pertenecer a la Facultad de
Ciencias Médicas

0.19 (0.07,0.48)

Ser del sexo masculino

0.96 (0.41,2.19)

Vivir en municipio de
Guatemala

0.88 (0.38,2.02)

Ser soltero

0.27 (0.04,1.95)

Profesar una religion

1.33(0.35,4.13)

Ser estudiante de ler afo

8.56 (3.27,24.75)

De exposicion a un caso
sospechoso o confirmado

Realizar practicas hospitalarias

4.85 (0.71,207.11)

Contacto con caso confirmado

0.52 (0.15,2.03)

Contacto con caso sospechoso

1.36 (0.60,3.14)

Realiz6 viaje

0.63 (0.11,6.76)

Realiz6 viaje a comunidad

0.41 (0.17,0.94)

De antecedente de

Asma

0.48 (0.10,3.07)

comorbilidad Sobrepeso 0.50 (0.19,1.38)
Enfermedad renal 0.23 (0.08,0.67)
De haber experimentado algun | Fiebre 1.25(0.33,7.11)
sintoma asociado a Covid-19 Tos 1.35(0.42,5.79)
antes de la prueba de Cefalea 1.36 (0.54,3.74)
anticuerpos Disnea 0.86 (0.08,43.90)
Mialgia 1.08 (0.11,53.06)
Odinofagia 0.86 (0.08,43.9)
Rinorrea 1.95 (0.43,18.24)

Conjuntivitis

0.63 (0.11,6.76)

Dolor en el torax

0.70 (0.16,4.22)

Anosmia

0.38 (0.15, 1.05)

Ageusia

0.29 (0.10,0.80)

Gastrointestinales

1.07 (0.42,3.00)
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11.2 Discusion de resultados:

Este estudio tom6é como punto de partida las caracteristicas de los 185 estudiantes
participantes, de los cuales 82 (44.3%) fueron de ciencias médicas y 103 (55.7%) de la
medicina veterinaria y zootecnistas (ver Tabla 1). La media de edad de los estudiantes de
medicina fue de 20 y 24 afios para los estudiantes de medicina y los estudiantes de medicina
veterinaria y zootecnia respectivamente. El sexo predominante fue el femenino y los tres
municipios donde reportaron vivir la mayoria de los estudiantes fueron: Guatemala, Mixco
y Villanueva. Un dato interesante es que ambos grupos provinieron de distintas zonas de la
ciudad capital. EI 92.7 al 99% de los estudiantes era soltero. En cuanto a los afios de estudio,
medicina tuvo mas participacion de estudiantes de primer afio en comparacion con la
veterinarios y zootecnistas, donde la mayoria fue de tercer afio y que, ademas, por estar en
afios mas avanzados, reportaron estar realizando practicas en hospitales. La religion catélica
y evangélica fueron las que con mayor frecuencia se reportaron por los estudiantes (ver Tabla
1).

A pesar de la limitante que plantea la inexistencia de una prueba de anticuerpos para detectar
exposicion a covid 19, que sea considerada como prueba de oro, éstas pueden ayudar al
diagnostico y manejo de esta entidad y proporcionar informacion sobre la cinética de la
respuesta inmune, (Guo, 2017). Un aspecto muy importante es que una prueba de laboratorio
es un dato es un estudio complementario, por consiguiente, no debe desplazar la importancia
del interrogatorio durante un examen clinico. Una pregunta importante esté relacionada con
el antecedente de contacto con casos sospechosos con Covid-19, y sobre este aspecto, de
48% a 54% de los estudiantes en este estudio reportaron haber tenido un contacto cercano
previo a la toma de la muestra sanguinea. Para el caso de contacto con confirmados el
porcentaje fue menor (7% a 11%). Este aspecto es particularmente relevante por la
seroprevalencia que se encontrd en este grupo de estudio y que describiremos mas adelante
(ver Tabla 2). Es importante notar que los principales contactos sospechosos no fueron en la
universidad, sino ocurrieron en sus hogares, pues los estudiantes en los dos ultimos afios han

estado recibiendo clases remotas.
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Dentro de los caracteristicas epidemiol6gicas mas importantes y que tienen un mal
prondstico en la enfermedad de COVID-19 se encuentran el sobrepeso y la obesidad (Gao et
al, 2021). En el estudio, uno de los factores de riesgo que se presentd con mayor frecuencia
fue sobrepeso, con un estimado de 18% en la poblacion de estudiantes jovenes, lo cual es
preocupante por las implicaciones que tienen no sélo en la actual pandemia, sino también en
otras pandemias de enfermedades cronicas como lo es la diabetes y la enfermedad renal, que

por cierto se encontrd en una frecuencia baja en el grupo estudiado (1% a 2%).

Dentro de los sintomas que mas se presentaron en la poblacion de estudiantes de medicina
se encuentran (37%), malestar gastrointestinal (22%) y fiebre (13.4%), lo cual difiere de los
sintomas que refirieron con mas frecuencia los estudiantes de medicina veterinaria y
zootecnia, siendo estos: malestar gastrointestinal (28%), cefalea (22%), tos (19%) y rinorrea
(11%). Sin duda alguna, lo més relevante es que una buena proporcion de estudiantes
experimentaron en algin momento sintomas de Covid-19 antes de la toma de muestra
sanguinea, y fue lo suficientemente relevante como para recordar y reportar los mismos. Es
interesante que la frecuencia de anosmia (no oler: 5% a 6%) y ageusia (no degustar: 2% a
4%) fue relativamente baja para la cantidad de estudiantes positivos para anticuerpos contra
el virus que se encontro en el estudio. (ver Tabla 3)

La proporcion de estudiantes que, en algin momento, antes de la toma de la muestra
sanguinea, se realizaron una PCR fue de 15% a 24%. Quienes mas lo realizaron fueron los
estudiantes médicos veterinarios, sin embargo, en ellos fue baja la proporcion de positivos
reportados (3%), comparativamente con los estudiantes de medicina (6%). Aln asi, la
seroprevalencia en estudiantes de medicina veterinaria fue extremadamente alta (86%), casi
doblando la que se hall6 en estudiantes de medicina (47%) (ver Tabla 4). Estudios en Asia
han reportado que la poblacién ha tenido una elevada exposicion al Covid-19, encontrandse
2.7% de prevalencia en sangre (To, etal., 2020) y 4% entre asintomaticos que retornaron
de ciertas provincias. Durante la fase méas importante de la pandemia, se establecié que la
presencia de anticuerpos en sangre fue de 3.33% y en mujeres fue significativamente superior

(3.66%) que en hombres (3.01%). Como es posible observar, al inicio de la pandemia la
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seroprevalencia fue mucho mas baja de lo que se habria esperado. En un estudio realizado
en personal de hospitales europeos, 11.2% tenian evidencia de haber sufrido la infeccion
(Garcia-Basteiro et al., 2020), y en Alemania (Schmidt et al., 2020) se hallé que de
aproximadamente 400 el 2.7% estuvieron infectados. Personal médico y paramédico de
Bélgica (Martin et al., 2020) presentd 11% de casos positivos para los anticuerpos contra
Covid-19. En poblaciones mas especificas, como estudiantes universitarios europeos, se
estimo que 17.8% fueron positivos a anticuerpos para SARS-CoV-2 (Vusirikala et al., 2021)
y en estudiantes de medicina, se reportd que la positividad para anticuerpos fue de 18%
(Pérez-Tanoira et al, 2021).

