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Resumen

La enfermedad por COVID-19 esta causada por el virus SARS-CoV-2. La OMS declaro
pandemia el 11 de marzo de 2020. El Pert registra mas de 2.1 millones de casos con mas de
200mil fallecidos. La provincia de La Convencion reporta mas 20mil casos y mas de 400
fallecidos. La presente investigacion se realizo con el objetivo de evaluar la relacion entre el
indice neutréfilos-linfocitos (INL), concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH), valor
cualitativo de proteina C reactiva (PCR), y la mortalidad causada por el COVID-19 de 118
pacientes hospitalizados en U.E. 410 del Hospital de Quillabamba entre abril y mayo del
2021. Todos los pacientes seleccionados fueron reactivos a la prueba antigénica para SARS-
CoV-2, a quienes se les realizaron examenes de sangre para la determinacion del INL, LDH
y PCR. El 58.5% de todos los pacientes eran de sexo masculino. Fallecieron el 47.5%, de
ellos, el 60.7% fueron de sexo masculino. El 82.1% de los fallecidos pertenecieron al grupo
etario mayores de 60 afios. El 94.6% de los pacientes fallecidos tenian valores de INL > 3.1.
En las curvas ROC se obtuvo un punto de corte de 6.5 para lograr una sensibilidad del 77.4%
y especificidad 76.8% como capacidad pronostica de mortalidad. E1 94.6% de los pacientes
fallecidos presentaron valores de LDH > 351 U/L. En las curvas ROC se obtuvo un punto de
corte de 500.5 U/L para lograr una sensibilidad de 74.2%, y una especificidad de 87.5% como
capacidad pronostica de mortalidad. E1 98.2% de los pacientes reportaron resultados de PCR
entre (++) y (+++). Los factores mas importantes para la mortalidad por COVID-19 fueron
edad mayor a 60 anos, altos niveles de INL, concentraciones elevadas de LDH y valores
cualitativos de (++) o (+++) para PCR. En el andlisis multivariado con las variables edad,
sexo, INL, LDH y PCR, se observo que la edad, y LDH tienen impacto en la mortalidad y
son estadisticamente significativos. La variable sexo (OR=1.91) y PCR (PCR++, OR=18.69;

PCR+++, OR=13.76) constituyen factores de riesgo para la mortalidad por COVID-19.



Introduccion
El SARS-CoV-2 es un tipo de coronavirus causante de la enfermedad COVID-19
caracterizado por neumonia atipica y distrés respiratorio. El primer paciente fue
detectado por primera vez en Wuhan, China el 17 de noviembre del 2019 (Ma, 2020).
Los contagios fueron en ascenso hasta que el 11 de marzo del 2020, la Organizacion

Mundial de la Salud (2020) caracterizo a COVID-19 como una pandemia.

Los marcadores de inflamacion habitualmente son utilizados como factores
pronosticos en enfermedades infecciosas, cardiovasculares y oncologicas. En el caso de
COVID-19 la gravedad de la enfermedad, est4 asociada al desequilibrio bioquimico de
la respuesta del sistema inmunitario, el que conduce a un estado de hiperinflamacion de
los tejidos (Qin et al., 2020). Para evaluar el desarrollo de la enfermedad por COVID-19,
es necesario el analisis de proteina C reactiva, lactato deshidrogenasa, y la relacion de
neutréfilos-linfocitos, etc. (Brookes, 2020). De esta manera, se valoran sus capacidades
pronosticas con respecto a la mortalidad por COVID-19, logrando asi una mayor eficacia

en las estrategias de intervencion clinica.

Nuestro estudio considera a las variables: indice neutréfilos-linfocitos (INL),
lactato deshidrogenasa (LDH), y valor cualitativo de proteina C reactiva (PCR), los
cuales se correlacionaron con la mortalidad por COVID-19. El estudio inici6 con la
determinacién de resultados reactivos a las pruebas rapidas antigénicas y toma de

muestras sanguineas a 118 pacientes hospitalizados previo consentimiento informado.



Problema de investigacion

Desde el inicio de la pandemia a diciembre del 2021, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) registr6 mas de 286.96 millones de contagios, y mas de 5.44 millones de
fallecidos a nivel mundial, mientras que en el continente americano se reportaron mas de
98.2 millones de casos y 2.4 millones de fallecidos (Organizacion Mundial de la Salud,
2021). Asimismo, el Pert registro 2.21 millones de casos con 201,379 fallecidos (Ministerio
de Salud, Peru., 2021), y la Provincia de La Convencion reportd 19,494 casos y 400 fallecidos

(Gerencia de Salud Cusco, 2021).

El SARS-CoV-2 desencadena una desregulacion del sistema inmunitario, que se
refleja en la alteracion del numero de leucocitos, los cuales estan asociados a la
hiperinflamacion de los tejidos pulmonares, debido a las altas concentraciones de citoquinas
y quimiocinas, y al aumento de lactato deshidrogenasa y la proteina C reactiva, que son
liberadas al torrente sanguineo luego de la infeccion virica. Al respecto, el LDH, el INL y
PCR son algunos marcadores de inflamacion utiles para identificar el avance de la

enfermedad en pacientes con COVID-19 (Rubio, 2020).

La evidencia estadistica de que las variables estudiadas estan correlacionadas con la
mortalidad por COVID-19, necesita ser consolidada con mas informacion, pero la
reproducibilidad de otros estudios en las instituciones de Salud Publicas presenta algunos
obstaculos, debido a una falta de un marco de responsabilidades académicas, y politicas de
incentivos, que animen a los profesionales de la salud, a realizar estudios de investigacion
clinica. A pesar de lo mencionado, nuestra investigacion pretende mejorar la utilidad de los
marcadores de inflamacion: INL, PCR y LDH respecto a su correlacion con la mortalidad
por COVID-19. Busca también aportar resultados estadisticos que contribuyan a mejorar las

estrategias de intervencion clinica.
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Justificacion

La determinacion de la correlacion existente entre el indice de neutrofilos-
linfocitos (INL), concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH), valor cualitativo de la
proteina C reactiva (PCR), y la mortalidad de pacientes por COVID-19, permitira
conocer si efectivamente las variables son estadisticamente significativas, y tienen

potencial uso como herramientas de pronodstico de la enfermedad.

El entendimiento de la capacidad pronostica de estos valores ayuda a mejorar los
criterios de atencion en los pacientes. Se podria conocer con precision que pacientes
deberian ser referidos a otros hospitales de mayor complejidad, sin aumentar las

probabilidades de muerte de los pacientes.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la relacion entre el indice neutrofilos-linfocitos (INL), lactato
deshidrogenasa (LDH), y proteina C reactiva cualitativa (PCR), y la mortalidad de
pacientes reactivos a la prueba rapida antigénica para SARS-CoV-2, hospitalizados en la

U.E. 410 Hospital de Quillabamba.

Objetivos especificos

1. Determinar la relacion entre el indice de neutréfilos-linfocitos (INL) y la mortalidad
de pacientes hospitalizados por COVID-19.

2. Determinar la relacion entre la concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH) y la
mortalidad de pacientes hospitalizados por COVID-19.

3. Determinar la relacion entre el valor cualitativo de la proteina C reactiva (PCR) y la
mortalidad de pacientes hospitalizados por COVID-19.

4. Determinar la relacion multivariable entre la edad, indice neutrdfilos-linfocitos,
lactato deshidrogenasa, proteina C reactiva, con la mortalidad de pacientes por

COVID-19.
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Hipotesis

Existe una relacion significativa entre el indice neutrdfilos-linfocitos, lactato
deshidrogenasa, y proteina C reactiva, y la mortalidad de pacientes antigeno reactivos

COVID-19 hospitalizados en la U.E. 410 Hospital de Quillabamba.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes del estudio

1.1.1. Estudios a nivel internacional

Ayanian et al. (2020). Realizaron estudio retrospectivo con 299 pacientes, de los
cuales fallecieron 71 (23.7%) en unidad de cuidados intensivos en un Hospital de
Washington D.C. Describieron la asociaciéon entre los biomarcadores: Dimero-D,
proteina C reactiva, interleucina-6, ferritina, lactato deshidrogenasa; y el ingreso a UCI,
intubacion y mortalidad. Se observo que 254 pacientes tenian una concentracion de LDH
promedio 974 U/L, y 241 pacientes tenian un promedio de proteina C reactiva de 90 mg/I.
Sus resultados indican que valores superiores a 1200 U/L para LDH, con OR de 8.0 (4.1
- 15.3) p-valor de 0.05; y valores superiores a 100mg/1 de PCR con un OR de 6.0 (3.0;
12.0) p-valor de 0.05, estan asociados a mortalidad. Se concluye que estos biomarcadores

ayudan a identificar el deterioro de la salud en pacientes con COVID-19.

Basbus et al. (2020). En un estudio en el Hospital Universitario Privado de
Buenos Aires, se consideraron 131 pacientes con COVID-19 en una cohorte retrospectiva
entre los meses de marzo y mayo de 2020. Se considera al indice neutrofilos/linfocitos
(INL) como un nuevo parametro de medicion en enfermedades oncologicas, infecciosas
y cardiovasculares, por lo que en el estudio se evalua su capacidad predictiva en la
evolucion de la enfermedad por COVID-19. Se estudiaron primero las caracteristicas de
la poblacion, luego se evalud la relacion INL que sea mayor a 3 unidades en pacientes
con COVID-19 grave, y también se determind la tasa de mortalidad de esta enfermedad.
La mediana de la edad fue de 52 afos, el 54% fueron varones y 46% mujeres. Se

observaron criterios de gravedad en 21 pacientes, en 9 de ellos fue necesario el uso de
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respiradores mecanicos. E1 81% de la poblacion grave tuvo un INL > 3 (18/21) mientras
que solo el 33% (36/110) de la poblacion leve presento el INL > 3 (OR = 8.74. IC del
95%: 2.74-27.86; p <0.001). La gravedad de la enfermedad esta relacionada con la edad
principalmente y la hipertension. La tasa de mortalidad en la cohorte asciende al 7%. En
7 de los 9 fallecidos se observé un INL > 3 (p = 0.03). Se presume que el INL, en
asociacion con otros factores podria constituir una buena herramienta de prediccion

clinica.

Motta et al. (2020). Evaluaron los factores relacionados, y factores predictores
de mortalidad de la enfermedad severa por COVID-19 en pacientes hospitalizados en la
Fundacion Cardioinfantil de Bogotd, entre marzo y junio de 2020. Se trata de un estudio
de cohorte ambispectivo, donde se analizaron a 104 pacientes. El 31.7 % (n=33) mostro
una infeccion grave, y el 9.6 % (n=10) falleci6. El predictor de muerte mas importante
fue la clasificacion de la enfermedad como grave, continuando con una edad mayor a 60
afios, seguido de desnutricion. Se clasifico la enfermedad como grave cuando se
observaron antecedentes de hemodidlisis (hazard ratio, HR=135), incremento en los
niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) (HR=1.004), y diabetes (HR=4.4). En
conclusion, los predictores de mortalidad mas importantes fueron la edad mayor a 60
afios, diabetes, cirrosis ¢ hipertension arterial. Mientras que la enfermedad se considerd
grave cuando se observo enfermedad renal cronica con hemodialisis, aumento de las

concentraciones de LDH y proteina C reactiva y leucocitosis.

Gutiérrez et al. (2020). Valor prondstico de los marcadores bioquimicos en
pacientes con COVID-19. En una investigacion bibliografica, se evaluo las capacidades
pronosticas de algunos marcadores bioquimicos de inflamacion relacionadas a la
enfermedad COVID-19. Respecto a la proteina C reactiva, se ha observado que
concentraciones mayores a 10mg/l estan relacionadas a una mayor gravedad de la
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enfermedad. Por otro lado, se ha observado alteraciones en las concentraciones de lactato
deshidrogenasa (LDH), proteinas totales y procalcitonina (PCT). Los incrementos de
LDH por encima de 600 U/L, se relacionan con una mayor severidad de la enfermedad
sugiriendo una mayor probabilidad de ingresar a UCI aumentando las posibilidades de

deceso.

Ramos-Peiiafiel et al. (2020). Se describe la utilidad de los indices
neutréfilos/linfocitos (INL), monocitos/linfocitos (IML) y linfocitos/plaquetas (ILP) para
el prondstico de la mortalidad y soporte ventilatorio por COVID-19 en un estudio de
cohorte retrospectiva de registros clinicos de pacientes con COVID-19 en el Hospital
General de Cuautitlan, México. Se analizaron 125 casos, la edad media fue de 51 anos,
60% varones, 21.6% padecia diabetes mellitus tipo 2 y 18.4% hipertension. La media de
leucocitos fue de 9.5x10"3/uL, y la de neutréfilos de 8.0x1073/ul. La media de INL
12.1; del IML 0.442; del IPL 0.505. En el analisis univariado, encontraron que el INL
>13 (RM=2.750, p=0.001) e IML>0.5 (RM=2.069, p=0.047) se asocio a mortalidad; [LP
no mostrd impacto en la mortalidad ni en el soporte respiratorio. Se concluye que el INL

e IML son de utilidad para predecir la mortalidad en pacientes con COVID-19.

