INMUNODIAGNOSTICO PARA SARS-CoV-2

Eva Blanco de Orozco
Coordinadora
Comision de Investigacion y Desarrollo

Mayo de 2020

@8

Colegio Naciconal de Bactericlogia
CNB - Colombia




Contenido

1. Fundamentacion teorica.

1.1 Respuesta Inmune Vs Enfermedad.

1.2 Inmunoensayos.

1.3 Inmunoprecipitacion.

2. Consideraciones para la seleccion de pruebas.

3. Consideraciones para cada una de las fases del procesamiento de
pruebas en el Laboratorio Clinico.

4. Conclusiones.
8

Colegio Naciconal de Bactericlogia
CNB - Colombia




SISTEMA INMUNITARIO
VS. ENFERMEDAD

cCual es la explicacion
para gue algunas personas
estando en contacto con
los agentes causales de
enfermedad, no la
desarrollan?
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El sistema inmunitario evoluciond bajo la presidon selectiva impuesta por los agentes patdgenos.

Es el resultado de i seta
las interacciones o w1 M
de organos,
células y Ph. e e
moléculas del m ..

sistema inmune v | P8
frente al agresor.
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RESPUESTA INMUNE
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RESPUESTA INNATA

TIENE DOS MOMENTOS:

1. El inmediato, al contacto No propiofrden |
con el agresor, llamada A Macrofagos & Neutrofilos
respuesta Innata. citocina  anticuerpos

: ef nmunided  Inmunidad |

2. Uno posterior al contacto, 3:;.\0&5 eS| Coi_Humoral |
en donde se requiere gare®® |
aprender  acerca  del - :ce\“‘a‘ef A;,.';e}f, |
agresor 'y que  se LR
denomina adaptativa o

especifica.
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RESPUESTA INMUNE

En los dos momentos de la respuesta
Inmunitaria, la deteccion de anticuerpos
difiere, debido a que esta en relacion con
la clase de inmunoglobulina que se
sintetiza, en concordancia con la fase de

la enfermedad:

ENTRE EL DIAOA 10: IgM
ENTRE EL DIA7 A 15:1gG
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RESPUESTA DE ANTICUERPOS Y PERIODOS DE LA
ENFERMEDAD
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DEFINICION DE INMUNODIAGNOSTICO,
INMUNOANALISIS O INMUNOENSAYOS

Son pruebas de laboratorio fundamentadas en la
reaccion antigeno-anticuerpo, que permiten hoy
dia hacer pronostico, diagnostico, seguimiento al
tratamiento y rehabilitacion, de enfermedades
autoinmunes, endocrinas, infecciosas, marcadores
tumorales y cardiacos, fertilidad, control de drogas
de abuso, entre otras.
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JUSTIFICACION DE LOS INMUNOENSAYQOS

= Detectar enfermedades en etapa subclinica.
= Confirmar diagnostico sospechado clinicamente.

= Diferenciar enfermedades con similares presentacion
clinica.

= Predecir el prondstico de una enfermedad.
= vigilar el tratamiento.
= Precisar factores de riesgo.

= Apoyar actividades de promocidon y mantenimiento de la
salud.

» Detectar y confirmar alteraciones de los mecanismos de

respuesta inmune.
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EN ULTIMASY EN ESENCIA

a

EL MEDICO ENVIA AL PACIENTE

\ v T8 S AL LABORATORIO PORQUE
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BONDADES DE LOS INMUNOENSAYOS

»Especificidad.
»Sensibilidad.
»Precision.
»Rapidez.
»\/ersatilidad.

®»Con la tltima generacion: control de calidad en tiempo
real; manejo de muestras pediatricas; autodilucion;
software amigable con ayuda permanente y tutorial en
linea; amplio menu disponible; reactivos de excelente
calidad y con consumo minimo; manos libres.
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ETAPAS DE LA REACCION
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ANTIGENO + ANTICUERPO

[y

REACCION VISIBLE
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FACTORES QUE INCIDEN

INTRISECOS O INMODIFICABLES

Edad-Raza- Geénero.

Altitud.

Embarazo.

Ciclos bioldgicos- Cronobiologia.

Fase de la enfermedad.

Memoria inmunologica.