Al ser un estudio descriptivo exploratorio, es dificil explicar la diferencia estadisticamente
significativa (valor p < 0.05) en de la prevalencia en sangre entre ambos grupos de
estudiantes, sin embargo, fue posible identificar que, el ser estudiante de medicina fue un
factor protector (OR: 0.19 (CI 95%: 0.07,0.48)), asi como también tener el antecedente de
una enfermedad renal (OR: 0.23 (CI 95%: 0.08,0.67)). No se investigd sobre las posibles
explicaciones para la diferencia de estos datos. En el caso de la enfermedad renal, se sabe
que los pacientes tienen méas cuidado con los contactos y entorno, debido a su vulnerabilidad
permanente de contraer la infeccion (ver Tabla 5).

El unico factor de riesgo que se encontro fue el ser estudiante de primer afio (OR: 8.56 (Cl
95%: 3.27,24.75)). Esto tiene sentido pues cuando un estudiante comienza,
independientemente de la carrera, suele no tener un entrenamiento previo en las medidas de
bioseguridad ni de salud pablica basicas para mitigar la transmisién del Covid-19, por otro
lado, ser estudiante de primer afio de la carrera también esta relacionado con la edad, estos
estudiantes son mas jovenes, lo que los expone a una mayor probabilidad de contagiarse (ver
Tabla 5).
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En una Pandemia, una de las acciones principales es determinar a través de encuestas la
proporcién de la poblaciéon que ya ha desarrollado anticuerpos contra el agente infeccioso
que esta causando la emergencia epidemiolégica. De esa cuenta, las encuestas de prevalencia
en suero permiten determinar la cantidad de casos subclinicos que pueden existir y la
proporcién de proteccion que se ha alcanzado con la inmunidad de rebafio (To, et al., 2020),
en caso de que ésta exista, lo cual es muy importante para alcanzar la reactivacion econémica
y educativa de los paises en el mundo, y en especial, de Guatemala, donde es necesario contar
con planes que incluyan modelos que ayuden a predecir lo que ocurriria ante una salida del
confinamiento. En este sentido, este estudio provee informacién de la seroprevalencia de
SARS-CoV-2 en estudiantes de dos facultades del area de salud de la Universidad de San
Carlos de Guatemala y demuestra que es posible desarrollar métodos innovadores para
estudiar el comportamiento del virus SARS-CoV-2, lo cual a futuro, es informacion clave
para incluir en los modelos de prediccion, como fue el caso de Francia (Dimeglio et al.,
2020).
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13. Apéndice

Agregue aqui mapas, fotografias, esquemas, cddigos de computadoras, encuestas, permisos de
programas, documentos legales que considere necesarios para respaldar las diferentes actividades
y resultados de su investigacion.

Protocolo: Centivax-USAC SARS-CoV-2 Antibody Assay (CUSAA)

Nota: Este protocolo es producto de un estudio previo que recibié financiamiento de la Digi USAC
y tiene la posibilidad de ser patentado, procedimiento que aun estd en discusion por los
investigadores del proyecto original.

Sarah lves, P.S.M.
Director of Contract Research, Distributed Bio Inc.
Co-Founder, Centivax Inc.

Proposito: Detectar y cuantificar los niveles de anticuerpos IgG de donantes candidatos que se
dirigen al dominio de unién al receptor de la proteina de pico en el virus SARS-CoV-2, para
comparar con sus respectivas capacidades de neutralizacion y permitir la seleccion de donantes de
primer nivel para pacientes convalecientes. Terapia con plasma para aumentar la eficacia clinica
del tratamiento.

Materiales:

A temperatura ambiente:
e Assay Plates = 96 Well Clear Flat Bottom Polystyrene High Bind Microplate polystyrene
high-binding plates, Corning #9018

e Dilution Plates = 1mL or 2mL 96-well deep-well Polypropylene plates, any vendor
e 20x PBS Solution, Teknova P0191

e 20X PBS Solution with 1% Tween-20, Teknova P1192

e P2 1-2uL single channel pipette (do not pipette volumes <1 uL)

e P20 2-20uL single channel pipette

e P1000 100-1000uL single channel pipette

e P20 2-20uL 12-channel multichannel pipette

e P1000 or P1200 12-channel multichannel pipette capable of pipetting 200-600 uL ranges
e 96-well plate reader capable of detecting absorbance at 450nm

e 25mL and 100mL reagent reservoirs. Do not re-use.

e Plastic sealing film plate covers, Qiagen

e Orbital microplate shaker with >600rpm, ideally capable of fitting 4 Assay Plates
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Rubber bands to stack and secure additional Assay Plates on top, when needed

50mL sterile conical tubes for diluting 5% BSA, RBD coating, or secondary antibody, if
necessary

1.8 mL Eppendorf snap-cap tubes

5 mL Eppendorf snap-cap tubes

500-mL sterile filtration units

2L plastic bottles for 1XxPBS and 1xPBS-T non-sterile wash solutions.
IN (1M) HCI or 1IN (0.5M) H,SOs4

o We make this in-house by diluting it from concentrated HCI (Sigma, 258148-
500ML) in a chemical fume hood. See Appenix IV.

Bleach
Shallow, wide plastic bucket for making a 10% bleach solution

BSL-2 Biohazardous waste disposal bags/containers

EN REFRIGERACION (4°C):

TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate System for ELISA, Sigma-
Aldrich, T0440-100ML. Do not purchase larger bottles because they get contaminated.

BSA (Bovine Serum Albumin - Fraction V), Rockland BSA-50 : -80 ° C, para almacenar
a4 ° C una vez descongelada y abierta cada alicuota:

SARS-CoV-2 Spike RBD HIS, Sino Biological, cat #40592-VO8H, lot #MA14AP1602

Goat anti-huFc HRP (Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Human IgG, Fcy fragment specific
(min X Bov, Hrs, Ms Sr Prot)), Jackson ImmunoResearch, cat# 109-035-098, lot# 147160

Centivax-E2 anti-RBD positive control antibody, 1 mg/mL stock

El Primer dia de la prueba

1.

Recubra cada pocillo de las placas de ensayo con proteina RBD diluida a 1 ug / mL en 1xPBS

estéril, o solo 1xPBS estéril, 50 uL / pocillo usando una pipeta P200 de 12 canales, durante la
noche 4C, sin agitar. Consulte la Figura 1 a continuacion para ver el disefio del revestimiento
de todas las placas de ensayo.

. Descongele completamente una alicuota de proteina Spike RBD dejandola que alcance la
temperatura ambiente en la mesa. Una vez descongelado, antes de abrir la tapa, hdgalo girar en
una centrifuga brevemente a 1000xG durante unos 10 segundos.

. Paradiluir la proteina RBD, use las siguientes formulas para tener en cuenta el 10% del volumen
de pipeteo adicional:
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# de mL de PBS = # de placas x 96 pocillos / placa x 0.055mL / pocillo

Ejemplo: (4 placas) x (96 pocillos / placa) x (0,055 ml / pocillo) = 21,12 ml de PBS
Agregue este volumen de PBS anterior al deposito de reactivo con una pipeta seroldgica.

(# de mL de PBS) x (1 ug/ mL)

# de uL de proteina RBD =

(Solucién madre de 1,34 ug / ul)

Ejemplo: (21,12 mL de PBS) x (1 ug/ mL)

= 15,8 uL de proteina RBD

(Solucion madre de 1,34 ug / ul)

Antes de agregar la proteina RBD stock al PBS, use una pipeta P20 para eliminar 15,8 uL de PBS
del deposito (o la cantidad apropiada como se calculd directamente arriba). A continuacion,
agregue la proteina RBD de stock al deposito en la misma cantidad.

1.