Rubio et al. (2020). Se describieron las caracteristicas clinicas y parametros de
laboratorio en pacientes infectados con SARS-CoV-2, y se determinan algunos factores
predictores de la progresion de la enfermedad. Estudio descriptivo, retrospectivo y de
corte transversal realizado en el Hospital Universitario Virgen de Valme, Sevilla, Espafia.
Las variables fueron: datos demograficos, antecedentes personales, dias hospitalizacion,
progresion de neumonia, tratamiento clinico e indicadores analiticos. El estudio incluy6
a 197 pacientes, 64.5% de ellos en condicion leve y 35.5% en condicion grave, de estos
el 30% ingresaron a UCI, de los cuales fallecieron el 42.9% (9/21). Al ingreso
hospitalario, los elementos predictores de la enfermedad se incluyeron en el analisis
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multivariante, estos fueron gravedad de la enfermedad, edad avanzada, leucocitosis, altos
niveles de proteina C reactiva (mas de 90mg/l), gamma-glutamiltransferasa (GGT) y
procalcitonina (PCT). Los elementos predictores de la gravedad de esta enfermedad
fueron: edad, leucocitos, PCR, GGT y PCT los cuales permiten pronosticar la evolucion

de la enfermedad en los inicios de los sintomas.

Sirvent et al. (2020). En el Servicio de Medicina Intensiva del Hospital
Universitario de Girona Doctor Josep Trueta se analizaron factores de riesgo, datos
demograficos, biomarcadores inflamatorios y factores predictivos de mortalidad en 168
pacientes intubados y con ventilacidon mecanica invasiva. Se utilizaron datos clinicos y
analiticos en un estudio retrospectivo. Se elabord curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier para factores significativos y se construyd un modelo de regresion logistica
multiple para estimar marcadores inflamatorios y datos demograficos como factores
predictivos de mortalidad. En el andlisis bivariado se observé que LDH y edad son
factores predictivos independientes de mortalidad. En las curvas de supervivencia se
observd que troponina T cardiaca se asocié a una menor supervivencia al ingreso a las
UCI. En conclusion, la PCR, la LDH vy la troponina-Ths fueron significativamente mas
altas en pacientes fallecidos. Se reporté una mortalidad del 28% de todos los pacientes

de estudio.

1.1.2. Antecedentes a nivel nacional

Hueda-Zavaleta (2021). En una tesis de investigacion realizada con 351
pacientes con diagndstico de COVID-19 confirmado en el Hospital III Alcides Carrion
en Tacna, se estudia las caracteristicas demograficas, clinicas, de laboratorio y factores
de riesgo de mortalidad en pacientes hospitalizados por COVID-19. Se trata de un estudio

de cohorte retrospectivo en el que se utilizé el modelo de supervivencia Kaplan-Meier



para las variables independientes. Se emple6 el modelo de riesgos proporcionales de Cox
en el andlisis de regresion que evalua la asociacion de caracteristicas basales y la
mortalidad hospitalaria. Fallecieron el 32,9% en quienes se observo linfocitosis,
leucopenia, y un incremento de proteina C reactiva, dimero D, y lactato deshidrogenasa.
En el andlisis multivariado se observo que los factores asociados a mortalidad, fueron
edad mayor a 65, lactato deshidrogenasa (LDH) superior a 720 U/L y saturacion de

oxigeno menor a 90%.

Luna (2021). En una tesis de grado en la Universidad Privada Antonio Orrego,
UPAO, el autor realizd una investigacion bibliografica para determinar los factores
clinicos, bioquimicos, y factores predictores de mortalidad en pacientes con COVID-19.
La revision incluy6 plataformas como PubMed, LILACS, Hinari, Ebsco. El autor sefiala
que la edad entre 40 y 60 anos, un indice de neutréfilos-linfocitos superior a 3.13, una
concentracion de proteina C reactiva (> 150mg/L), y una concentracion de troponina
cardiaca I (> 0.05ng/ml) estan relacionados a mal prondstico de la enfermedad. Otros
factores importantes son el incremento de enzimas cardiacas, plaquetopenia, aumento en

el tiempo de protrombina, incremento del dimero-D, citoquinas como TNF-a, e IL-6.

Escobar et al. (2020). En un estudio con 14 pacientes fallecidos por COVID-19
en el area de emergencias del Hospital Rebagliati se investigo las caracteristicas clinico-
epidemiologicas. Se revisaron las historias clinicas para encontrar antecedentes, variables
sociodemograficas, manifestaciones clinicas, etc. Los hallazgos de laboratorio mas
importantes fueron proteina C reactiva elevada (promedio 22mg/l) e hipoxemia. Se
observo que el 78,6% fallecieron. Los factores de riesgo para la enfermedad fueron una

edad mayor a 60 afios, incremento de proteina C reactiva y linfocitopenia, entre.



Soca (2020). En el servicio de Medicina Interna del Hospital San Jos¢ del Callao,
se evalua la capacidad predictiva de la relacion neutroéfilo-linfocito (INL) para diferenciar
pacientes con neumonia de alto y bajo riesgo de complicaciones, basado en el indice de
severidad de neumonia (PSI). Se trata de un estudio retrospectivo y transversal en el que
se realizaron 84 pruebas diagnosticas entre los meses de enero y diciembre del 2019. Para
el establecimiento de punto de corte, se utilizd la herramienta estadistica “Receiver
Operating Characteristics” (ROC), en el que se determino la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo. Y para determinar el rendimiento se establecio el
area bajo la curva AUC (0.62, 1.C. 95%: 0.53-0.70). El mejor punto de corte que mejor
discrimina pacientes de alto y bajo riesgo es 17.4 con una sensibilidad de 35.30%,

especificidad de 87.90%, valor predictivo positivo en 81.8%, y negativo de 46.80%.

1.2. Aspectos generales del SARS-CoV-2
1.2.1 Virus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo de tipo 2 (SARS-CoV-2)
Segun el (International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), (2020) el

SARS-CoV-2 se ubica en la siguiente categoria:

Dominio: Riboviria
Orden: Nidovirales
Suborden: Cornidovirineae
Familia: Coronaviridae
Subfamilia: Orthocoronavirinae
Género: Betacoronavirus
Sub género: Sarbecovirus

Especie: SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1



Los coronavirus humanos circulan libremente en la poblacién y suelen causar
enfermedades respiratorias leves, producen alrededor del 10% al 30% del resfriado
comun. Sin embargo, los coronavirus zoonéticos, circulan transitoriamente y pueden

originar epidemias.

En cuanto al origen de este virus Andersen (2020) sostiene que, segun estudios
estructurales y bioquimicos, el SARS-CoV-2 se ha adaptado 6ptimamente para reconocer
la proteina ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) el que funciona como receptor
del virus en la membrana celular humana. Se ha observado también que la proteina del
virus responsable de esta union tiene un dominio de 6 aminoacidos, y tiene una alta
afinidad por la union a ACE2. Sin embargo, también este dominio tiene alta afinidad por
la union a ACE2 en hurones, gatos y otras especies. Por estas razones, se sostiene que el

SARS-CoV-2 no tiene un origen artificial, sino que proviene de la seleccion natural.

1.2.1.1. Estructura viral del SARS-CoV-2

Respecto a la estructura viral, los coronavirus tienen forma esférica o irregular,
envueltos, pleomorficos, con un diametro aproximado de 125nm. El genoma esta
constituido por ARN simple, no segmentado, de polaridad positiva, con 30mil pares de
bases de longitud. Existen 5 proteinas de relevancia biolégica: S, M, N, E, y HE (Li et

al., 2020).

La proteina S es una glicoproteina en forma de espicula, que le da forma de corona
al virus, es también la responsable de mediar la union al receptor ACE2 y facilita su union
con la membrana celular. Tiene un tamafio aproximado de 150 kDa, utiliza una secuencia
de sefial N-terminal para obtener acceso al reticulo endoplasmatico y esta fuertemente
glicosilada por enlaces N glucosidico. Los homotrimeros de la proteina S codificada por

el virus, forman la estructura de espiga distintiva en la superficie del virus. En la mayoria



de los coronavirus, S se escinde por una proteasa similar a la furina de la célula huésped
en dos polipéptidos separados denominados S1 y S2. S1 constituye el gran dominio de
unién al receptor de la proteina S, mientras que S2 forma el tallo de la molécula espiga

(Antezana & Arandia-Guzman, 2020).

La proteina M es la mas abundante y es una proteina estructural, pequena
(aproximadamente 30kDa) con 3 dominios transmembrana. Se cree que le da forma al
virion. El dominio externo tiene un pequeio extremo N-terminal, mientras que el
dominio interno tiene un extremo grande C-terminal. Estudios recientes sugieren que la
proteina M existe como un dimero en el virion y puede adoptar dos conformaciones
diferentes, lo que le permite promover la curvatura de la membrana y unirse a la

nucleocapside (Neuman et al., 2011).

En cuanto a la proteina E, tiene un peso de 8 a 12kDa, se encuentra en pequenias
cantidades en el virion. Se cree que es una proteina transmembrana con un dominio
externo N-terminal y un dominio interno C-terminal. La proteina E, permite el
ensamblaje y liberacion de los virus. La actividad de su canal idnico es necesaria para la

patogénesis, pero no para la replicacion (Fehr & Perlman, 2015).

La proteina N, tiene un peso de 43 a 50kDa y es la tnica presente en la
nucleocapside. La proteina N esta fuertemente fosforilada en algunas serinas y treoninas,
y se ha sugerido que la fosforilacion tiene un rol regulatorio, facilitando un cambio
estructural que mejora la afinidad de la proteina N por el ARN viral frente al no viral. La
proteina N esta unida al genoma viral en una conformacion de tipo cuentas en una cuerda.
Se ha reportado ademas que la proteina N se une al nsp3 para llevar el genoma al
complejo replicasa-transcriptasa, y también participa en el empaquetado de la

nucleocapside (Chang et al., 2005).



La hemaglutinina-esteras a (HE), estd presente en un subconjunto de [-
coronavirus. La proteina actua como hemaglutinina, se une a los acidos sialicos en las
glicoproteinas de superficie y contiene actividad acetil-esterasa. Se cree que estas
actividades mejoran la entrada de células mediada por la proteina S y la propagacion del

virus a través de la mucosa (Ravi et al., 2020).

1.2.1.2. Organizacion genémica del SARS-CoV-2

Como puede observarse en la Fig. 1, el SARS-CoV-2 tiene un genoma de ARN
de sentido positivo no segmentado de aproximadamente 26 a 32 kb y contiene de 11 a 16
marcos abiertos de lectura (ORFs) que expresan las poliproteinas PPla, y PPlab, los
cuales se clivan para generar proteinas no estructurales (Guo et al., 2020). El primer ORF
(ORFla - ORF1 al ORFI1l; y, ORFlb -> ORFI11 al ORF16) contiene
aproximadamente el 67% del genoma y codifica 16 proteinas no estructurales (nspsl al
nsps16), mientras que los ORF restantes codifican proteinas accesorias y estructurales

(S, N, M, E) (Kumar et al., 2020).



Figura 1: Similitudes y diferencias entre los genomas de los coronavirus humanos
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Nota: Adaptado de SARS-CoV-2: Desde su descubrimiento hasta la estructura
del genoma, la transcripcion y la replicacion por Ayslan et al. (2021), Cell &
Bioscience, 11(1).

En la figura se observan las similitudes y diferencias entre los genomas de los
coronavirus humanos. En el caso del SARS-CoV-2, el ARN tiene un extremo 5'y una

cola poli-A (A30-60) en el extremo 3'. (Ayslan et al, 2021).

Las proteinas no estructurales estan involucradas en la transcripcion y replicacion
del RNA viral. La proteina nsps3 es responsable de la escision y posterior liberacion de
nspl, nsp2 y nsp3 de la region N-terminal de las poliproteinas la y lab. y ademas tiene
la capacidad de unirse a las proteinas RIG-I, NEMO, TRAF6 de las células humanas para

evitar la activacion de sus factores de transcripcion IRF3 y NF-kB que desencadenan una
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respuesta inmunitaria. La proteina nsps5 tiene la capacidad de escindir mas proteinas no

estructurales desde nsps4 al nsps16 (Lam et al., 2021).