Manipulacion del sistema inmune:
Inmunosupresion, vacunacion,

Inmunizacion pasiva,

Inmunopotencializacion.
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FACTORES QUE INCIDEN

EXTRINSECOS O MODIFICABLES
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CLASIFICACION DE LOS
INMUNOENSAYOS CON BASE EN LA
SEGUNDA ETAPA DE LA REACION

* REACCION DE PRECIPITACION O INMUNOPRECIPITACION
Medio Liquido: Floculacion
Medio Solido Celulosa:
Inmunoprecipitacion o Inmunocromatografia. ( Pruebas Rapidas).

Medio Solido Agarosa:

Inmunodifusion, IDR, Electroinmunodifusion, Inmunoelectroferesis,
Contrainmunoelectroforesis.
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INMUNOCROMATOGRAFIA

FUNDAMENTO
Para el caso de las pruebas para COVID-19, hay dos sistemas
reaccionantes antigeno-anticuerpo. El primero lo conforman los
posibles anticuerpos presentes en el suero del paciente y el antigeno
recombinante de proteina N y proteina S mas oro coloidal. EI seqgundo
corresponde a los anti-anticuerpos cuyo propoésito es capturar el
Inmunocomplejo anticuerpos del paciente + proteinas virales, para
formar la banda de precipitacion, cuando hay presencia de anticuerpos
en la muestra del paciente.

Lateral Flow Inmunochromatographic Device del conjugado

almohadilla linea del linea del almohadilla
test control absorbente

de la muestra
Absorbing pad y l%__ it v l
_ad < - Control line _ L 7 L
— // Capture/test line

flujo de la muestra ———p
- Nitrocellulose membrane cm membrana de soporte
: itrocelulosa
Gold conjugate pad ni ulo
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CONSIDERACIONES
FUNDAMENTALES
PARA LA CONFIABILIDAD
DE LOS RESULTADOS
EN EL LABORATORIO
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SELECCION DE LAS PRUEBAS
DE LABORATORIO




ESPECIFICIDAD

Capacidad de la prueba
de detectar y cuantificar
el mensurando en estudio
sin dar falsos positivos.
Proporcion de individuos

sanos, que son identificados

correctamente por la prueba.

Son utiles para
confirmar un diagnostico
sugerido por otras pruebas.

La especificidad hace
gue casi no se obtengan
resultados positivos,
cuando la enfermedad esta
ausente.



SENSIBILIDAD

Proporcion de individuos
con la enfermedad que son
Identificados correctamente

oor la prueba @ Son Utiles cuando la

probabilidad de la enfermedad
es baja y el fin es descubrirla.




RECOMENDACIONES PARA OFERTAR EL SERVICIO DE PRUEBAS
RAPIDAS PARA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EL SARS-CoV-2

1. Para la seleccion y compra, debe exigir al proveedor que le facilite la siguiente informacion:

= Certificado INVIMA. Verifique informacion disponible en:
https://www.invima.goc.co/autorizaciones-de-fabricacion-e-importancion-para-vitales-
no-disponibles

= Certificado de un organismo internacional como FDA (USA), AEMPS (Espaia) o del
pais donde se disefio la prueba.

2. Hacer lectura reflexiva de los Lineamientos para el uso de pruebas diagnoésticas de SARS-
CoV-2 en Colombia. Disponible en
https://www.minsalud.gov.co/Ministerio/Institucional/Procesos%20y%20procedimientos/G
IPS21.pdf.

3. Para los kits fabricados en China, Delgado (2020), recomienda que la fecha de fabricacion

debe ser posterior al 3 de abril, porgue China exigidé nuevos requisitos de calidad para las

pruebas rapidas para COVID-19 fabricadas en su pais.
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https://www.invima.goc.co/autorizaciones-de-fabricación-e-importancion-para-vitales-no-disponibles
https://www.minsalud.gov.co/Ministerio/Institucional/Procesos y procedimientos/GIPS21.pdf

RECOMENDACIONES PARA OFERTAR EL SERVICIO DE PRUEBAS
RAPIDAS PARA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EL SARS-CoV-2

3. Verifique que el producto esté relacionado en el listado de la OMS disponible en

https:///www.who.int/diagnostics laboratory/200324 imdrf covid19 listing update 24 m
arch 2020.pdf.

4. Al leer el inserto chequee la informacion relacionada con las caracteristicas de
rendimiento de la prueba:

= N estadistico de validacion.

= Sensibilidad, especificidad y sus intervalos de confianza.

Tasas de coincidencia positivas y negativa con la prueba Gold Estandar.

Coeficientes de probabilidad positivos y negativos.

Reacciones Cruzadas.

Umbrales de sustancias interferentes (lipemia, BRB, hemalisis).