Mézclelo bien en el deposito pipeteando hacia arriba y hacia abajo con una pipeta P1000 o una
pipeta seroldgica.

. Agregue el mismo volumen de solo PBS a un nuevo deposito de reactivo, para los pocillos de

solo PBS.

. Para dispensar solo PBS, use una pipeta multicanal con 8 puntas a la vez y togue las puntas con

los lados de los pocillos en la placa de ensayo para asegurarse de que todo el liquido se transfiera
con precision. No hagas burbujas. Se pueden utilizar las mismas 8 puntas para todas las
columnas de las placas de ensayo que solo contendran PBS.

Para dispensar el RBD diluido, use una pipeta multicanal con 8 puntas a la vez y toque las
puntas con los lados de los pocillos en la placa de ensayo para asegurarse de que todo el liquido
se transfiera con precision. No hagas burbujas. Se pueden usar las mismas 8 puntas para todas
las columnas de las placas de ensayo que contendran RBD.

. Después de cada ensayo, la placa se recubre con RBD y PBS. Golpee suavemente los lados de

la placa para que la tension superficial se libere y el liquido cubra completamente el fondo de
cada pocillo.

. Coloque una pelicula de sellado de pléstico en cada placa y almacene a 4C durante la noche.

Una vez que se descongela y se abre una alicuota de stock de RBD, se puede almacenara 4 ° C
durante 5-6 semanas para su uso continuado (etiquete con la fecha y sus iniciales). Después de
6 semanas, deséchelo y descongele una nueva alicuota la préxima vez que lo necesite.
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Assay Plates - RBD coating

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A|PBS RED PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD
B [PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD
C|PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD
D|PBS RED PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD
E|PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD
F|PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD
G|PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD
H|PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD PBS RBD

Figura 1. PBS solo y RBD diluidos en PBS a 1ug / mL en columnas alternas de cada placa de
ensayo.

A la mafiana siguiente:

1.

Prepare un volumen adecuado de BSA al 5% en PBS para el dia a partir de la soluciéon madre
al 10% de BSA en PBS (consulte el Apéndice I)

. Lavar las placas 3 veces con PBS-T, 300 uL / pocillo. Seque con palmaditas boca abajo sobre

toallas de papel.

. Deseche la pelicula de sellado de plastico del paso de recubrimiento.

Para bloquear las placas, agregue 250 uL de BSA al 5% a cada pocillo con una pipeta P1000
de 12 canales. Cubra y deje reposar en la mesa de trabajo durante 2 horas, sin agitar.

. Puede dejar las placas descubiertas en este paso o usar una nueva pelicula de sellado de plastico

para cubrirlas.

Inicie los siguientes pasos del protocolo de inmediato porque puede llevar las 2 horas completas,
especialmente si no estd muy familiarizado con el proceso. Si la preparacion de la dilucion de
plasma tarda mas de 2 horas, esta bien. El bloqueo del 5% de BSA es el Unico paso del protocolo
que puede durar mas del tiempo especificado. Tenga cuidado de no dejar que ninguna
incubacidn que no sea esta dure mas tiempo.

. Mientras las placas se bloquean en BSA:

a. Descongele las muestras de plasma, si estan congeladas, dejandolas reposar sobre la mesa, a
temperatura ambiente.

b. Configure las placas de dilucién de acuerdo con la Figura 2 a continuacion agregando 5%
de BSA a los pocillos correspondientes.

c. Afada 556,5 uL a cada pocillo de las filas A y E con una pipeta de 12 canales P1000
d. Agregue 250 uL a cada pocillo en las filas B-D y R-H con una pipeta de 12 canales P1000
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Dilution Plate 1 - Plasma Sample Preparation

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ul of 5% BS!

1:160
1:320
1:640
1:1280

Sample 1 [Sample2 |[Sample3 |Sample6 |Sample7 |Sample8 |[Sample 11 [Sample 12 |Sample 13 [Sample 16 [Sample 17 |Sample 18 556.5
250
250

1:160
1:320
1:640
1:1280

Sampled  [EIEIR Sample 5 |Sample9  [EIUEZA Sample 10 |Sample 14 [EEFA Sample 15 [Sample 19 Sample 20 556.5
250
250
250

A
B
C
D 250
E
F
G
H

These samples for Assay Plate 1 These samples for Assay Plate 2 These samples for Assay Plate 3 These samples for Assay Plate 4

Figura 2. Disposicién de la placa de dilucion 1. Primero agregue 5% de BSA a cada pocillo,
utilizando los volumenes especificados a la derecha. La placa de dilucion 2, 3, etc. sera la misma,
excepto que contendré las siguientes muestras de plasma consecutivas.

8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Cada muestra de plasma se prepara con una dilucion inicial de 1: 160 y luego se diluye en
serie 2 veces hasta 1: 1280.

Todas las puntas de pipeta utilizadas en la dilucion y la placa de las muestras de plasma
(Pasos 5c, 5e, 7b-e) deben desecharse en una bolsa / contenedor de residuos bioldgicos
peligrosos BLS-2.

Para la dilucion inicial en la Fila A, agregue 3.5 uL de Muestra de plasma 1 al pocillo A01,
usando una pipeta de un solo canal. Afiada 3,5 uL de muestra de plasma 2 al pocillo A02,
etc. Asegurese de que las muestras de plasma estén completamente descongeladas primero
y asegurese de mezclarlas bien pipeteando arriba y abajo en el tubo de plasma antes de afiadir
la muestra a la placa de dilucién.

SALTE el pocillo E2, ya que se reservara para el anticuerpo de control positivo Centivax-
E2.

SALTE TAMBIEN los pocillos E5, E8, E11, para reservarlos para el anticuerpo de control
positivo Centivax-E2.

Una vez que se hayan agregado todas las muestras de plasma a las filas Ay E, use una pipeta
de 12 canales P1000 ajustada a 250 uL para mezclar bien el plasma con el 5% de BSA en
todas las muestras de las filas Ay E.

Prepare el anticuerpo de control positivo.
El anticuerpo de control positivo Centivax-E2 debe analizarse en cada placa de ensayo.

Descongele completamente una alicuota del anticuerpo de control positivo Centivax-E2
dejandolo a temperatura ambiente en la mesa. Una vez descongelado, antes de abrir la tapa,
hagalo girar en una centrifuga brevemente a 1000xG durante unos 10 segundos. Esto se
puede hacer con anticipacion, tan pronto como se haya enchapado el paso de bloqueo.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

La solucién madre es de 1 mg / mL. Diluya a 0.1 mg / mL pipeteando 45 uL de PBS en un
tubo de PCR de 200 uL o tubo Eppendorf de 1.8mL, luego agregue 5 uL de solucién madre
de anticuerpo. Mezclar bien pipeteando.

Agregue 0.1 mg / mL de anticuerpo E2 al pocillo E2 de la Placa de dilucion 1 para que la
concentracion de trabajo sea de 0.5 ug / mL en el pocillo: agregue 3 uL de 0.1 ug / mL stock
a los 556.5uL de BSA en E2. Mezclar bien pipeteando hacia arriba y hacia abajo con una
pipeta P1000.

a. También agregue 3 uL de 0.1 mg / mL de anticuerpo E2 al pocillo E5 de la placa de
dilucién 1,

b. y ala placa de dilucién 1 pocillo ES8,
c. y alaplaca de dilucion 1 pocillo E11,

d. y a la placa de dilucion 2, pocillo E2, y asi sucesivamente, de modo que Centivax-E2 se
agregara a cada placa de ensayo mas adelante en el paso 6.