Entre las proteinas virales estructurales y accesorias, que se expresan a partir de
sgRNA tenemos las proteinas S, M y E que se incorporan a la envoltura viral para la
formacion del virion. La proteina S trimérica en la envoltura viral se une especificamente
a un receptor celular, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), para la entrada
viral en las células susceptibles, y asi inicia el primer paso de la infeccion viral. La serina
proteasa 2 transmembrana de la célula huésped (TMPRSS2) sirve como una proteasa
activadora de la proteina S (Walls et al., 2020). La proteina E crea un canal idnico en la
membrana viral y probablemente desempefia un papel en la patogenicidad (Singh Tomar
& Arkin, 2020). La proteina N se une al ARN gendmico viral (ARNg) y empaqueta el
ARNg como un complejo de ribonucleoproteina en los viriones, mientras que la proteina
M es una glicoproteina transmembrana importante para la morfogénesis viral y la
gemacion al interactuar con las proteinas S, E y N (Arya et al., 2021). El numero de
proteinas accesorias codificadas por diferentes coronavirus sigue siendo objeto de debate,
ya que sus potenciales de codificacion se basan principalmente en la prediccion
bioinformatica (Shang et al., 2020). Las proteinas accesorias son casi exclusivamente no
esenciales para la replicacion en cultivo de tejidos; sin embargo, se ha demostrado que

algunos tienen un papel importante en la patogénesis viral (Acter et al., 2020).

1.2.2 Enfermedad por COVID-19

Enfermedad infecto contagiosa causada por el virus SARS-CoV-2, perteneciente
a la familia de coronavirus. El virus aparecid en noviembre del 2019, en la provincia de
Hubei, ciudad de Wuhan, China. Desde entonces hasta diciembre del 2021 se ha cobrado
la vida de 5.4 millones de personas en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud,
2021), y 201 379 en el Peru (Ministerio de Salud, 2021).
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1.2.2.1. Clasificacion clinica de la enfermedad.
El Ministerio de Salud, Peru (2020) clasifica a los pacientes con COVID-19 en

leves, moderados, graves y severos. Ademas, hace una descripcion formal de cada caso.
Casos leves: Los pacientes leves, presentan al menos 2 de los siguientes sintomas:

v' Tos

v Malestar general
v Dolor de garganta
v" Fiebre

v Congestion nasal

También se pueden observar otros sintomas como pérdida del olfato y exantema.
Un caso leve, no requiere hospitalizacion, solo aislamiento domiciliario y seguimiento.
Los casos leves sin factores de riesgo no requieren seguimiento presencial, solo a
distancia, mientras que los casos leves con factores de riesgo requieren seguimiento

presencial ademas de distancia.
Casos moderados. Pacientes que cumplan alguno de los siguientes criterios:

v" Disnea o dificultad respiratoria.

v" Frecuencia respiratoria mayor a 22 por minuto.

v' Saturacion de oxigeno menor a 95%

v" Alteracion del nivel de conciencia (desorientacion, confusion)
v" Hipotension arterial o shock.

v" Signos clinicos y/o radiologicos de neumonia.

v" Recuento de linfocitos menor a 1000 células /ul

Los casos moderados requieren hospitalizacion.
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Casos severos: Pacientes que cumplen 2 o mas de los siguientes criterios:

v" Frecuencia respiratoria mayor a 22 respiraciones por minuto o PaCO>
menor 32mmHg.

v" Alteracion del nivel de conciencia.

v" Presion arterial sistolica menor a 100 mmHg o Presion Arterial Media
(PAM) menor a 65 mmHg

v' Pa0; < 60 mmHg o PaFi < 300

v Signos clinicos de fatiga muscular: aleteo nasal, uso de musculos
accesorios, desbalance toraco-abdominal.

v" Lactato sérico > 2 mosm/L
Los casos severos requieren hospitalizacion y manejo en area de cuidados intensivos.

1.2.3 Pruebas de diagnostico de COVID-19

1.2.3.1. Pruebas de anticuerpos en sangre.

El Instituto Nacional de Salud, Peru (2021) establece algunas pautas para las
pruebas de anticuerpos en sangre y describe sus principios. Las pruebas detectan la
presencia de anticuerpos IgM/IgG contra el SARS-CoV-2 en una muestra de sangre. En
la mayoria de los pacientes infectados se detectan anticuerpos especificos de uno o varios
isotipos, neutralizantes o no, en los primeros 15 dias después del inicio de la clinica.
Respecto a la evidencia parece razonable asumir que los anticuerpos protegen frente a
reinfecciones durante un tiempo no definido, no obstante, se desconoce los niveles de

anticuerpos protectores.

La deteccion de anticuerpos puede ayudar a identificar pacientes que han sido
infectados previamente, asi como a diagnosticar infeccion reciente sintomatica a partir

de 3 - 4 semanas. El punto 6ptimo para determinar anticuerpos IgM seria a los 8 - 14 dias
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de iniciado los sintomas, mientras que tras 15 - 21 dias se realizaria la seroconversion a

IgG (Zhao et al., 2020).

Comparado con la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR), la prueba de deteccion de anticuerpos combinados IgG
e IgM mostr6é una sensibilidad de 77.1% y especificidad de 98.0% para el diagndstico

para SARS-CoV-2 (Pellanda et al., 2020).

En la figura 2, puede observarse las probabilidades de deteccion del SARS-CoV-
2 utilizando diferentes pruebas de diagndstico: PCR y test de anticuerpos. Asimismo, se
aprecia la probabilidad de deteccion dependiendo de la muestra analizada, por ejemplo:
hisopado nasofaringeo, aislamiento viral en tracto respiratorio, PCR en lavado alveolar,

PCR en heces, y deteccion de anticuerpos IgM/IgG.

Figura 2: Estimacién de deteccion de SARS-CoV-2 en test de anticuerpos y Reaccion en Cadena de

Polimerasa (PCR) en relacion al tiempo de inicio de sintomas.
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Sethuraman et al., (2020). Estimacion variable de la deteccion en test del SARS-CoV-2

en relacién con el tiempo de inicio de los sintomas. Los intervalos de tiempo y las tasas

de deteccidn viral estdn basados en ensayos de varios articulos publicados. Debido a la
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variabilidad entre los estudios, los intervalos de tiempo deben considerase
aproximaciones, siendo la probabilidad de deteccion del SARS-CoV-2 una medida

cualitativa.

1.2.3.2. Pruebas antigénicas para SARS-CoV-2.

Las pruebas antigénicas determinan la presencia de los dominios S1 y S2 de la
proteina S del virus SARS-CoV-2. La sensibilidad es menor que las pruebas que detectan
el genoma viral. La ventaja de estas pruebas es que en general requieren de menos de 30
minutos para dar un resultado, pueden ser utilizadas directamente en puntos de atencion
(primer nivel de atencidn), con poco o sin ningun equipamiento adicional. Poseen una
adecuada especificidad y ayudan en el diagnostico para la atencion de poblaciones que
viven en lugares con barreras para uso de técnicas moleculares, contribuyendo a la
atencion comunitaria mediante el aislamiento de casos diagnosticados. Dentro de las
desventajas, un resultado no reactivo no permite descartar la infeccion por virus SARS-
CoV-2 y requiere del uso de técnicas moleculares para su reconfirmacién. Algunas
pruebas antigénicas requieren la incorporacion de tecnologia, por ejemplo, un lector de

prueba rapida por inmunofluorescencia.

En cuanto a la sensibilidad y especificidad de las pruebas antigénicas, diferentes
estudios muestran cierta variabilidad en los resultados. En el estudio de Jegerlehner
(2021) mostraron que la sensibilidad y especificidad de esta prueba en comparacion a la
prueba de PCR, fueron de 65.3% (95% 1.C. 56.8-73.1), y 99.9% (95% I.C. 99.5-100.0)
respectivamente. En pacientes asintomaticos, demostraron una sensibilidad de 44% (95%
I.C. 24.4-65.1). Mientras que en un estudio de Mercado & Zabaleta (2020) indican que
la sensibilidad promedio fue de 83.3% (95% IL.C. 66.4 - 92.6) cuando fueron utilizadas
dentro de los 11 dias del inicio de los sintomas y que otros estudios de validacion han
reportado resultados de sensibilidad en orden del 84% al 97%, que dependen
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fundamentalmente de la presencia de sintomas y del momento de la toma de muestra a

partir del inicio de los mismos.

1.2.3.3. RT-PCR (Reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa inversa)

Las pruebas moleculares buscan identificar secuencias especificas del agente
patogeno, antes del desarrollo de la enfermedad, durante e incluso después de la
recuperacion. Permite la identificacion, deteccion y cuantificacion de ARN, utilizando
este como molde para sintetizar ADN complementario (ADNCc), el cual a su vez
constituye la plantilla para una reacciéon de PCR en tiempo real. El aumento exponencial
en las copias de ADN se ve reflejado en la aparicion de fluorescencia cuya intensidad es
directamente proporcional a la cantidad de ADN en la muestra, haciendo que esta
reaccion sea altamente sensible a unas bajas concentraciones de acidos nucleicos virales

(Mullis K.B., 1990).

Las dianas que se emplean para la deteccion especifica del genoma del SARS-
CoV-2 por RT-PCR en tiempo real se encuentran en las regiones ORFla, RdRp, N, S 'y
E del ARN viral. Los cientificos enfatizan que la seleccion de estos blancos genémicos
se debe a que son regiones persistentes en los coronavirus, pero con ciertas porciones
especificas para SARS-CoV-2. Las muestras recomendadas para el diagnostico del
SARS-CoV-2 por RT-PCR son las del tracto respiratorio superior como el exudado

nasofaringeo (Sakr et al., 2021).

En cuanto a la sensibilidad y especificidad de las pruebas, por el momento se dice
que la sensibilidad es del 49.0% - 99.2% y una especificidad de 94.2% - 100%, por lo
que ha sido considerada la técnica de eleccion y referencia para el diagndstico de

COVID-19. No se ha evidenciado reaccion cruzada (Mistry et al., 2021).
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1.2.4 Marcadores de inflamacion para COVID-19

Un meta-analisis de 19 estudios observacionales que involucran a casi 3000
pacientes con COVID-19 confirmados, encontrd que las caracteristicas de laboratorio
mas comunes reportadas fueron la disminucion de la albumina sérica (76%), proteina C
reactiva elevada (58%), LDH elevado (57%), linfopenia (43%) y ESR elevado (42%).
Otra revision de ocho estudios mas pequefios inform6 de anomalias similares en los
pacientes con COVID-19, es decir, linfopenia (35% -75%), PCR elevada (75-93%), LDH
elevada (27%-92%) y tasa de sedimentacion eritrocitaria (ESR) (hasta el 85% de los
casos) y bajas concentraciones de albumina sérica (50%-98%), asi como un aumento del
dimero D (36%-43%) y baja hemoglobina (41-50%). Otras anormalidades reportadas
fueron aumentos en la neutropenia, bilirrubina total, creatinina, troponina cardiaca, TP y

PCT (Brookes, 2020).

1.2.4.1. Lactato deshidrogenasa (LDH).

La LDH es una enzima intracelular, que se encuentra en el citoplasma de la
mayoria de cé€lulas del cuerpo humano, especialmente en el corazon, higado, rifiones,
musculos, glébulos rojos, cerebro y pulmones, con una actividad 500 veces superior a la
del plasma, entonces una pequefia lesidon incrementa su concentracién sérica. La
elevacion de los niveles de LDH en el plasma sanguineo evidencia la salida de esta
enzima al espacio extracelular, lo que se produce cuando hay muerte celular. Por lo tanto,

los niveles elevados de LDH, indican dafio tisular o necrosis celular (Gonzalez, 2019).

La concentracion de lactato deshidrogenasa en plasma se eleva en muchos
procesos: anemia megaloblastica, leucemia aguda, traumatismo, intervenciones
quirargicas, procesos cancerosos, alteraciones hepaticas y renales. Incluso en la
malnutricion, la deshidratacion, intoxicacion bacteriana, etc. Esta enzima corresponde a
la categoria de las oxidorreductasas, dado que cataliza una reaccion redox, en la que el
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piruvato es reducido a lactato gracias a la oxidacion de NADH a NAD+. Dado que la
enzima también puede catalizar la oxidacion del hidroxibutirato, ocasionalmente es

conocida como hidroxibutirato deshidrogenasa (HBD) (Fuentes et al., 1998).