Fundamento del disefio y origen de los anticuerpos de captura que se utilizan.
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https://www.who.int/diagnostics_laboratory/200324_imdrf_covid19_listing_update_24_march_2020.pdf

FASE PRE-ANALITICA

= La muestra ideal es suero libre de hemolisis, lipemia e ictericia. Se
deben tomar 5 cc de sangre en tubo seco cumpliendo con todas los
requisitos de calidad y bioseguridad. Almacenar el suero para
comparacion posterior con una segunda muestra para analisis de
comportamiento de la respuesta inmune o para fines de investigacion
epidemiologica.

= SI va a trabajar con plasma, todos los desarrolladores de las pruebas

recomiendan tomar la muestra en tubo que contenga como

anticoagulante EDTA o citrato de sodio.

@8
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FASE PRE-ANALITICA

La muestra de sangre total ofrece la posibilidad de ser aun mas rapida, porque
no hay necesidad de centrifugar para obtener el suero o el plasma; sin embargo,
se debe ser muy cuidadoso porgue en el caso de que el buffer no cumpla con una
buena separacion de los eritrocitos, el color rojo de estos, puede dificultar la
lectura de la prueba y dar datos errados. Recuerde que las bandas de
precipitacion que se visualizan en el control y el test son de color morado-rojizo.
Se debe diligenciar la ficha 346 del Registro al Sistema de Datos del SIVIGILA.
Se debe obtener el consentimiento informado.

Se recomienda guardar bajo custodia no solo la muestra, sino toda la
Informacion registrada del paciente.

Para ingresar el paciente al laboratorio puede usar la ficha que le presentamos a
continuacion; la informacion alli consignada es util para la validacion del
resultado, su interpretacion y en un futuro proximo para posibles investigaciones

epidemiologicas. @
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FICHA DE INGRESO AL LABORATORIO
CLINICO

La Informacion solicitada en la ficha es con el fin de correlacionar los resultados,
teniendo en cuenta los factores intrinsecos que pueden estar afectando los datos.

DATOS PERSONALES

Fecha: Hora: EPS:
Nombres: Apellidos: Género:
Edad: Numero de cédula: Direccién:
Barrio: Numero de personas
que habitan en su casa:
Contacto con personas que hayan regresado del extranjero. SI [_| NO[ |

Numero de dias en que ha presentado los sintomas: [_|
Posible causa de contagio:
Vacunas que ha recibido:

Recibe Medicamento Interferén si| NO[ |
Es asmatica st || NOL |
Recibe droga inmunosupresora st || NO[ |
Recibe inmunoterapia de potencializacion st | NO[ |

Medicamentos que ha tomado (tanto de medicina alternativa como de la occidental)

Observaciones (aqui se puede ampliar informaciéon que tanto el paciente como el
bacteridlogo quieren adicionar).

\——/
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Condiciones de las Muestras para los analisis
de sangre

N Seguridad
Homogeneidad
Preservacion
Cadena de frio

Sin cambios fisicos, quimicos, ni
contaminacion microbiologica.

<
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FASE ANALITICA

Revise el empaque individual en el que viene la prueba, para
verificar gue el transporte y almacenamiento hayan sido en optimas
condiciones, como lo establece el fabricante.

Verifique los nimeros de los lotes del kit con los nimeros de cada
prueba o empaque individual.

Debe disponer de superficie plana porque asi lo requiere la prueba
de inmunoprecipitacion para que el desplazamiento de las
moleculas sea el ideal.

Realice la verificacion de la técnica mediante sueros positivos
provenientes de pacientes, que dieron positivos para la prueba
molecular; y negativos historicos de su seroteca o simplemente

solucion salina estéril. @
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FASE ANALITICA

5. Cumpla estrictamente con las cantidades indicadas para colocar en
el pozo marcado como muestra ( el kit trae su dispensador de la
muestra).

6. Se debe seguir estrictamente las indicaciones del inserto, en el

tiempo requerido para realizar la lectura y poder observar las bandas
de precipitacion.

7. Cumpla con las instrucciones del inserto para lectura y determinar
SI es positivo, negativo o un resultado no valido. Las bandas de
precipitacion deben ser nitidas.

@8
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FASE POST-ANALITICA

1. Recuerde que si la banda de precipitacion del control no se observa, la prueba
se invalida. NO SE PUEDE REPORTAR. Se debe volver a montar la prueba.