Si el laboratorio esta analizando mas de 60 donantes de plasma por dia (que seran mas de 3
placas de dilucion), debe preparar mas de 50 uL de 0.1 mg / mL de anticuerpo E2. En su
lugar, prepare 100 uL agregando 10 uL de 1 mg/ ml de stock a 90 uL de PBS.

Si al final del dia le sobraron 0,1 mg / ml de anticuerpo E2, NO lo reutilice. Siempre hagalo
fresco el dia de su uso, ya que el anticuerpo no es estable a concentraciones bajas durante
mas de 1 dia, incluso si se almacena a 4°C.

El anticuerpo E2 de reserva de 1 mg / ml sobrante se puede almacenar en el refrigerador 4C
durante 8-10 semanas para su uso continuo. Después de eso, deséchelo y descongele un tubo
de stock nuevo.

Haga diluciones seriadas al doble de cada muestra de anticuerpo de control y plasma:

a. Todas las puntas de pipeta utilizadas en la dilucién y la placa de las muestras de plasma
(Pasos 5c¢, 5e, 7b-e) deben desecharse en una bolsa / contenedor de residuos bioldgicos
peligrosos BLS-2.

b. Con una pipeta de 12 canales P1000 ajustada a 250 uL, pipetee 250 uL de cada pocillo en
la Fila A y mézclelo en el pocillo de abajo en la Fila B pipeteando hacia arriba y hacia
abajo 5-6 veces. No hagas burbujas. Deseche las puntas después de mezclar.

c. Usando nuevas puntas en el multicanal, pipetee 250 uL de cada pocillo en la Fila B y
mézclelo en la Fila C pipeteando hacia arriba y hacia abajo 5-6 veces. No hagas burbujas.
Deseche las puntas después de mezclar.

d. Utilizando nuevas puntas en el multicanal, pipetee 250 uL de cada pocillo de laFilaCy
mézclelo en la Fila D pipeteando arriba y abajo 5-6 veces. No hagas burbujas. Deseche
las puntas después de mezclar. La fila D debe tener el doble de volumen de liquido que
las filas A-C (500 uL).
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23.

24,

NO diluya en serie la Fila D en la Fila E, o debera volver a hacer todas las muestras en la
FilaE.

Cubra las placas de dilucion y déjelas a un lado en la mesa de trabajo si queda tiempo en
la incubacion de las placas de ensayo.

Después de bloquear las placas durante 2 horas, elimine el 5% de BSA de las placas de
ensayo Yy seque con toallas de papel. No lavar.

Afada plasma diluido de la placa de dilucion a la placa de ensayo como se indica a
continuacién, tambien ilustrado en las figuras 2 y 3:

a.

Todas las puntas de pipeta utilizadas en la dilucion y la placa de las muestras de plasma
(Pasos 5c, 5e, 7b-e) deben desecharse en una bolsa / contenedor de residuos biologicos
peligrosos BLS-2.

Utilizando un canal de 12 colocados arriba-abajo (en lugar de lado a lado), igual que en
la posicion para recubrir las placas, asegure 8 puntas y pipetee 50 uL de cada pocillo en
la columna 1 (filas AH) de la placa de dilucion 1 Agregar a la columna 1 de la placa de
ensayo. Toque con las puntas los lados de los pocillos de la placa de ensayo para
asegurarse de que todo el liquido se transfiera con precision. No hagas burbujas. No
mezcle las muestras hacia arriba y hacia abajo con la pipeta una vez en la placa de ensayo.

Sin descartar las puntas, vuelva a la columna 1 de la placa de dilucién 1 y pipetee 50 uL,
agréguelo a la columna 2 de la placa de ensayo 1.

Afada 50 uL de la columna 1 de la placa de dilucién 1 a la columna 3 de la placa de
ensayo 1.

Afada 50 uL de la columna 1 de la placa de dilucion 1 a la columna 4 de la placa de
ensayo 1. Deseche las puntas. La columna 1 de la placa de dilucion 1 deberia estar casi
vacia ahora.

Con 8 puntas nuevas, agregue 50 uL de la columna 2 de la placa de dilucién 1 en la
columna 5 de la placa de ensayo 1. Repita para las columnas 6, 7, 8 de la placa de ensayo
1. Deseche las puntas.

Con 8 puntas nuevas, agregue 50 uL de la columna 3 de la placa de dilucién 1 en la
columna 9 de la placa de ensayo 1. Repita para las columnas 10, 11, 12 de la placa de
ensayo 1. Deseche las puntas.

Continue colocando las siguientes muestras de las columnas 4, 5, 6 de la placa de dilucion
1 en la placa de ensayo 2 y asi sucesivamente hasta que todas las muestras se hayan
transferido por cuadruplicado de la placa de dilucién a la placa de ensayo. Deseche las
puntas.

. Cubra las placas de ensayo con una pelicula selladora de plastico nueva, incube 1 hora en

un agitador orbital, a temperatura ambiente.
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Assay Plate 1 - Plasma Samples

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1:160 AlSample 1 [Sample1l [Samplel |Sample1l |[Sample2 [Sample2 |[Sample?2 [Sample2 [Sample3 [Sample3 [Sample3 [Sample 3
1:320 B[Sample 1 |Sample1l |Sample1 [Sample1l |Sample2 |Sample2 |Sample?2 |Sample2 |Sample3 [Sample3 [Sample3 |Sample 3
1:640 Cl[Sample 1 |Sample1 [Sample 1 [Sample 1 [Sample2 [Sample2 [Sample2 |Sample2 |Sample3 [Sample3 [Sample3 |Sample 3
1:1280 D|Sample 1 |Sample1l |Sample 1 [Sample 1 |Sample2 ([Sample2 [Sample2 [Sample2 [Sample3 |Sample 3 |Sample3 |Sample 3
1:160 E|Sample 4 [Sampled [Sample 4 |Sample 4 [ i8] Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2
1:320 Flsample 4 [Sampled [Sample 4 |Sample 4 [ =) Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2
1:640 G|Sample 4 |Sampled |Sample 4 |Sample 4 €8] Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2
1:1280 H|Sample 4 |Sample4 |Sample4 [Sample 4 [y {H) Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2
Assay Plate 2 - Plasma Samples

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1:160 AlSample 6 [Sample6 [Sample 6 |[Sample 6 [Sample 7 [Sample 7 |Sample 7 |[Sample 7 |Sample8 |Sample & [Sample8 |Sample 8
1:320 BlSample 6 |Sample6 [Sample 6 [Sample 6 |Sample 7 |Sample 7 |Sample 7 |Sample7 |Sample8 [Sample8 [Sample8 |Sample 8
1:640 Cl[Sample 6 |Sample6 [Sample 6 [Sample 6 |Sample 7 [Sample 7 [Sample 7 |Sample7 |Sample8 [Sample8 [Sample8 |Sample 8
1:1280 D|Sample 6 |Sample6 |Sample6 [Sample6 |Sample 7 [Sample 7 |Sample 7 [Sample 7 [Sample 8 |Sample 8 |Sample8 [Sample 8
1:160 E[Sample 9 |Sample 9 Sample 9 Sample 9 [€3, {8 Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2
1:320 FlSample 9 |Sample 9 Sample 9 Sample 9 [€3, {8 Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2
1:640 G|Sample 9  |Sample9 |Sample 9 |Sample 9 &= H=] Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2
1:1280 H|Sample 9 [Sample9 [Sample 9 [Sample 9 |l {H=] Centi-E2 Centi-E2 Centi-E2

Likewise for Assay Plate 3 with Samples 11-15, and Assay Plate 4 with Samples 16-20, and additional Assay Plates if needed.