Lactato deshidrogenasa presenta 2 subunidades (M y H) que pueden asociarse en
tetrameros al azar, en el cuerpo existen en total 5 isoenzimas diferentes de la LDH (LDH-
1, LDH-2, LDH-3, LDH-4, LDH-5). Bioquimicamente la subunidad H presenta mas
residuos acidos que residuos basicos que la subunidad M por eso presenta una fuerte
carga negativa. Esta propiedad es aprovechada para la separacion de las isoenzimas por
electroforesis. La mayor velocidad de corrida corresponde a la isoenzima LDH-I,
compuesta por cuatro subunidades H (H4) y la menor velocidad a la isoenzima LDH-5,
compuesto por cuatro subunidades M (M4). El tipo de isoenzima encontrada aporta
indicios acerca del lugar de la lesion celular porque los respectivos genes tienen una
expresion muy diferente en los distintos organos. Asi el higado y los musculos
esqueléticos presentan predominantemente subunidades M (M de musculo) de la LDH,
mientras que el cerebro y el musculo cardiaco expresan predominantemente subunidades
H (H de heart). (Koolman & Rohm, 2004). En el estudio, Ginicamente se midi6 la

concentracion de lactato deshidrogenasa sin considerar los tipos de isoenzimas.

1.2.4.2. Proteina C Reactiva (PCR)

Fue descubierto inicialmente por Tillet y Francis durante su investigacion con
suero de pacientes que tenian una infeccion aguda por Neumococo. Fue conocida por su
capacidad de reaccion con la pared celular, especificamente con el polisacarido C del
Streptococcus pneumoniae. Se trata de una proteina pentamérica, de la fase aguda de
inflamacion, altamente conservada, conocida por su gran habilidad para unir y precipitar

la pared celular del neumococo (Tillet & Francis, 1930).
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Fue la primera proteina inflamatoria de fase aguda conocida. Es un buen
biomarcador de dafio tisular e inflamacion sistémica. Desde su descubrimiento es
bastante utilizado en la &mbito clinico para estados de trauma, infecciones,
inflamaciones, pre y post-operatorios, enfermedades cardiacas, y otras condiciones

patologicas (Waliza & Shyamasree, 2020).

En pruebas clinicas, se ha observado que las concentraciones de proteina C
reactiva cambian significativamente en pacientes severos con COVID-19. La proteina C
reactiva se produce en el higado. En la sangre la concentracion normal es menos de
10mg/L. Sin embargo, aumenta rapidamente dentro de las 6 a 8 horas y alcanza su pico
maximo a las 48 horas desde la enfermedad en adelante. Su vida media es de 19 horas y
su concentracion va disminuyendo cuando la inflamacidon termina y el paciente va
mejorando. La proteina C reactiva se une a las fosfocolinas que se expresan en células
dafiadas. Esta union desencadena la ruta de complemento del sistema inmune y regula la

actividad fagocitica, eliminando la infeccion y el dafio celular (Ali, 2020).

1.2.4.3. indice Neutrofilos - Linfocitos (INL)

Se trata de un parametro leucocitario que se obtiene al dividir el nimero absoluto
de neutroéfilos y linfocitos. Se ha estudiado en el cancer como predictores de inflamacion,
disfuncion endotelial, riesgo cardiovascular, mortalidad, supervivencia y recurrencia.
Asimismo, en otras enfermedades como, diabetes mellitus, hipertension arterial,
sindromes coronarios, enfermedad cerebrovascular, tromboembolia pulmonar, entre
otros. Estos indices utilizan elementos sencillos como el recuento de las diversas lineas
celulares. La principal desventaja se observa en la necesidad de obtener puntos de corte,
ya que suelen variar de una poblacion a otra. Se han reportado valores del INL mayores
a 10 en casos de sepsis, mayores a 5 en patologias oncoldgicas y mayores a 3 en
enfermedades cardiovasculares severas (Carpio-Orantes et al., 2020).
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Inicialmente, se confirmé que la relacion basal de neutréfilos-linfocitos es un
potencial indicador de prondstico a corto plazo en pacientes con insuficiencia hepatica
aguda por hepatitis B cronica (Liu et al., 2013). Y basandose en este estudio es que (J.
Liu et al., 2020) estudiaron la capacidad prondstica del indice neutrdfilos-linfocitos (INL)
en pacientes con COVID-19, donde reportaron linfopenia y neutrofilia. El indice
neutréfilo-linfocito es considerado un factor predictor en el desarrollo de la enfermedad

por COVID-19.
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CAPITULO 1T

MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de estudio

El estudio se realizé en el Centro de Atencion Temporal COVID-19 (CAAT-
COVID) de la U.E. 410 del Hospital de Quillabamba, ubicado en el distrito de Santa Ana,
provincia de La Convencion y departamento del Cusco. Las pruebas antigénicas para
SARS-CoV-2 se ejecutaron antes del ingreso a hospitalizacion, y las muestras de sangre
se obtuvieron durante la hospitalizaciéon, a los cuales se realizaron analisis

hematologicos, bioquimicos e inmunoldgicos en el laboratorio central del hospital.
Para la investigacion se consideraron las siguientes variables:

» Resultado de pruebas antigénicas para SARS-CoV-2.
> Indice neutréfilos-linfocitos (INL).

» Concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH).

» Valor cualitativo de proteina C reactiva (PCR).

» Mortalidad de pacientes hospitalizados por COVID-19

2.2. Materiales
2.2.1. Material biologico
» Muestras de hisopado nasofaringeo de pacientes hospitalizados.
» Muestras de sangre de pacientes hospitalizados.
2.2.2. Equipos
» Espectrofotdémetro Shimatzu modelo UV-160.
» Bafo maria, modelo IDL-ACD12.
» Microscopio binocular LED, marca Carl Zeiss primo Star HAL.

» Contador digital de células sanguineas (HemaCount).
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2.2.3.

2.2.4.

>

>

>

Cronometro
Micropipetas

Agitador magnético, marca IKA, RCT 5 digital, 800W.

Material de laboratorio

YV VvV VY Vv ¥V ¥V V VY

Tubos de ensayo

Gradillas

Cémara de Neubauer.

Portaobjetos, cubreobjetos.

Pipetas y micropipetas de 20ul, 50ul, 100ul, 500ul y 1000uL.
Tubos BD vacutainer tapa roja sin activadores de coagulacion.
Tubos BD vacutainer tapa violeta con anticoagulante EDTA.

Agujas vacutainer BD

Reactivos

>

>

Pruebas rapidas antigénicas para SARS-CoV-2, marca Panbio.

Reactivos enzimdticos para la determinacion de lactato deshidrogenasa (LDH)
en suero marca Wiener.

Reactivos enzimaticos para la prueba de aglutinacion en placa de la Proteina
C Reactiva cualitativa (PCR), marca Wiener.

Colorante Eosina — Azul de metileno segin Wright, marca Merck mas
solucion tampon.

Alcohol de 70° marca Portugal.

Aceite de inmersion marca Merck.

Reactivo de Turk marca Merck.
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2.2.5. Equipos de proteccion personal (EPPs)
» Mandilones descartables.

> Guantes de latex.

Y

Lentes de proteccion.
Mascarillas 3M, N95.
Gorros quirtirgicos.

Botas descartables

Y V VY V

Protector facial.

2.2.6. Materiales de escritorio
» Computador portatil.
» Software libre R 4.1.0

» Software SPSS version 26.0

2.3. Métodos

La presente investigacion fue una cohorte transversal.

2.3.1. Coordinacion institucional
Se solicitd a la Direccion de la U.E. 410 del Hospital de Quillabamba una
autorizacion oficial para desarrollar la investigacion en el Centro de Atencién Temporal

(CAAT-COVID), el cual fue aprobado (Ver anexo 2).

2.3.2. Poblacion de estudio
Participaron en el estudio 118 pacientes entre abril y mayo del 2021, en condicion
de grave o severo, que fueron reactivos a la Prueba Rapida Antigénica para SARS-CoV-

2 (Panbio), previo consentimiento firmado por el mismo paciente o familiar (Ver anexo

).

23



Flujograma 1: Determinacion del indice neutroéfilos-linfocitos, concentracion de
lactato de deshidrogenasa, y proteina C reactiva; y la mortalidad por COVID-19 en

pacientes hospitalizados en la U.E. Hospital de Quillabamba

] ALMOSIZACION OFITIAL DL HOSPITAL

La Direccian de la LLE. 410 Hospital de Quillabamba, autoriza |a ejecucidn de La tesis de
irvestigacion en el Centro de Atencién Temporal de pacientes bospitalizades con Covid-19.

2] Epecucitn de prusba ripida antigénica,

5 ol esultadoe de b prucba ripida antigénica s reactivo y el

Mendnkiypia inseito Paniflin Abets [Rodussres paciente es clasificado como grave & severo, se hospitaliza,
® imwizar Macional de Salusd [THS]

"“_'l Mo s solicitt comentimbenta informado al paciente.

3) Se salicita al paciente firmar un corsentimients informado
para gje<uciin de la investigacitn, o en su defecto solicitar a un
farmiliar o apoderado en caso ol patiente se encuentre grave.

@—M——% Mo ingress 8 grupo de estudio.

Facienie ingreds 4 grupo de ethudio,
I

4] Toma de musstras de sangre de todos los
pacientes hospitalizados, segin metodologia
desrita en Fundarmentos oe Laboratorio del
Instituto Nackenal de Sahd 2013,

Pruaba de aghainagcn wn

placa pata Lo datmrmiracion
dir Prossina © Beaciivn - PCR
lasma Diregen

Registro de los resultados de laboratorio, Sistematizacidn y analisis de los datos en relacidn a la mortalidad de
paclentes con Covid-19, utilizando Software libre R, v. 4,1.0, y SP55 v.26.0

2.3.3. Prueba rapida antigénica para la deteccion de antigenos de SARS-CoV-2.
De acuerdo al protocolo de atencion, todos los pacientes que llegan al CAAT-
COVID de la U.E. 410 del Hospital de Quillabamba, pasan consulta médica y en seguida

se realiza al paciente una prueba rapida antigénica para confirmar o descartar enfermedad
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por COVID-19. El procedimiento para la ejecucion de la prueba sigue las instrucciones
del fabricante de la marca PanBio (Ver anexo 6) y también las recomendaciones del

Instituto Nacional de Salud (2021).

Fundamento de la prueba

Las pruebas antigénicas utilizan un caset que contiene una almohadilla de
nitrocelulosa que facilita la recepcion de la muestra, la reaccion antigeno-anticuerpo, y
el recorrido de los inmunocomplejos. La almohadilla contiene anticuerpos especificos
IgG humanas para SARS-CoV-2, y anticuerpos monoclonales IgY de pollo, ambas
adheridas a oro coloidal. Si en la muestra existen antigenos del virus se formaran
conjugados antigeno-anticuerpo IgG humana, que seran capturados en la banda
cromatografica T por el complejo anti-antigeno-anticuerpo IgG humana de raton. La
muestra también se une a los anticuerpos monoclonales IgY de pollo formando
conjugados antigeno-anticuerpo IgY de pollo, los cuales recorreran la ldamina hasta unirse
a la banda cromatografica C control con el complejo cromatografico anti-antigeno-
anticuerpo IgY pollo monoclonal de raton (Laboratorios Abbott, 2020). Si la prueba es
valida y el resultado reactivo ambas bandas mostraran una coloracion prpura, mientras
que, si la prueba es valida, pero de resultado no reactivo solo la banda control mostrara

una coloracién purpura.

Procedimiento de toma de muestra

- Verificar que los equipos de proteccion de personal (EPP) estén adecuadamente
desinfectados para evitar contagiar a los pacientes y a nosotros mismos.

- Verificar que los reactivos de pruebas antigénicas hayan sido refrigerados a 8°C antes
de ser utilizados. En seguida solicitar al paciente que limpie toda secrecion nasal para

asegurar el recojo adecuado de muestras.
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Abrir la tapa del tubo de muestreo y verter 10 gotas del buffer en el tubo de muestreo,
tapar levemente y dejar en la gradilla.

Explicar al paciente brevemente el procedimiento solicitdndole su maxima
colaboracion para asegurar una buena toma de muestra.

Tomar el hisopo e introducirlo por el orificio nasal hasta la nasofaringe. Hacer girar
en sentido horario y antihorario durante al menos 5 segundos y retirar suavemente.
Abrir la tapa del contenedor del tubo contenedor de buffer e introducir el hisopo con
la muestra.

Romper la parte superior del hisopo por la marca establecida para taparla nuevamente

y evitar el derrame de muestra.

Procedimiento de analisis

Una vez obtenida la muestra en el tubo de muestreo, presionar los bordes y ejercer
friccion durante al menos 5 segundos para favorecer la liberacion de todas las
proteinas antigénicas en el medio buffer.

Abrir la tapa inferior del tubo de muestra y verter 5 gotas de la solucion en el caset
de reaccion antigeno-anticuerpo.

Hacer la lectura a los 20min como maximo.

Si existe presencia de antigenos del virus, la banda T se tefiira de color purpura, y
también la banda C del control. Registrar y reportar como prueba valida reactivo para
SARS-CoV-2.