2. Si aparece la banda de precipitacion en el control y en IgM, indica que la
prueba es positiva para anticuerpos clase IgM; la interpretacion clinica posible,
es que el paciente estuvo expuesto al virus, su sisttma inmune esta
respondiendo y esta en la fase aguda de la enfermedad 0 periodo clinico.

3. Si aparece la banda de precipitacion en el control y en IgG indica la prueba es
positiva para anticuerpos anti SARS-CoV-2 clase 1gG; la interpretacion clinica
posible es que el paciente estuvo expuesto al virus, curso o cursa el final de la
enfermedad, pudiendo estar en fase de convalecencia o de recuperacion y sera
necesario con base en la historia clinica determinar si queda en observacion

domiciliaria.
8
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FASE POST-ANALITICA

4. A toda prueba rapida positiva, se le debe hacer la prueba de Biologia
Molecular que se basa en una técnica de amplificacion de acidos nucleicos por
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (rRT-PCR), que
detecta secuencias Unicas del ARN viral.

5. Los anticuerpos heterofilos interfieren en los resultados de la prueba.

6. Se pueden presentar reacciones cruzadas con otros virus de IRA y también
con autoanticuerpos en enfermedades autoinmunes. De ahi la importancia de
registrar la informacion, en la ficha de ingreso al laboratorio del paciente y de
leer cuidadosamente los insertos, para revisar si los paneles de virus y otros
patogenos, que utilizaron en la validacion corresponden a los que recomendo la

' 8
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|_as dos posibilidades gue ofrecen las
pruebas rapidas, que hay en el mercado



CONCLUYENDO

» |_as pruebas rapidas también conocidas como POCT,
son pruebas de diagnostico indirecto, es decir van a
evaluar la respuesta inmunologica del paciente frente a
los agresores. Su positividad indican que el paciente
estuvo en contacto con el agresor y ha desarrollado
anticuerpos. No son confirmatorias.

» Un resultado negativo con datos sugestivo de contacto
de riesgo, amerita hacer prueba confirmatoria.

@8
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CONCLUYENDO (2)

» | os factores tanto iIntrinsecos como extrinsecos obligan al

laboratorio a ser muy cuidadosos con todas las fases del
procesamiento de la muestra.

= Lo sencillo de la prueba exige un mayor control y aplicacion de
los fundamentos teoricos por parte del bacteridlogo, por ello es
este el Unico profesional que debe realizar las pruebas.

= Los hallazgos deben ser interpretados por el bacteriologo y el
equipo interdisciplinario que esta dando apoyo a las secretarias de
salud y LSP. De lo contrario se creara mucha confusion y se
tomaran conductas inadecuadas.

(B
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CONCLUYENDO (3)

» La prueba diagnostica avalada por la OMS, no es comercial; es una

prueba In- house basada en el protocolo desarrollado por el hospital
Charite de Berlin, Alemania.

» Los Laboratorios de Salud Publica como cabeza de la Red en el
Departamento y directos delegados del INS, son los idoneos para dar

la informacion sobre las pruebas que estan avaladas para realizar los
laboratorios clinicos.

* E| CNB COLOMBIA, esta trabajando articuladamente con el INS y ha
sido llamado como organismo consultor en varios requerimientos que

ha solicitado el MSPS y otras i@fones de salud.

Cotegip Blbgional decBatterivtogia
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CONCLUYENDO (4)

= Criterios para seleccionar las pruebas rapidas que se
Implementaran:

1. Especificidad mayor de 95%
2. Sensibilidad mayor de 85%

3. La prueba debe permitir identificar Ig M e IgG de manera
Independiente. Este criterio es fundamental para poder
correlacionar los hallazgos de laboratorio con la clinica del
paciente, porgue el hecho que aparezca banda de precipitacion
en el control y en IgM esta sugiriendo que la infeccion esta en
Curso.
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CONCLUYENDO (5)

La autorizacion por parte del INVIMA y el Ministerio de
Salud para las pruebas rapidas, solo indica que han
autorizado su Importacion, pero todas las casas
comerciales deberan lograr la validacion de sus productos
por autoridad competente, para poder ofertarlo a los
laboratorios clinicos, ya sean publicos o privados, como lo
establece la norma.

Asegurese que lo que le ofrecen, cumple con todos los
requisitos de calidad y control sanitario.
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MUCHAS GRACIAS

Cuidense cumplan con todas las normas de
bioseguridad

Animo Dios con nosotros
evablanco2807@gmail.com
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