Figura 3. Las muestras de plasma preparadas en las placas de dilucién se transfieren a las placas
de ensayo utilizando este disefio.

25. Mientras las placas de ensayo se incuban con plasma, retire el reactivo de deteccién de TMB
del refrigerador y deje que la botella alcance la temperatura ambiente en la mesa hasta que
sea necesario. Es importante que el TMB esté a temperatura ambiente cuando se utilice.

26. Mientras las placas de ensayo se incuban con plasma, prepare el anticuerpo secundario (Fc

HRP antihumano de cabra) diluido 1: 10.000 en BSA al 5%. Coloque en un nuevo depdsito
de reactivo. Esto se puede iniciar cuando quedan 10-15 minutos en la incubacién con plasma
de 1 hora, de modo que el anticuerpo secundario no se exponga a la luz durante demasiado
tiempo.

a. Descongele completamente una alicuota de anticuerpo secundario dejandola que alcance
la temperatura ambiente en la mesa de trabajo (hagalo con anticipacion, tan pronto como
el plasma esté incubando en las placas de ensayo). Una vez descongelado, antes de abrir
la tapa, hagalo girar en una centrifuga brevemente a 1000xG durante unos 10 segundos.

Para diluir el anticuerpo secundario unos 15 minutos antes de que finalice la incubacion del plasma
de 1 hora, utilice la siguiente formula para tener en cuenta el volumen de pipeteo adicional:

# de ml de BSA al 5% = # de placas x 96 pocillos / placa x 0,055 ml / pocillo

Ejemplo: (4 placas) x (96 pocillos / placa) x (0,055 ml / pocillo) = 21,12 ml de BSA al 5%
Agregue este volumen de BSA al 5% anterior al depdsito de reactivo con una pipeta serolégica.

(# de mL de BSA al 5%)
# de uL de anticuerpo secundario = 1000 x
10,000
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(21,12 ml de BSA al 5%)
Ejemplo: 1000 x = 2,1 uL secundario
10,000 anticuerpos

Una vez agregado, pipetee hacia arriba y hacia abajo con P1000 o una pipeta seroldgica para
mezclar bien. Si el volumen es <10 uL, no es necesario eliminar este volumen de BSA primero del
depdsito.

1.

Escriba la fecha y sus iniciales en el tubo de anticuerpo secundario. Puede almacenarse a 4
° C durante 6-8 semanas y ser utilizado por usted u otras personas. Después de 6 a 8 semanas,
deséchelo y descongele un tubo nuevo. Manténgalo alejado de la luz tanto como sea posible.

Cuando se haya completado la incubacion del plasma de 1 hora, vierta el plasma diluido en
un balde grande y poco profundo que contenga lejia al 10% en agua. Tenga cuidado de volcar
los platos directamente hacia abajo y lo suficientemente lejos de la playa; NO deje que el
blanqueador salpique las placas o los resultados seran inutilizables.

Lavar las placas 3 veces con PBS-T, 300 uL / pocillo. Seque.

a. Cuando retire la cubierta de la pelicula de sellado de pléstico, sostenga y estabilice las
placas de forma segura en la mesa de trabajo para que el liquido de los pocillos no salte /
gotee a otros pocillos cuando retire la pelicula de sellado. Guarde la pelicula de sellado
de pléstico en este paso; se puede reutilizar para la incubacion de anticuerpos secundarios.
Si cae liquido en la parte inferior de la pelicula de sellado, deséchelo y utilice una nueva
pelicula de sellado para la siguiente incubacion.

Afada anticuerpo secundario de cabra anti-Fc HRP humana a las placas de ensayo utilizando
una pipeta de 12 canales, 50 uL / pocillo. Se pueden usar las mismas 12 puntas para todas
las filas en todas las placas de ensayo. No toque las puntas de los lados o el fondo de los
pozos. Si alguna de las puntas se toca, deseche las puntas y obtenga nuevas puntas para los
pocillos restantes.

a. Cubrir con pelicula plastica, incubar 30 min, temperatura ambiente en agitador orbital
Lavar las placas 3 veces con PBS-T, 300 uL / pocillo. Seque.
Lavar las placas 2 veces con PBS, 300 uL / pocillo. Seque.

Agregue el reactivo de deteccion de TMB a las placas de ensayo utilizando multicanal de 12
canales, 50 uL / pocillo. Se pueden usar las mismas 12 puntas para todas las filas en todas
las placas de ensayo. No toque las puntas de los lados o el fondo de los pozos. Si alguna de
las puntas se toca, deseche las puntas y obtenga nuevas puntas para los pocillos restantes.

a. Al preparar la TMB, utilice la siguiente formula para tener en cuenta el volumen de pipeteo
adicional:

# de mL de TMB = # de placas x 96 pocillos / placa x 0.055 mL / pocillo.
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Ejemplo: (4 placas) x (96 pocillos / placa) x (0.055 mL / pocillo) = 21.12 mL TMB

Agregue este volumen de TMB anterior al depdsito de reactivo con una pipeta seroldgica.

El TMB debe quedar claro al sacarlo del frasco con una pipeta serolégica. Si es azul o tiene un
tinte azul, tirelo por el desagiie y abra una botella nueva. Mida siempre la cantidad exacta que
necesita; NO arroje directamente de la botella al depdsito.

1.

Si queda TMB en el depdsito después de agregarlo a las placas, NO lo recicle agregandolo
nuevamente a la botella. Vierta el resto del depdsito por el desaglie.

Agregue TMB a las placas en orden: comience con la placa de ensayo 1, luego la placa de
ensayo 2, 3, etc.

Desarrolle la reaccién dejando que las placas se asienten sin tapar en la mesa de trabajo
durante 8-10 minutos, sin agitar. Inicie el temporizador cuando termine de agregar TMB a
la placa de ensayo 1.

En cada placa de ensayo, los pocillos de control negativo E5, F5, G5, H5, E7, F7, G7, H7
deben ser transparentes y los pocillos de control positivo E6, F6, G6, H6, E8, F8, G6, H8
deben ser de color azul oscuro después de 8-10 minutos.

Si los pocillos de los controles negativos comienzan a ponerse azules, vaya al paso 14 y
detenga la reaccion inmediatamente con HCI 1N, incluso si la TMB solo se ha desarrollado
durante unos 5 minutos.

Si los pocillos de control positivo ain no son de color azul profundo a los 8-10 minutos y
los pocillos de control negativo estan claros, deje que la reaccion se desarrolle de 1 a 2
minutos mas o hasta que se observe un azul profundo, mientras se asegura de que los pocillos
de control negativo no giren. azul. Si los pocillos de control negativo comienzan a ponerse
azules pero los pozos de control positivo ain no han alcanzado un color azul profundo,
detenga la reaccion inmediatamente de todos modos.

Para detener la reaccién, agregue HCI 1N a las placas de ensayo utilizando multicanal de 12
canales, 50 uL / pocillo. Se pueden usar las mismas 12 puntas para todas las filas en todas
las placas de ensayo. No toque las puntas de los lados o el fondo de los pozos. Si alguna de
las puntas se toca, deseche las puntas y obtenga nuevas puntas para los pocillos restantes.

Agregue HCI a las placas en orden: comience con la placa de ensayo 1, luego la placa de
ensayo 2, 3, etc.

Al preparar el HCI, utilice la siguiente formula para tener en cuenta el volumen de pipeteo
adicional:

# de mL de HCI = # de placas x 96 pozos x 0.055mL / pocillo

Ejemplo: (4 placas) x (96 pocillos / placa) x (0.055 mL / pocillo) = 21.12 mL HCI 1N
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Agregue este volumen de HCI 1N anterior a un depdsito de reactivo con una pipeta seroldgica.