Si no existe presencia de antigenos del virus, solo se tefiird la banda C de control.
Registrar y reportar como prueba valida no reactivo para SARS-CoV-2 (Ver anexo

5).
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2.3.4. Determinacion del numero de neutroéfilos y linfocitos para el calculo del

indice Neutrofilos-Linfocitos (INL).

2.3.4.1. Toma de muestra de sangre en tubo con y sin anticoagulante.

Para la toma de muestras sanguineas se siguio el protocolo establecido descrito en el
Manual de Procedimientos de Laboratorio I y Il del Instituto Nacional de Salud, Pera

(2013).

Colocar el antebrazo del paciente en posicion adecuada, encima de un cojin e

identificar el punto de puncion en la vena del antebrazo.

- Palpar con el dedo la zona de puncion y aplicar la ligadura por encima del punto
identificado. Luego desinfectar la piel con alcohol de 70°C.

- Colocar en la vena la aguja con el capuchon, asegurando que el bisel esté hacia arriba.
Luego introducir suavemente lcm o 1.5cm.

- Colocar en el capuchon el tubo al vacio con el anticoagulante EDTA y extraer 6ml
de sangre venosa hasta la linea de marca.

- Una vez obtenida la sangre desechar la aguja en un depdsito como material
punzocortante.

- Colocar algodon encima de la puncion e indicar al paciente que lo mantenga

presionado por 3min sin doblar el antebrazo para evitar formacion de hematomas.

- Codificar el tubo con el nombre del paciente, cama y area de hospitalizacion.

2.3.4.2. Conteo de leucocitos.

El nimero de leucocitos se expresa en mm® de sangre, el cual debe mezclarse con
solucion de Turk. El reactivo contiene acido acético que hemoliza los eritrocitos, y
violeta de genciana que tifie los nucleos de los leucocitos de color azul violeta, los cuales

pueden observarse mejor al microscopio (Ver Anexo 7).
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Procedimiento

El procedimiento es de acuerdo al Manual de Procedimientos de Laboratorio Iy Il del

Instituto Nacional de Salud, Pera (2013).

- Trasladar en un frasco pequeiio 950uL de solucion Turk para dilucidn de leucocitos.

- Aspirar 50ul. de sangre venosa contenida en el tubo con EDTA previa
homogenizacion de la muestra.

- Limpiar el extremo de la pipeta asegurando que el volumen inicial no se altere, luego,
depositar la sangre extraida en el frasco que contiene la solucion de Turk. La dilucion
de esta sangre sera de 1:20.

- Enjuagar la pipeta, aspirando y expulsando 3 veces en el mismo frasco contenedor de
la nueva solucion.

- En una cdmara de recuento, colocar en el area cuadriculada utilizando una pipeta la
nueva solucion. Luego dejar reposar la mezcla por 3min para que las células se
asienten.

- Colocar la camara en la platina del microscopio y observar primero todos en un solo
campo con un objetivo de 4X, y luego seleccionar los 4 cuadrantes laterales para el

conteo de leucocitos con un objetivo de 10X.

Método de recuento en camara de Newbauer

La camara de Newbauer es un grueso portaobjetos de cristal que sirve para contar
eritrocitos, leucocitos, plaquetas, y otras células. Estd dividida en 4 zonas, 2 zonas
laterales donde se apoya el cubreobjetos y 2 zonas centrales donde se deposita la muestra
de sangre y se realiza el recuento celular gracias a una cuadricula que es visible al
microscopio. La altura de la zona lateral respecto a la zona central es de 0.1mm, este

valor es importante porque nos permite conocer el volumen. Vista al microscopio, cada
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zona central de 3 mm x 3 mm esta dividido a su vez en 9 secciones de 1 mm x 1 mm, de

los cuales las mas importantes son las 4 secciones extremas, y la seccion central. Cada

una de las 4 secciones extremas estd dividida en 16 cuadrados pequefios de 0.25mm x

0.25mm

Procedimiento de recuento

- Colocar cuidadosamente con una micropipeta 10ul de mezcla diluida. En seguida

ubicar los cuadrantes de conteo en un solo campo con un objetivo de 4X.

- Contar los leucocitos en 4 campos laterales (cuadrantes de 1mm?) utilizando un

objetivo de 10X, considerando las células presentes dentro de cada cuadrado y los

ubicados en lineas inferiores y laterales.
Calculo del niimero de leucocitos en un mm? de sangre
El conteo de células sigue el siguiente andlisis dimensional:

N celulas 1 cuadro L
X factor dilucién = N celulas/ mm3

X
N cuadrados = volumen (mm?3)

Donde:

Factor de dilucion: 20

Volumen del cuadrado=area del cuadrado x altura
Volumen del cuadrado=1mm? x 0.1mm

Volumen= 0.1mm?3

Valores normales para el conteo de leucocitos

Los valores de referencia, segun el Consejo Médico de Canada (2020) para leucocitos

esta entre: 3500 — 10 500 células / mm?>.
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2.3.4.3. Formula leucocitaria o conteo diferencial de leucocitos.

A) Extension de sangre en lamina portaobjetos

El procedimiento sigue lo indicado en el Manual de Procedimientos de Laboratorio Iy

Il del Instituto Nacional de Salud (2013).

Procedimiento

- Elegir una ldmina extensora con bordes lisos y simétricos al contacto con otro
portaobjetos.

- Colocar en un portaobjetos una gota de sangre del tubo con EDTA previa
homogenizacion que asegura buena dispersion de las células de la sangre.

- Sostener el portaobjetos con una mano, y con la otra colocar la ldmina extensora
delante de la gota de sangre.

- Desplazar la lamina hacia atras hasta lograr que la gota de sangre se extienda por el
borde liso de la ldmina extensora.

- Deslizar suavemente la 1dmina extensora hacia el extremo opuesto del portaobjetos
que contiene la gota de sangre. El movimiento debe extender toda la sangre antes de
llegar al extremo. La extension debera terminar suave y gradualmente sin
interrupciones.

- Dejar secar la extension al ambiente o con movimientos en vaivén. Es importante el
secado adecuado para asegurar la calidad del extendido.

- Codificar la parte de la extension seca con el nombre del paciente. Escribirlo con

lapiz de grafito en la porcion gruesa del extendido.

B) Tincion de los extendidos de sangre

En el presente estudio las extensiones de sangre se han coloreado con colorante Eosina -

Azul de metileno en solucion segun Wright que contiene azul de metileno y eosina. Los
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acidos nucleicos contienen grupos fosfatos con carga negativa los cuales facilitan la
combinacién con el azul de metileno de tipo basico. De otra parte, la eosina es un
colorante acido, que colorea las partes basicas de la célula, por lo que se emplea como

colorante de contraste (Corrales & Caycedo, 2020).

Procedimiento

- Cubrir la extension de sangre con unas gotas de colorante Wright, evitando la
formacion de depositos de colorante que forman manchas negras. Luego, dejar actuar
en reposo durante 1 - 2 minutos.

- Agregar sobre el colorante el mismo nimero de gotas de solucion amortiguada
tamponada y mezclar rapidamente (debe formarse una capa plateada)

- Lavar con agua corriente dejando caer el chorro de agua en forma suave empezando
por el borde de la lamina e inclindndola ligeramente.

- Dejar secar a temperatura ambiente.

- Observar al microscopio con un objetivo de 40X, buscando zonas de distribucion
uniforme. En seguida observar con un aumento de 100X utilizando aceite de
inmersion.

- Una adecuada tincién permite observar los eritrocitos de color naranja, los ntcleos
de color purpura, los granulos baso6filos de parpura azulado, los neutréfilos de rojo

lila, y los granulos eosinéfilos de rojo naranja.

C) Identificacion y recuento de leucocitos

Existen cinco tipos de leucocitos en sangre: neutréfilos, linfocitos, eosinofilos, baséfilos
y monocitos, que se diferencian por el tamafio, forma del nicleo y color de los granulos
del citoplasma. La proporcion o porcentaje de cada leucocito es importante para el

diagnoéstico, y se obtiene contando 100 leucocitos y se registra el numero que se ha
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encontrado de cada tipo (Manual de Técnicas de Laboratorio | y I1, Instituto Nacional de

Saludo, 2013).

Procedimiento

Observar la extension de sangre en un microscopio dptico con un aumento de objetivo

de 40X para asegurar que los elementos de la sangre estén distribuidos

uniformemente.

- Colocar una gota de aceite de inmersion en la ldmina y observar en el microscopio
optico con un aumento de 100X.

- Iniciar el recuento en la porcion de la extension donde se observe que los eritrocitos
se encuentran agrupados.

- Examinar una porcion rectangular de la extension mediante un movimiento ordenado
de un campo hacia otro.

- Contar y anotar el tipo de leucocito que se observa en cada campo, utilizando el

contador digital HemaCount.

Valores normales absolutos del conteo diferencial de leucocitos

Segun el Consejo Médico de Canada (2020) los valores normales son:

v" Neutrofilos: 2000 — 7500 células / mm3
v" Linfocitos: 800 — 3500 células / mm3
v" Basofilos: 0 — 100 células / mm3

v" Eosin6filos: 0 — 500 células / mm3
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2.3.4.4. Calculo del indice neutrofilos / linfocitos

Para el célculo del indice neutrofilos / linfocitos, se utilizaron valores absolutos, por lo
que los valores porcentuales de neutrofilos y linfocitos obtenidos de las lecturas en

lamina deben asociarse con el numero total de leucocitos reportados:

% neutrofilos 6 % linfocitos X N2 leucocitos = N° absoluto Neutréfilos 6 Linfocitos

El INL se obtuvo de la siguiente fraccion:

. o ) ) Neutréfilos/mm?3
Indice neutréfilos/ linfocitos (INL) =

Linfocitos/mm3

2.3.5. Determinacion de la concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH)
Se utiliz6 la metodologia de Wiener Lab Group: Determinacion de lactato
deshidrogenasa en suero, plasma, y liquido cefalorraquideo, Unitest (Wiener

Laboratorios S.A.1.C, 2000).
Fundamento de la prueba

La determinacion de la concentracion de LDH sigue un método cinético en el que la
forma reducida del NADH que se forma en la reaccion absorbe luz ultravioleta a 340nm.
De modo que el aumento o disminucidén que se produce en la absorbancia es directamente

proporcional a la actividad enzimatica de LDH (Ver Anexo 4).

L lactato + NAD* =—> piruvato + NADH + H*
LDH

En esta reaccion la LDH acttia sobre el sustrato la L-lactato en presencia de la coenzima
NAD+ cuya capacidad oxidante extraec un H'. En el proceso se forma piruvato, NADH
reducido mas un atomo de H'. El espectrofotdmetro hace lecturas a intervalos de tiempo

distintos, registrando el aumento constante de la absorbancia de NADH a 340nm. Al final
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se realiza una media aritmética de las diferencias constatadas y se multiplica por un factor

de correccion obteniéndose asi la concentracion de la LDH.

Segun la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) y la Union Internacional
de Bioquimica (IBU) la actividad enzimatica se mide en katal/litro. Sin embargo, debido
a que esta unidad es demasiado grande se define que una Unidad Internacional (UI) a
aquella cantidad de enzima que se necesita para transformar un micromol de sustrato por

minuto. Por lo que, 1U equivale a 17,7 nano katales (nk) (Cabello Montoro, 2004).

Procedimiento de toma de muestra

Se siguid el mismo procedimiento descrito en el apartado 2.3.4.1., utilizando para este

analisis muestra de sangre en tubo sin anticoagulante.

Analisis de sangre

Los reactivos provistos para el analisis son los siguientes:

Reactivo A: Solucion de metilglucamina (MEG) 400mM vy lactato 61mM; pH 9.4 a

37°C

Reactivo B: Solucion NAD 61 mM.

Dejar reposar el tubo con la sangre en posicion vertical, en una gradilla, por un lapso

de 10min minutos; centrifugar la sangre de 1500 r.p.m. durante 5 minutos para

obtener el suero.

- Asegurar que la linealidad en el espectrofotdémetro se mantenga en 1000U/L y el
limite de cuantificacion en 20U/L.

- Mezclar 20ul del suero, 500ul del reactivo A. La mezcla se pre-incuba durante 5 min

a 37°C en bafo maria.

- Agrega 100uL del reactivo B e incubar durante 2 minutos a 37°C en bafio maria.

-34-



- Introducir al espectrofotdmetro la muestra con una absorbancia de 340nm.

- Si los resultados se encuentran por encima de la linealidad, se debe hacer diluciones
y repetir el procedimiento. Obtenido el resultado multiplicar el resultado por el factor
de dilucion final.

- Informar del resultado en U/L.

Los valores normales para lactato deshidrogenasa, segiin recomendaciones del
fabricante Wiener a 37°C, oscilan entre 180 U/L y 450 U/L. De acuerdo a Pardo et al
(2020) los valores inferiores a 350U/L se consideran normales. En el presente estudio se

considero la propuesta de Pardo et al (2020).

2.3.6. Determinacion del valor cualitativo de proteina C reactiva en suero.
La metodologia utilizada es conocida como Prueba de aglutinacion en placa para
la determinacion de Proteina C Reactiva — PCR latex Directo (Wiener Laboratorios

S.A.IC., 2005).

Fundamento de la prueba

La prueba se basa en una reaccion entre el analito soluble (moléculas de proteina
C reactiva) y una suspension de particulas de latex-poliestireno sensibilizados con
anticuerpos especificos monoclonales de raton. El inmunocomplejo insoluble formado
reacciona en una lamina adsorbente de fondo negro. Se considera una reaccion positiva

siempre que se observe aglutinacion macroscopica (Ver anexo 3).

Toma de muestra de sangre en tubo sin anticoagulante

Se siguid el mismo procedimiento descrito en el apartado 2.2.4.1., utilizando para este

analisis muestra de sangre en tubo sin anticoagulante.
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Procedimiento de analisis

- Dejar reposar el tubo con la sangre en posicion vertical, en una gradilla, por un lapso
de 10min minutos; centrifugar la sangre de 1500 r.p.m. durante 5 minutos para
obtener el suero.

- Enuna lamina de latex colocar 50ul de suero de la muestra y mezclar con 50ul de los
anticuerpos especificos para proteina C reactiva.

- Utilizando un palillo se mezclan ambos componentes.

- Contar 2min en el crondémetro como maximo para observar aglutinacion.

- El numero de cruces expresa la intensidad de reaccion antigeno-anticuerpo.

- Los resultados se reportan como sigue:

v" PCR negativa : no se observa aglutinacion.
v' PCR + : levemente aglutinado.

v" PCR ++ : moderada aglutinacion.

v' PCR +++ : completa aglutinacion.

El nimero de cruces indica la intensidad de la reaccidon antigeno-anticuerpo.
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CAPITULO I1I

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19.

En el presente estudio participaron 118 pacientes, cuyos familiares o los pacientes
firmaron un consentimiento informado, quienes tuvieron resultados reactivos a las
pruebas rapidas antigénicas para SARS-CoV-2, y que estuvieron hospitalizados por la
gravedad de la enfermedad. En la tabla 1, pueden observarse las caracteristicas de los

pacientes.

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes hospitalizados por COVID-19 en la

U.E. 410 del Hospital de Quillabamba

Caracteristicas Numero Porcentaje (%)
Sexo:

Masculino 69 58.5%
Femenino 49 41.5%
Edad Promedio: 59.6 *D.E. 18.6

*Grupos etarios
Nifos (0 - 11) 0 0.0%
Adolescente (12-17) 1 0.8%
Joven (18 - 29) 8 6.8%
Adulto (30 - 59) 42 35.6%
Adulto Mayor (> 60) 67 56.8%
Dias de hospitalizacion Promedio: 6.5 *D.E: 5.2

Desenlace final:

Alta médica 62 52.5%
Fallecidos 56 47.5%

* Resolucion Ministerial 538-2009/MINSA. (Ministerio de Salud, Pera, 2009).
* Desviacion estandar
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La tabla 1 muestra que, de los 118 pacientes hospitalizados en la U.E. 410 del
Hospital de Quillabamba entre abril y mayo del 2021, el 58.5% (69/118) fueron varones,
y el 41.5% (49/118) mujeres. Del total, fallecieron el 47.5% (56/118), y el 52.5%
(62/118) fueron dados de alta médica o alta voluntaria. El 35.6% (42/118) de los
pacientes pertenecen al grupo etario de 30 a 59 afios, y el 56.8% (67/118) al grupo adulto
mayor (> 60 afios) como se observa en la tabla 2. En la tabla 3, se observa que, de los

fallecidos, el 60.7% (34/56) fueron varones, y el 39.3% (22/56) mujeres.

En un estudio de Motta et al., (2020) con 104 pacientes, 33 se encontraban en
condicion de graves, de los cuales 30.3% fallecieron. Las diferencias de sus resultados
con los nuestros se deberian a los tipos de poblacion en estudio, el tamafio muestral, a las
distintas condiciones de comorbilidad de los pacientes, y a la falta de unidades de

cuidados intensivos en la U.E. 410 Hospital de Quillabamba.

3.2 Edades de pacientes con COVID-19 en relacion al alta médica y fallecimiento.
Respecto a la clasificacion de pacientes por grupos etarios y su relacion con el
alta médica y fallecimiento, se elabord la tabla 2, donde pueden apreciarse mejor las

caracteristicas de cada grupo.
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Tabla 2: Pacientes con COVID-19 de acuerdo al grupo etario en relacion al alta

médica y fallecimiento en la U.E. 410 Hospital de Quillabamba

Alta médica Fallecidos
Grupos etarios *
. N° % N° %
(Anos)
Oall 0 0 0 0
12a17 1 1.6 0 0
18229 7 11.3 0 0
30a59 36 58.1 10 17.9
> 60 18 29.0 46 82.1
Total 62 100% 56 100%

* Clasificacion de grupo etario de acuerdo a Resolucion Ministerial 538-2009

En la tabla 2 se observa que el 82.1% (46/56) de los pacientes fallecidos tenian
mas de 60 afios, y el 17.9% (10/56) tenian edades entre 30 y 59 afios. Respecto a los
pacientes que fueron dados de alta médica, se observa que el 71% (44/62) tenian edades
entre 12 y 59 anos de edad. El grupo etario mayores de 60 afios fueron los mas
vulnerables, probablemente por las comorbilidades y la falta de atencion especializada

como UCI en el hospital.

En la tabla 3, puede observarse la distribucién de pacientes en alta médica y
fallecidos de acuerdo al género. Se ve claramente una alta mortalidad de pacientes
masculinos, comparable a la tasa de mortalidad registrada en la Sala Situacional Covid-
19 MINSA, donde el 63.46% de fallecidos corresponde al sexo masculino, y el 36.54%
corresponde al sexo femenino. Se resalta también que el 63.65% de los fallecidos son
pacientes de sexo masculino entre 60 y 69 afnos de edad (Sala Situacional Covid-19,

2022).
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Tabla 3: Pacientes en alta médica y fallecidos de acuerdo al genero

Alta médica Fallecidos
Total
Sexo Ne % Ne %
Masculino 35 56.5 34 60.7 69
Femenino 27 43.5 22 39.3 49
Total 62 100.0 56 100.0 118

Figura 3: Pacientes con alta médica y fallecidos por COVID-19 de acuerdo al

género en la U.E. 410 Hospital de Quillabamba
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Se observa en la tabla 3 y en la figura 3, que el 60.7% (34/56) de los pacientes
fallecidos eran varones, mientras que solo el 39.3% (22/56) fueron mujeres. Sin embargo,
también se observa que, de todos los pacientes dados de alta, el 56.5% (35/62) fueron

varones, y solo el 43.5% (27/62) fueron mujeres.

Esta alta mortalidad en pacientes masculinos se deberia a que el SARS-CoV-2
tiene facilidad para pasar desapercibido por el sistema inmunoldégico innato, por lo que
el sistema adaptativo registraria la infeccion tardiamente. Por otro lado, se sostiene que

el sistema inmunoldgico adaptativo envejece mucho mas rapido en hombres que en
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mujeres, y en ellas se ha observado un sistema inmunologico adaptativo mas robusto

(Takahashi et al., 2020).

Otra probable explicacion son las comorbilidades mas frecuentes que acompafan
a la enfermedad, como hipertension, obesidad, diabetes y enfermedades
cardiovasculares, los cuales estan mayoritariamente presente en los hombres adultos y de

tercera edad.

Una explicacion adicional tiene que ver con los estudios de Sama et al. (2020)
donde encontraron que las concentraciones de la enzima convertidora de angiotensina I1
(ACE II), es mayor en varones que en mujeres. Esta proteina presente en la superficie
celular constituye un receptor de la proteina S del SARS-CoV-2. En el estudio se sefiala
también que aquellos pacientes que consumen medicamentos dirigidos RAAS
(inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldosterona), reducen las concentraciones
de ACE II por lo que, no se ven severamente afectados por el SARS-CoV-2, aunque esto

ultimo no ha sido respaldado por ahora.

3.2.1 Laedad en relacion al fallecimiento y alta médica de pacientes hospitalizados
por COVID-19 en la U.E. 410 del Hospital de Quillabamba.
En la tabla 4, se observa un analisis de la prueba t-student para la edad en relacion

al alta médica y el fallecimiento de pacientes con COVID-19.

4]-



Tabla 4: Prueba t-student de la edad en relacion al alta médica y al fallecimiento

de pacientes hospitalizados por COVID-19 en la U.E. 410 Hospital de

Quillabamba
Alta Medica Fallecido prll)l-e‘;)a;otl-.s(tlﬁ(;aen ¢
Edad media 4942 +/-4.52 70.87 +/- 3.28 t=-7.70021
p=0.000030
Desviacion 17.61 12.06
estandar
Intervalo de [44.91; 53.94] [67.59; 74.16]
confianza 95%

De acuerdo a la tabla 4, los pacientes con COVID-19 que fueron dados de alta
médica presentan una edad promedio de 49.42 afos con una desviacion de 17.61 y fluctta
en el 95% de los casos entre [44.91 - 53.94] afos. Por el contrario, los pacientes que
fallecieron presentan una edad promedio de 70.87 afios con una desviacion de 12.06 y

fluctiian en el 95% de ellos en promedio entre [67.59 - 74.16] afios.

El valor de p = 0.000030 al 95% de confianza en la prueba t-student sefiala que,
respecto a la edad, existe diferencia significativa entre el alta médica y el fallecimiento
por COVID-19. Asimismo, se observa que una edad mayor a 67.59 afios, se asocia a la
mortalidad de los pacientes hospitalizados por COVID-19. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Rubio (2020) donde en un estudio con 190 pacientes, se observo
que tuvieron enfermedad grave y murieron pacientes mayores a 70 afios. Sin embargo,
segun los resultados de Motta (2020) una edad mayor a 60 afios esta asociado a
mortalidad, esto debido a la presencia de comorbilidades como como hipertension,

diabetes, cirrosis y enfermedad renal cronica.

La figura 4, ilustra la informacion descrita en la tabla 4. Puede observarse la

dispersion de los datos regulares y atipicos para cada una de las variables.
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Figura 4: Distribucion de las edades de los pacientes en el grupo de alta médica

y fallecidos por COVID-19 en la U.E. 410 Hospital Quillabamba
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La variable edad presenta un comportamiento mas homogéneo en pacientes
fallecidos en comparacion con los dados de alta médica, quienes presentan valores mas
dispersos. Por otra parte, en la figura 4 se observan pacientes fallecidos con valores

atipicos.

3.2.2 Capacidad pronostica de la edad en la mortalidad de pacientes por COVID-
19
La capacidad pronostica se mide a través de la sensibilidad y especificidad de la
variable edad en relacion a la mortalidad de los pacientes. Para este propdsito se
calcularon estos 2 parametros utilizando una Curva ROC (Receiver Operating

Characteristic).
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Figura S: Sensibilidad y especificidad de la edad en la mortalidad por COVID-19

en la U.E. 410 Hospital Quillabamba
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En la figura 5, se observa un area bajo la curva (AUC) de 83.90%, lo cual senala
la buena exactitud diagnostica de la edad para predecir la mortalidad de pacientes con
COVID-19. El punto de corte optimo obtenido fue de 57.5 afios. Es decir, pacientes con
edades inferiores a 57.5 afios estan asociados a un desenlace de alta médica, mientras que
pacientes con edades superiores a 57.5 afios estdn asociados al desenlace de
fallecimiento. Dicho punto de corte presenta una especificidad de 87.5% y una
sensibilidad de 69.4%. Es decir, cualquier valor por encima de este punto tiene una
posibilidad de fallecer del 69.4%, y por debajo de este valor tiene una posibilidad del

87.5% de ser dado de alta médica.

Nuestros resultados difieren ligeramente con los reportados por Rubio (2020)
donde encontraron un punto de corte de 67 afios con una sensibilidad de 67.1% y una
especificidad de 70.1% en una muestra de 197 pacientes. Es probable que esta diferencia
en los puntos de corte, se deba a la poblacion de estudio, tamafio muestral, factores de
comorbilidad, y caracteristicas generales de los servicios médicos ofertados en ambas

instituciones de salud.
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3.3 Indice neutréfilos / linfocitos (INL) y su relacién con el alta médica y mortalidad
de pacientes hospitalizados por COVID-19.
Con el proposito de apreciar mejor la relacion de la variable INL con el fallecimiento

o alta médica de los pacientes con COVID-19 se elaboro la tabla 5.