1.

10.
11.

Verifique que las placas no goteen en la parte superior de los pocillos. Si es asi, aplique
suavemente KimWipe sin dejar que KimWipe toque el liquido del pozo. No use toallas de
papel porque las fibras pueden caer dentro de los pocillos, lo que afectara la lectura de
absorbancia.

Se puede usar H2SO4 1N (0.5 M) en lugar de HCI 1N, si es necesario.

Lea las placas de ensayo inmediatamente en un lector de placas que mide la absorbancia a
una longitud de onda de 450 nm.

a. Lea las placas en orden: comience con la placa de ensayo 1, luego la placa de ensayo 2,
3, etc.

No deje que las placas se asienten durante mas de 5 a 10 minutos antes de la lectura, o la
medicion de la absorbancia podria ser inexacta. Leer inmediatamente. Si alguno de los pozos
ha cambiado de amarillo a marrdn, ha pasado demasiado tiempo y la medicion de OD450nm
sera inexacta

Limpieza

a. Deseche los siguientes liquidos tirando por el fregadero, BSL-1 OK:

a. Sobra 5% de BSA (a menos que pueda usarlo al dia siguiente, entonces esta bien usarlo)
b. Anticuerpo secundario sobrante diluido 1: 10,000 en BSA (NO reutilizar al dia siguiente)
c. TMB sobrante (NO reutilizar al dia siguiente si hay sobras en el depdsito)

d. HCl sobrante

Agregue agua al deposito antes de tirarlo por el desaguie para que el acido no dafie las tuberias
del fregadero.

a. Si el HCI que queda en el deposito es transparente y esta libre de desechos como polvo y
suciedad, se puede verter con cuidado en la botella de vidrio de HCI 1N y reutilizar.

Cualquier hielo usado en cubos de hielo

Restos de RBD y PBS diluidos de las placas de recubrimiento la noche anterior (NO
reutilizar al dia siguiente)

Deseche los siguientes plasticos en la basura normal, BSL-1 OK:

Depdsitos de reactivo vacios

Puntas de pipeta que se utilizaron para cualquier otra cosa que no sean diluciones y placas
de muestras de plasma
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12.

13.

14.
15.

16.
17.

Vacie las placas de ensayo después de leer la absorbancia y verter el liquido en el fregadero
(el HCI ha desactivado el plasma, por lo que ya no es BSL-2)

Vacie las placas de dilucion después de agregar 500 uL de lejia al 10% a cada pocillo,
remojar durante 10 minutos y verter el liquido en el fregadero.

Botellas vacias de la unidad de filtracion

Los siguientes plasticos deben desecharse en una bolsa / contenedor de residuos
biopeligrosos BSL-2:

Puntas de pipeta utilizadas para diluir y platear muestras de plasma

Viales vacios de muestras de plasma

Una vez que las botellas de lavado 1xPBS y 1xPBS-T estan vacias, se pueden enjuagar y volver a
llenar con nuevas 1xPBS y 1xPBS-T diluidas a partir de soluciones madre 20x. Se recomienda
enjuagarlos con lejia al 10% y luego a fondo con agua al menos 3 veces, aproximadamente una

vez al mes.

Apéndice

Preparacion de BSA al 10% en solucion madre de PBS:

1.  El dia antes de que sea necesario, pese 50 g de polvo de BSA y agréguelo a un matraz de
vidrio de 500 ml.

2. Con una pipeta seroldgica o una probeta, medir 400 ml de 1xPBS vy afiadirlo al matraz de
vidrio. Gire suavemente para asegurarse de que todo el BSA pueda comenzar a disolverse.
No use una barra de agitacion, no agite, no gire con demasiada fuerza. Evite crear burbujas.

3. Cubra la parte superior del matraz con papel de aluminio, etiquete el matraz y coloquelo en
el refrigerador a 4 ° C durante la noche.

4. A la mafiana siguiente, agite suavemente para asegurarse de que todo el BSA se haya
disuelto. Si no se ha disuelto, deje que el matraz repose sobre la mesa durante 1-2 horas hasta
gue BSA se haya disuelto por completo. No agite ni use una barra para revolver. Se puede
transferir a una incubadora a 37 ° C durante 10 a 20 minutos para acelerar la disolucién.

5. Con una pipeta seroldgica de 50 ml, mida la cantidad exacta de liquido en el matraz

transfiriéndolo a la unidad de filtro superior de una unidad de filtro estéril preenvasada de
500 ml. Una vez transferido, agregue la cantidad restante de 1xPBS estéril calculando:

# de mL de PBS para agregar = (500 mL) - (# de mL de PBS para agregar a la unidad de filtrado)

Ejemplo: (500 mL) - (457 mL de BSA disuelto en PBS) = agregue 43 mL de 1x PBS estéril a la
unidad de filtro superior antes de filtrar.

No use las marcas de volumen en la unidad de filtro para medir la cantidad total. Son
inexactos.
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° Utilice una aspiradora de aire para filtrar la solucion en la botella de recoleccion estéril de
500 ml. Retire la unidad de filtro superior y deséchela. Coloque la tapa de plastico estéril en
la botella de 500 ml. Etiquete el frasco con "10% de BSA en PBS, filtrado estéril, FECHA,
SUS INICIALES". Almacenar a 4C. Compruebe peridédicamente si hay grumos o bolas
difusas de crecimiento de moho. Si lo ve, deséchelo y haga una botella nueva.

° La concentracion de trabajo de BSA en este protocolo es 5% de BSA en PBS. Siempre diluya
la cantidad que necesitara ese dia de la solucion madre al 10%, para que esté fresca.
Cualquier 5% de BSA restante se puede descartar al final del dia. Si tiene un 5% de BSA
sobrante y volvera a realizar el ensayo mafiana, estéa bien usar las sobras al dia siguiente.

Cantidad de ml de BSA al 5% necesarios = Cantidad de placas de ensayo x 50 ml / placa
Ejemplo: (4 placas) x (50 ml / placa) = 200 ml de BSA al 5% necesarios ese dia

Para producir suficiente BSA al 5% para 4 placas de ensayo, necesitara 200 ml en total de BSA al
5% en PBS. Utilice una pipeta seroldgica o un cilindro graduado para medir 100 ml de 1xPBS
estéril en una botella estéril y luego agregue 100 ml de solucion madre al 10% de BSA. No use el
1XPBS que es para la solucién de lavado, porque no es estéril.

Preparacion de solucién de lavado 1xPBS a partir de 20x stock:

La soluciédn de lavado puede no ser estéril. Todos los demas usos de 1XPBS deben ser estériles y
se recomienda usarlos directamente del frasco de Teknova estéril 1xPBS y no diluidos a mano.
Para preparar 2 litros de solucion de lavado PBS:

Agregue 100 ml de 20x stock a 1900 ml de agua desionizada, mezcle bien agitando o girando.
Almacene a temperatura ambiente y compruebe periodicamente si hay grumos o bolas difusas de
crecimiento de moho. Si se observa, deseche la solucion y prepare una botella nueva.

Preparacion de solucién de lavado 1xPBS-T a partir de 20x stock:

La solucién de lavado puede no ser estéril. Para preparar 2 litros de solucion de lavado PBS-T:
Agregue 100 ml de 20x stock a 1900 ml de agua desionizada, mezcle bien agitando o girando.
Almacene a temperatura ambiente y compruebe periddicamente si hay grumos o bolas difusas de
crecimiento de moho. Si se observa, deseche la solucion y prepare una botella nueva.