Tabla 5: indices de neutréfilos / linfocitos en relacion al alta médica y

fallecimiento de pacientes con COVID-19 de la U.E. 410 Hospital Quillabamba

N INL Alta médica Fallecidos
(indice neutréfilos / Total
Intervalos Ne° % Ne° %
linfocitos)
1 <3.0]* 30 48.4 3 5.4 33
2 [3.1-12.0] 25 40.3 30 53.6 55
3 [12.1 - mas] 7 11.3 23 41.0 30
Total 62 100.0 56 100.0 118

* Valores normales de INL segtn Ciccullo (2020).

En este sentido, en la tabla 5 se observa que el 5.4% (3/56) pacientes con valores
normales de INL fallecieron por COVID-19. La mayoria de los fallecidos 94.6% (53/56)
tenian valores por encima de un INL 3.1. En cuanto al grupo de pacientes dados de alta
médica, el 48.4% (30/62) tenian indices dentro de valores normales (< 3.0). E151.6% de
los dados de alta médica (32/62) tenian indices superiores a 3.1. Cabe sefalar que, en un
estudio retrospectivo con 74 pacientes, Ciccullo (2020) establecié que un INL menor a 3

se asociaba a valores normales que no representan riesgo significativo para la salud.
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Figura 6: Pacientes en alta médica y fallecidos por intervalo de indice de

neutrofilo-linfocitos (INL) de la U.E. 410 Hospital de Quillabamba
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En la figura 6 también se observa que a medida que los valores del INL aumentan
el porcentaje de fallecidos se incrementa, y el nimero total de pacientes en cada grupo

disminuye.

En la tabla 5 también se puede observar las diferencias en el nimero de pacientes
fallecidos y de alta médica en cada grupo de INL. En el grupo de pacientes con INL >
12.1 se observa que fallecieron 76.7% (23/30), es decir cuanto mas elevado sea el INL la
mortalidad se incrementa sustancialmente. En el grupo de pacientes con INL<3,
considerados como valores normales, se observa que 90.9% (30/33) fueron dados de alta
médica, y finalmente en el grupo donde se observa mayor nimero de pacientes con INL

[3.1 —12.00], el 54.5% (30/55) fallecieron, y el resto fueron dados de alta médica.
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3.3.1 lindice de neutrofilos / linfocitos (INL) en relacion al alta médica y a la
mortalidad por COVID-19 en la U.E. 410 Hospital de Quillabamba.
En la tabla 6, se observa un analisis de la relacion entre el alta médica y el
fallecimiento considerando como base los valores del indice neutréfilos / linfocitos (INL)

utilizando la prueba t-student.

Tabla 6: Prueba t-student del indice neutroéfilos / linfocitos (INL) en relacion al

alta médica y fallecimiento de pacientes con COVID-19 en la U.E. 410 Hospital de

Quillabamba
p-valor de la
INL Alta Medica Fallecidos
prueba t-student
Media 5.76 +/-1.89 | 13.98 +/- 3.96 p=0.00018
Desviacion | 7.46 14.78
I.C. 95% [3.87-7.66] |[10.02-17.94]

De acuerdo a la tabla 6, los pacientes con COVID-19 que fueron dados de alta
médica presentaban un INL promedio de 5.76 con una desviacion estandar de 7.46 y
fluctiia en el 95% de los casos entre [3.87 - 7.66]; en tanto que, los pacientes que
fallecieron presentan un INL promedio de 13.98 con una desviacion de 14.78 y fluctuan
en el 95% de los casos en promedio entre [10.02 - 17.94]. Se evidencia que pacientes con
mayor INL presentan mayor posibilidad de fallecimiento. De acuerdo al valor p=0.00018
se evidencia que existe diferencias significativas entre el alta médica y los fallecimientos

respecto a los valores del indice neutrofilos / linfocitos.

La figura 8, ilustra la informacion descrita en la tabla 6. Puede observarse la
dispersion de los valores de INL dentro de cada grupo de pacientes en alta médica y

fallecidos por COVID-19.
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Figura 7: Distribucion de los valores de INL en pacientes con alta médica y

fallecidos por COVID-19 en la U.E. 410 Hospital de Quillabamba
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En la figura 7, se aprecia que los valores del indice neutrédfilos / linfocitos
presentan un comportamiento mas homogéneo en pacientes con alta médica en
comparacion con los fallecidos, que presentan valores mas dispersos. Por otra parte, se
observan pacientes fallecidos con valores atipicos, y similar situacion se evidencia en
pacientes con alta médica. Se observa también que pacientes fallecidos presentan
mayores valores de INL en comparacion con los dados de alta médica. Segin los
resultados de laboratorio observados, en general la neutrofilia y linfopenia son
caracteristicos de pacientes hospitalizados con COVID-19, y cuanta mayor sea la
diferencia entre ambos valores, mayor estara asociada a un desarrollo desfavorable de la

enfermedad.

En otras investigaciones sobre la capacidad pronostica de este indice, Basbus
(2020) en un estudio con 131 pacientes, observd que la variable indice neutréfilo-
linfocito en asociacidon con otros factores podria constituir una buena herramienta de
prondstico. Los pacientes fallecidos 7% (9) presentaban un indice neutréfilos / linfocitos

(INL) mayor a 3. Aunque nuestros hallazgos indican que un indice en promedio de 10.02
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estd asociado a mortalidad, ambos resultados indican que un aumento de este valor esta

efectivamente correlacionado con la mortalidad por COVID-19 de los pacientes.

En otro estudio de Ramos-Pefafiel (2020) en una cohorte de 125 casos, estudiaron
la utilidad del indice neutréfilos / linfocitos para el prondstico de complicaciones
asociadas a COVID-19. En su analisis bivariado el INL fue mayor a 13, lo cual se asocid
a mortalidad. Estos resultados también se correlacionan con los nuestros, donde
asociamos a mortalidad un INL mayor a 10. Este indice efectivamente juega un papel

importante como predictor de la complicacion de la enfermedad por COVID-19.

3.3.2 Capacidad pronostica del indice neutréfilos / linfocitos (INL) en la
mortalidad de pacientes por COVID-19
La capacidad pronostica se mide a través de la sensibilidad y especificidad de la
variable indice neutrofilos / linfocitos (INL) en relacion con la mortalidad de los
pacientes. Para este proposito se calcularon estos 2 pardmetros utilizando una Curva ROC

(Receiver Operating Characteristic).
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Figura 8: Sensibilidad y especificidad del indice neutroéfilos / linfocitos en la

mortalidad por COVID-19
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De acuerdo a la figura 8, el area bajo la curva (AUC) de 79.9%, la variable INL
tiene una buena exactitud diagndstica para predecir la mortalidad de pacientes
hospitalizados por COVID-19. El punto de corte 6ptimo fue de 6.5. Es decir, pacientes
con indices inferiores a 6.5 estan asociados a un desenlace de alta médica, mientras que
pacientes con indices superiores a 6.5 estan asociados a fallecimiento. Dicho punto de
corte en 6.5 presenta una especificidad maxima de 76.8% y sensibilidad maxima de
77.4%. Es decir, cualquier valor por encima de este punto indica una posibilidad de
fallecimiento de 77.4%, y por debajo de este valor tiene una posibilidad del 76.8% de ser

dado de alta médica.

Nuestro punto de corte difiere con lo reportado por Soca (2020) en el que utiliza
el INL para medir su correlacion en 84 pacientes con neumonia adquirida, el cual es
consecuencia de la enfermedad por COVID-19, y se observo que su punto de corte de
17.4, generaba una sensibilidad de 35.30%, especificidad en 87.90%. Este valor fue
utilizado para diferenciar grupos de alto y bajo riesgo diagnosticados con neumonia

adquirida.
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Siguiendo este modelo de discriminacion de resultados se calculé un punto de
corte de 6.5, el cual estd asociado a una sensibilidad y especificidad de 77.4% y 76.8%

respectivamente para diferenciar gravedad de la enfermedad y decesos en enfermedad

por COVID-19.

3.4 Concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH) y su relacion con el alta médica
y mortalidad en pacientes hospitalizados por COVID-19.
Con el proposito de describir mejor la relacion de la LDH con el alta médica o

fallecimiento, se agruparon los valores por intervalos en la tabla 7.

Tabla 7: Concentraciones de LDH y su relacion con el alta médica y mortalidad de

pacientes hospitalizados por COVID-19

Ne Lactato deshidrogenasa Alta médica Fallecidos Total
Intervalos (LDH) U/L Ne % Ne %
1 <350]* 31 50.0 3 5.4 34
2 [351 - 700] 21 33.9 18 32.1 39
3 [701 - 1000] 8 12.9 21 37.5 29
4 [1001 a mas] 2 3.2 14 25.0 16
Total 62 100 56 100 118

* Valores séricos normales de LDH segtin Pardo et al., (2020).
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Figura 9: Pacientes en alta médica y fallecidos de acuerdo a las concentraciones de
lactato deshidrogenasa (LDH) en pacientes con COVID-19 de la U.E. Hospital

Quillabamba
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En la tabla 7 y figura 9, se observa que el 94.6% (53/56) de pacientes que
fallecieron reportaron valores por encima de los normales (>350 U/L). En relacion a las
altas médicas se observa que el 50.0% (31/62) de los pacientes reportaron valores
normales para LDH. En el grupo de pacientes con valores mayores a 1001 U/L, solo el

3.2% (2/62) fueron dados de alta.

En nuestra investigacion, la mayoria de fallecidos se registran entre 351 U/L y
1000 U/L, estos hallazgos guardan relacion con un estudio realizado por Gutiérrez (2020)
donde sus niveles séricos de LDH de 600 U/L se relacionaban con una mayor severidad

de la enfermedad por COVID-19 aumentando las probabilidades de deceso.

En un estudio transversal con 145 pacientes, Pardo (2020) identifico que los
valores de LDH >350 U/L tenian significancia clinica en pacientes con COVID-19
confirmados. Por esta razdn se considerd que niveles séricos de LDH <350 U/L estan

asociadas a valores normales.
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Figura 10: Pacientes en altas médicas y fallecidos por cada intervalo de lactato

deshidrogenasa (LDH) en pacientes con COVID-19 de la U.E. Hospital

Quillabamba
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En la figura 10 se observa que, en el grupo de pacientes con valores normales de
LDH (< 350 U/L) el 8.8% (3/34) fallecieron. Se observa que, el nimero de pacientes
fallecidos se incrementa junto con las concentraciones de LDH. En el intervalo [351 -
700] U/L el 46.2% (18/39) fallecieron. En el intervalo [1001 a mas] U/L el 87.5% (14/16)

fallecieron y solo 2 de ellos fueron dados de alta médica.

En un estudio de Ayanian (2020) con 299 pacientes, reportaron que valores de
LDH superiores a 1200 U/L estaban asociados a mayor mortalidad. Mientras que,
nuestros resultados indican que valores superiores a 700 U/L estan relacionados al
fallecimiento. Estas diferencias podrian deberse al nimero de pacientes en estudio, a las
caracteristicas de los servicios médicos ofertados, al nimero de comorbilidades de los

pacientes, etc.
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3.4.1 Concentracion de LDH en relacion al alta médica y mortalidad de pacientes
hospitalizados por COVID-19

En la tabla 8, se observa un andlisis de la relacion entre el alta médica y el fallecimiento

considerando como base las concentraciones de lactato deshidrogenasa (LDH) utilizando

la prueba t-student.

Tabla 8: Prueba t-student de las concentraciones de LDH en relacion al alta

médica y fallecimiento de pacientes con COVID-19 en la U.E. 410 Hospital de

Quillabamba
p-valor de la
LDH (U/L) Alta Medica Fallecido
prueba t-student
Media 449.93 +/- 66.74 819.84 +/- 98.83 p=0.00063

Deviacion estandar

262.82

369.05

I.C.

[383.19 - 516.68]

[721.01 - 918.67]

De acuerdo a la tabla 8, los pacientes con COVID-19 que fueron dados de alta
médica tenian una concentracion media de LDH de 449.93 U/L con una desviacion de
262.82 y fluctta en el 95% de los casos entre [383.19 - 516.68] U/L. Por el contrario, los
pacientes que fallecieron presentaban una concentracion de LDH promedio de 819.84
U/L con una desviacion de 369.05 y fluctian en el 95% de los casos en promedio entre

[721.01 - 918.67] U/L.