Lavado de platos:

Hay 4 formas de lavar las placas de ensayo:

1. Utilice una pipeta P1000 de 12 canales para pipetear 300 ul de solucién de lavado en cada fila.
Agregue la solucidn de lavado a todos los pocillos de todas las placas, luego vacie todas las
placas, luego repita 2 veces mas. Si lava un plato a la vez 3 veces, debe dejar el ultimo lavado
en el plato hasta que se hayan lavado todos los platos. No deje las placas secas sin liquido por
mas de varios minutos en CUALQUIER paso de este protocolo de CUSAA, incluido el lavado.

2. lgual que el anterior, pero utilice una pipeta electronica de 12 canales de dispensacion multiple.
Esto se recomienda en lugar de una pipeta manual de 12 canales.

3. Utilice botellas exprimibles de 500 ml para dispensar la solucién de lavado en las placas de
ensayo. Asegurese de llenar cada pocillo completamente hasta arriba. Agregue la solucién de
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lavado a todos los pocillos de todas las placas, luego vacie todas las placas, luego repita 2 veces
maés. Si lava un plato a la vez 3 veces, deje el ultimo lavado en el plato hasta que se hayan
lavado todos los platos. No deje las placas secas sin liquido por mas de varios minutos en

CUALQUIER paso de este protocolo de CUSAA, incluido el lavado.

Meétodo de lavado recomendado: Utilice una lavadora de platos automatica. Un brazo apilador

automatico es la adicion recomendada a la lavadora de placas. Debido a que ejecutara vari

as

placas por dia, se recomienda tener una cabeza de 96 clavijas en lugar de una de 12 u 8 clavijas,

para reducir la cantidad de tiempo que cada placa estd seca y abierta al aire. Recomiendo
marca BioTek.

Protocolo General de toma de muestras sanguineas por venopuncion

OBJETIVO:

Contar con un procedimiento estandarizado para realizar de forma correcta la toma de
muestra de sangre periférica/médula 6sea en el laboratorio de “....”

. ALCANCE:

Este procedimiento es aplicable en el laboratorio de “ ....”, y por tanto puede ejecutarse por
todo el personal que labore de forma permanente o las personas que se encuentren
temporalmente en proyectos de investigacion en los que se requiera de muestras de sangre
periférica.

I11.RESPONSABILIDADES:

Todo el personal que labora como técnico de investigacion o las personas responsables de
proyectos son los encargados de la correcta realizacion de este procedimiento.

El profesional, jefe o encargado de Laboratorio debe monitorear y asegurar que el
procedimiento se lleve a cabo bajo todas las condiciones establecidas.

IV.MATERIALES Y EQUIPO:

1. SANGRE COMPLETA

e Ficha del Paciente

e Bata

e Tubos de extraccion al vacio nuevos y estériles CON anticoagulante K3 EDTA
(Tap6n morado), volumen minimo de 5cc (adultos) o 2.5 (pediatricos)

e Agujas para sistema de extraccion al vacio de 21 X 1 1/2 con adaptador de tubos al
vacio o Jeringa desechable de 10 ml con aguja desechable de 21 X 1 1/2

la
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e Ligadura

e Algodon

e Alcohol etilico 70%

e Contenedor de punzocortantes (guardian)
e Guantes descartables

e Marcador indeleble punto fino para rotular

e Gradilla
e Refrigeradora
e Palillos

2. PLASMA

e Ficha del paciente

e Bata

e Tubos de extraccion al vacio nuevos y estériles CON anticoagulante K3 EDTA
(Tap6n morado), volumen minimo de 5cc (adultos) o 2.5 (pediatricos)

e Agujas para sistema de extraccion al vacio de 21 X 1 1/2 con adaptador de tubos al
vacio o Jeringa desechable de 10 ml con aguja desechable de 21 X 1 1/2.

e Ligadura

e Algodon

e Alcohol etilico 70%

e Contenedor de punzocortantes (guardian)

e Guantes descartables

e Marcador indeleble punto fino para rotular

e Gradilla

e Pipetas de transferencia desechables

e Viales estériles de 2 ml de capacidad, con tapadera de rosca

e Mascarilla (opcional)

e Refrigeradora

e Centrifuga

e Congelador

3. SUERO

e Ficha del paciente

e Bata

e Tubos de extraccidn al vacio nuevos y estériles sin anticoagulante (Tapén
anaranjado), volumen minimo de 5cc (adultos) o 2.5 (pediatricos)
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e Agujas para sistema de extraccion al vacio de 21 X 1 1/2 con adaptador de tubos al
vacio o Jeringa desechable de 10 ml con aguja desechable de 21 X 1 1/2.

e Ligadura

e Algodon

e Alcohol etilico 70%

e Contenedor de punzocortantes (guardian)

e Guantes descartables

e Marcador indeleble punto fino para rotular

e Gradilla

e Pipetas de transferencia desechables

e Viales estériles de 2 ml de capacidad, con tapadera de rosca

e Mascarilla (opcional)

e Refrigeradora

e Centrifuga

e Congelador

V. PROCEDIMIENTO DE VENOPUNCION

GENERALIDADES

Colocar sobre la mesa de trabajo todo el material que se necesitara para ejecutar la
obtencion de muestra.

Llenar la ficha epidemioldgica del paciente con los datos que se solicitan y explicar al
paciente el propdsito de los examenes a practicarsele. Rotular el/los tubo(s) con nombres,
apellidos y edad del paciente o codigo segln protocolo

Lavarse las manos previamente a la extraccion de sangre y colocarse los guantes.

Sentar al paciente en un lugar comodo de manera que el brazo donde se extraera la muestra
quede colocado, paralelamente, a la mesa de trabajo donde se hara la extraccion de sangre.

Observar las venas del antebrazo a nivel del pliegue del codo o cualquier vena
sobresaliente.

Limpiar la zona de puncién con algoddn embebido en alcohol, haciendo movimiento de
adentro hacia afuera en forma circular sobre la zona de puncion.

Colocar la ligadura de 4 a 5dedos sobre el pliegue del codo.

Segun el sistema de extraccion, seguir instrucciones precisas: 2.2 Venopuncion con jeringa
0 2.3 Venopuncion con sistema de extraccion al vacio.

. Aplicar una pieza seca de algodon sobre la parte donde se encuentra oculta la punta de la
aguja

57



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

10. Retirar la ligadura del brazo del paciente.
11. Sacar la aguja con movimiento rapido por debajo de la pieza de algoddn.

12. Indicar al paciente que flexione su brazo de modo que haga presion sobre la herida hasta
que cicatrice

13. Los tubos con aditivo se deben de agitar suavemente, invirtiéndolos 4 veces con
movimientos de “ocho acostado” (o).

14. Descartar material contaminado segun Seccion 4 de este manual.

VENOPUNCION CON JERINGA

1.

Introducir la aguja de la jeringa con el bisel hacia arriba y un angulo aproximado de 15
a 30 grados, sobre la vena seleccionada.

Extraer 5 a 10 mililitros de sangre. En caso de pacientes pediatricos, extraer de 3 a 5
cc.

Retirar la aguja de la jeringa NO REENFUNDE LA AGUJA CON LA MANO, (Ver
Seccion 4 de este manual, Pagina 6) y coloquela en un recipiente de descarte.

Abrir el tubo estéril sin/con anticoagulante y deslice suavemente el émbolo de la jeringa
para dejar caer la muestra de sangre.

Tapar el tubo con su respectivo tapon.

VENOPUNCION CON SISTEMA DE EXTRACCION AL VACIO

Girar la seccion blanca de la aguja.

Colocar la cubierta de proteccion gris en el extreme de rosca del adaptador y ajustarlo bien.
NOTA: no se debe remover la cubierta gris.

Quitar el tapdn de la aguja.

Con el bisel de la aguja hacia arriba, alinear la aguja con la vena, penetrar la piel y entrar en
la vena a un angulo de aproximadamente 15 a 30 grados.

El orden para tomar muestras maltiples en una sola venopuncion es: Tubo sin aditivo y luego
el tubo con aditivo.

Sostener el adaptador para evitar el movimiento de la aguja en el brazo del paciente y empujar
el tubo hacia delante hasta que la parte posterior de la aguja puncione el tapon.

Mantener el tubo mas bajo que el sitio de puncion mientras la aguja este en la vena.
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8. Libere el torniquete y solicitar al paciente que abra el pufio cuando la sangre empiece a fluir

por el tubo

9. Mantener presion constante sobre el tubo en direccion de la aguja para evitar que se

interrumpa el flujo de sangre.

10. Esperar que el tubo se llene de sangre con un volumen hasta agotar el vacio del tubo. NOTA

El tubo no se llenara en su totalidad.

11. Mientras se llena el tubo cologue el adaptador entre su dedo pulgar e indice para evitar que

se movilice.

PROCEDIMIENTO PARA PREPARACION DE MUESTRAS SANGUINEAS

SANGRE COMPLETA

1. Refrigerar entre 2 a 8 °C. NOTA: Nunca congele la muestra de sangre completa ya que
produce hemadlisis.

2. Verificar que todos los datos estén completos en la ficha epidemioldgica y que los datos
coincidan con la rotulacion de la muestra.

3. Transportar al LNS durante 24 a 48 horas como maximo y entre 2 a 8 °C.

PLASMA O SUERO

NOTA: El suero o plasma debe separarse dentro de las 2 a 3 horas después de extraida

la muestra. Si no fuera posible, conservar la muestra entre 2 a 8°C durante 24 a 48 horas
como maximo antes de su separacion. NUNCA congele la sangre completa ya que esto
produce hemolisis

1.

Centrifugar la muestra entre 1500 rpm a 2500 rpm durante 10 minutos, manteniendo el
tubo tapado.

No detener bruscamente la centrifuga (produce ruptura y aerosoles).
Una vez centrifugada, manipular lentamente los tubos para no alterar la separacion.

En caso de no contar con centrifuga, aprovechar la accion de la separacion natural del
plasma y paquete globular.

Rotular el (los) vial (es) con nombres, apellidos y edad del paciente o codigo segun
protocolo De manera aséptica, destapar cuidadosamente el tubo empleado.

Con ayuda de una pipeta de transferencia desechable estéril, transferir el suero a viales
estériles de 2ml.

Llenar los viales con 1.5 ml de suero como maximo, si hay cantidad extra de suero utilizar
otro vial para una misma muestra.
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8. Tapar herméticamente.

9. Verificar que todos los datos estén completos en la ficha epidemioldgica y que los datos
coincidan con la rotulacion de la muestra.

Mantener en cadena de frio, NO CONGELAR, desde el momento de extraccién-retraccion
del coagulo, hasta la entrega de la muestra al Laboratorio.

14. Aspectos éticos y legales (si aplica)

El estudio se realizd en sujetos humanos, estudiantes de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, mayores a 18 afios de edad. Para el mismo se cumplid con respetar los principios de
autonomia, beneficencia y justicia. Se obtuvo el consentimiento informado de cada uno de los
sujetos a investigar. Ninguna informacion sobre datos personales fue de acceso publico. La
informacion personal que se obtuvo fue guardada y conocida sélo por el investigador principal en
una oficina con seguro y la misma fue guardara en archivador cuya llave solo tiene acceso el
investigador principal. Durante el manejo de datos se omitio lo relacionado a la informacion
personal y se cre6 una base de datos sin identificadores personales a la que sélo tuvo acceso el
investigador principal y los co-investigadores.

La investigacion conllevé riesgos minimos para las personas encuestadas, la cual consistio en la
extraccion de sangre venosa por extraccion con sistema a vacio. El estudio tuvo un beneficio
directo para la persona pues. Los casos identificados como positivos para la prueba de anticuerpos
para SARC-CoV-2 fueron manejados por el Dr. Erwin Calgua, médico y cirujano, con

entrenamiento en epidemiologia clinica, y educo a los participantes sobre las conductas a seguir.

Cada sujeto tuvo la oportunidad de participar voluntariamente, y pudo solicitar su retiro en
cualquier momento del estudio, sin embargo, ninguno de los participantes lo hizo. Para dejar
registrada su aceptacion voluntaria cada participante firmé la forma de consentimiento informado
de este estudio. El estudioé conto con el aval del Comité de Bioética en Investigacion de la Facultad
de Ciencias Médicas de la USAC.
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15.

16.

17.

18.

Vinculacion
Se trabajé en vinculacion con el Laboratorio de Referencia Regional de Sanidad Animal -
LARRSA-, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

La divulgacién de este estudio se hizo a través del informe final, asi como se realizaron dos
presentaciones via google meet a los estudiantes de ambas facultades, por separado, de los
resultados obtenidos con la investigacion. Se ha preparado un manuscrito el cual se presentara en

la revista Ciencia, Tecnologia y salud de la Digi Usac.

Los resultados seran compartidos con las autoridades de las unidades académicas participantes

para que se incluyan en las sesiones académicas de diversos cursos.

Aporte de la propuesta de investigacién a los ODS:

El estudio contribuye con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 3: Salud y bienestar, pues
logra un gran avance en la lucha contra una de las causas principales de muerte y enfermedad como
lo es COVID-19, a través de que desarrolld una metodologia novedosa para estudiar el
comportamiento del virus SARS-CoV-2 lo que permitié determinar la seroprevalencia de SARS-
CoV-2 en poblacion guatemalteca de alto riesgo, y por consiguiente sera posible impactar en la
toma de decisiones para un retorno a actividades virtuales/presenciales en la universidad y de

educacion en general.

Orden de pago final
Categoria Registro de | Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
/auxiliar) (Si/ No)

No aplica
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19. Declaracion del coordinador(a) del proyecto de investigacion

El coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20,
deja constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha
cumplido a satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer
efectivo el pago correspondiente.

Dr. Erwin Humberto Calgua Guerra
g W

Nombre del coordinador del proyecto de investigacion Firma

Fecha: 25/02/2022

20. Aval del director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de

investigacién del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
final de las actividades realizadas en el proyecto DIGI AP-13 2021 titulado “Metodologias
novedosas para estudiar el comportamiento del virus SARS-COV 2” en mi calidad de Directora
de Investigacion de la Facultad de Ciencias Médicas de la USAC, mismo que ha sido revisado y
cumple su ejecucién de acuerdo a lo planificado.

Firma

Dra. Magda Francisca Velasquez Tohom
Directora de Investigacion
Facultad de Ciencias Médicas USAC

/ OMECOON DE V< 1GACION
ACULTAD DE CIENCIAS ME DICAS

Fecha: 25/02/2022
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21. Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Hilda Valencia de Abril del Programa
Universitario de Investigacion Interdisciplinaria en
Salud -PUIIS-

Firma

Fecha: 25/02/2022

Vo.Bo. Ing. Agr. Rufino Salazar

Coordinador General de Programas Universitarios
de Investigacion

Firma

Fecha: 25/02/2022
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