Se evidencia que, de acuerdo al p valor obtenido en la prueba p=0.000629 existe
diferencia significativa entre el alta médica y el fallecimiento de los pacientes con
COVID-19 en cuanto a las concentraciones de LDH. Nuestros resultados se
correlacionan con lo obtenido por Hueda-Zavaleta (2021) en un estudio con 351
pacientes, donde concentraciones mayores a 720 U/L con un p-valor de 0,001 indicaria

una relacion significativa con la mortalidad por COVID19.
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Figura 11: Distribucion de las concentraciones de LDH en pacientes con alta

médica y fallecidos por COVID-19 en la U.E. Hospital Quillabamba.
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En la figura 11 se observa que la variable LDH presenta valores que demuestran
un comportamiento mas homogéneo en pacientes con alta médica en comparacion con
los fallecidos, que presentan valores mas dispersos. Por otra parte, se observan pacientes
fallecidos con valores atipicos de LDH, y similar situacion se evidencia en pacientes con
alta médica. Se observa también que pacientes fallecidos presentan mayores

concentraciones de LDH en comparacion con los dados de alta médica.

3.4.2 Capacidad pronostica de la concentracion de LDH en relacion a la
mortalidad por COVID-19.
La capacidad pronostica se mide a través de la sensibilidad y especificidad de la
variable concentraciéon de LDH en relacion a la mortalidad de los pacientes. Para este
proposito se calcularon estos 2 parametros utilizando una Curva ROC (Receiver

Operating Characteristic).
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Figura 12: Capacidad pronostica de LDH en relacion a la mortalidad por

COVID-19
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En la figura 12, se aprecia que el area bajo la curva (AUC) es de 82.20% por lo
que, la LDH tiene una buena exactitud diagnodstica para predecir la mortalidad de
pacientes hospitalizados por COVID-19. El punto de corte optimo fue de 500.5 U/L. Es
decir, pacientes con concentraciones inferiores a 500.5 U/L estan asociados a un
desenlace de alta médica, mientras que pacientes con indices superiores a 500.5 U/L estan
asociados al fallecimiento. Dicho punto de corte presenta una sensibilidad maxima de
74.20% y especificidad maxima de 87.5%. Es decir, cualquier valor por encima del punto
de corte indica una posibilidad de fallecimiento de 74.20%, y por debajo de este valor

tiene una posibilidad del 87.5% de ser dado de alta médica.

3.5 Valor cualitativo de Proteina C Reactiva (PCR) y su relacion con el alta médica
o mortalidad en pacientes hospitalizados por COVID-19
Los valores cualitativos de PCR estan descritos de acuerdo a la simbologia:
negativo, +, ++, +++ los criterios de asignacion a los resultados de PCR estan definidos
en la metodologia del capitulo II. Con el proposito de mostrar el comportamiento general

de estos valores en relacion al alta o médica y mortalidad se elabor¢ la tabla 9.

-56-



Tabla 9: Proteina C reactiva en relacion al alta médica y mortalidad de pacientes

hospitalizados con COVID-19

Valor cualitativo Alta Fallecidos  Total OR 95% de I.C. p-valor
de PCR médica
Ne % Ne %
Negativo 9 14.5 0 0 9 0.118 [0.014 - 0.978] 0.02
+ 21 339 1 1.8 22 0.035 [0.005 - 0.275] 0.00
++ 15 242 26 46.4 41 2.716 [1.241 — 5.944] 0.011
+++ 17 274 29 51.8 46 2.843 [1.322 - 6.113] 0.007
Total 62 56 118

* Valores normales de PCR: < 10mg/l (Consejo Médico de Canada, 2017) equivalente a 1+

(levemente aglutinado)

Leyenda:

+ : Levemente aglutinado
++ : Moderadamente aglutinado
+++ . Completamente aglutinado

Figura 13: Pacientes con alta médica y fallecidos por COVID-19 en la U.E. 410

Hospital de Quillabamba
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En tabla 9 y figura 13 se muestran los porcentajes de alta médica y mortalidad
distribuidas en todas las categorias de PCR. Por ejemplo, del total de pacientes fallecidos
el 98.2% (55/56) presentaron por lo menos ++. Por el contrario, del total de pacientes que
fueron dados de alta médica, el 48.4% (30/62) tenian resultados cualitativos de + o

menos.

Figura 14: Pacientes con alta médica y fallecidos por categorias de PCR de la

U.E. 410 Hospital de Quillabamba
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En la figura 14 se observan las diferencias en el nimero de pacientes con alta
médica y fallecidos por cada categoria de PCR. Se evidencia que, aquellos pacientes con
PCR negativa, el 100% (9/9) fueron dados de alta médica. De los pacientes con 1+ el
95.5% (21/22) fueron dados de alta médica. En el grupo de PCR ++ el 63.4% (26/41)
fallecieron y el resto obtuvieron alta médica. En el grupo PCR +++ que alberga el mayor
numero de pacientes, el 63.0% (29/46) fallecieron, y el 37.0% (17/46) tuvieron alta

médica.

En la tabla 9, también se observa que el grupo de pacientes con valor cualitativo

de PCR negativo tiene un p-valor de 0.020, el cual nos dice que existe diferencia
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significativa entre los pacientes con alta médica y los fallecidos. E1 OR de 0.118 [0.014
—0.978] sefiala que PCR negativa no constituye un riesgo de mortalidad y los valores del

intervalo nos dicen que OR es estadisticamente significativo.

En la categoria de PCR con 1+ el p-valor calculado fue de 0.000, el cual nos dice
que existe diferencia significativa entre los pacientes con alta médica y los fallecidos. El
OR de 0.035[0.005 - 0.275] sefiala que el PCR + no constituye un riesgo de mortalidad,

y los valores del intervalo inferiores a 1, sefalan que es estadisticamente significativo.

Aunque en nuestros hallazgos no se observe alta mortalidad de pacientes con
resultados PCR+, en un estudio de Gutiérrez (2020) se encontrd que las concentraciones
de proteina C reactiva por encima de 10mg/1 equivalente aproximadamente a mas de 1+

estaban relacionadas a complicaciones de la enfermedad por COVID-19.

En el grupo de PCR con ++ el valor p = 0.011, el cual nos dice que existe
diferencia significativa entre los pacientes con alta médica y los fallecidos. El OR de
2,716 [1,241 - 5,944] sefiala que el PCR ++ constituye un factor de riesgo de mortalidad,
y los valores del intervalo, sefalan que es estadisticamente significativo. En resumen,
pacientes con PCR ++ tienen 2.7 veces mas posibilidades de muerte en comparacion a

aquellos que presentan otros resultados.

Nuestros resultados se parecen a los obtenidos por Escobar (2020) quienes
utilizaron 14 casos de pacientes fallecidos por COVID-19 y observaron que hubo una
elevada concentracion de proteina C reactiva en promedio 22 mg/dL, equivalente
aproximadamente a 2+. Como se observd en nuestros resultados anteriores, estos

hallazgos tuvieron relacion con la mortalidad de los pacientes por COVID-19.

Respecto al grupo de pacientes con PCR +++ el valor p = 0.007, el cual nos dice

que existe diferencia significativa entre los pacientes con alta médica y los fallecidos. El
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OR de 2.843 [1.322 — 6.113] sefiala que PCR +++ constituye un factor de riesgo de
mortalidad, y los valores del intervalo sefialan que es estadisticamente significativo. Los
pacientes con PCR +++ tienen 2.8 veces mas posibilidad de muerte en comparacion a

aquellos que presentan otros valores. En esta categoria se registra el mayor niimero de

pacientes fallecidos por COVID-19.

Nuestros resultados se correlacionan con los estudios de Luna Campos (2021)
quien, basado en investigaciones bibliograficas, encontrd que en promedio el 63% de los
pacientes fallecidos por COVID-19 tenian concentraciones de proteina C reactiva
superiores a 150mg/L equivalente aproximadamente a mas de 3+. Asimismo, Ayanian
(2020) en un estudio con 299 pacientes, encontraron que valores superiores a 100mg/1
(aprox. 3+) estaban asociados a muerte y valores inferiores estaban relacionados a
pacientes atendidos en cuidados intensivos. Adicionalmente, nuestros resultados de alta
mortalidad de pacientes con PCR +++ se relacionan con los estudios de Rubio Sanchez
(2020), quienes, en una muestra de 197 pacientes, identificaron a la variable proteina C
reactiva como predictor de gravedad de la enfermedad por COVID-19 cuando los valores

se encontraban por encima de 90mg/1 (aprox. 3+).

Estos resultados se correlacionan con los nuestros, donde altos valores de PCR
(+++) se correlacionan con alta mortalidad de pacientes por esta enfermedad. Se podria
afirmar asi, que este parametro podria constituir un elemento predictor del desarrollo de

la enfermedad por COVID19.

3.6 Analisis multivariado
Se realizé un andlisis de la interaccion de las variables independientes en relacion
a la mortalidad por COVID-19 para determinar su capacidad pronostica del desarrollo de

la enfermedad y para evaluar su relevancia clinica en un contexto hospitalario donde
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existen muchas variables interactuando constantemente. Por todo ello, el analisis debe

realizarse desde un punto de vista dindmico e interactivo.

Tabla 10: Analisis multivariado de variables independientes en relacion a la

mortalidad de pacientes por COVID-19

Coeficiente E,”"r Valor Z Valor p OR
estandar

Edad 0.1054 0.02363 4.461 8.15 *10°®
Sexo 0.6467 0.6523 0.991 0.3215 1.9091
NyL 0.0004516 0.0003860 1.170 0.2421
DHL 0.003648 0.001161 3.143 0.0016
PCR + 0.1259 17.66 -0.071 0.9431 0.8816
PCR ++ | 29.28 16.00 1.600 0.0671 18.69
PCR 26.22 15.25 1.525 0.0855 13.76
e

Leyenda:

N/L: indice neutrdfilos / linfocitos

LDH: lactato deshidrogenasa

PCR: proteina C reactiva

En el analisis multivariado, es decir durante la interaccion de todas las variables
se observa el impacto que estos tienen en la mortalidad. Para este caso se utiliz6 el
software R. Se observa que con el 95% de confianza las variables: edad p=0.000 y lactato
deshidrogenasa p=0.0016 estan asociados a la mortalidad de pacientes por COVID-19 y
son estadisticamente significativos. La variable sexo muestra un OR=1.9091 el que
significa que el sexo masculino constituye un factor de riesgo para la mortalidad por
COVID-19. El indice de neutrofilos / linfocitos (p=0.2421), muestra que la asociacion
no es estadisticamente significativa. En la proteina C reactiva, se observa: PCR+ -2
OR=0.8816; PCR++ - OR=18.69 y PCR+++ - OR=13.76. De estos resultados se
desprende que PCR++ y PCR +++ constituyen factores de riesgo de mortalidad por

COVID-19.
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Se calcularon los OR para las variables cualitativas sexo y proteina C reactiva.
En la variable sexo, se utilizéo como referencia al género femenino, por observarse mayor
numero de pacientes masculinos hospitalizados por COVID-19. En este sentido, el OR
indica que los varones tienen un riesgo de 1.91 veces mas de fallecer por COVID-19 que

las mujeres, aunque la asociacion no sea estadisticamente significativa (p=0.3215).

Para el calculo de los OR de la proteina C reactiva (+), (++), (+++) se utiliz6 a la
proteina C reactiva negativa como referencia, debido a su bajo impacto en la mortalidad
de pacientes por COVID-19. En este sentido, se observa que los pacientes con PCR (+)
tienen un riesgo 0.88 veces mas que PCR negativa de estar asociada a la mortalidad por
COVID-19, pero no es estadisticamente significativo al 95% de confianza con p=0.9431.
En el caso de pacientes con PCR (++) se observa que tienen un riesgo 18.69 veces mas
que la PCR negativa de estar asociada a la mortalidad por COVID-19, pero no es
estadisticamente significativo al 95% de confianza (p=0.0671). Respecto a los pacientes
con PCR (+++) se observa que tienen un riesgo 13.76 veces mas que PCR negativa de
estar asociada a la mortalidad por COVID-19. Segin estudios de Hueda-Zavaleta (2021)
en un analisis multivariado, mostr6 que la edad, mayor a 65 afios, un incremento de LDH
superior a 720 U/L y saturacion menor a 80% estaban asociados a la mortalidad por
COVID-19. En nuestra investigacion no se consideraron exactamente los mismos
parametros de estudio, sin embargo, podemos concluir que en su investigacion y en el
nuestro, las edades y la concentracion de LDH constituyen factores determinantes de
mortalidad de pacientes con COVID-19. En otra investigacion realizada por Sirvent
(2020) con 168 pacientes entubados, concluyeron que la edad, PCR, LDH, y troponina T
cardiaca, fueron factores determinantes para el fallecimiento de los pacientes. Estos
resultados concuerdan con los nuestros, donde se observa que las variables: edad, PCR y

LDH constituyeron factores de riesgo y estan asociadas a la mortalidad de los pacientes.
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1.

CONCLUSIONES
De los 118 pacientes hospitalizados por COVID-19 en la U.E. 410 Hospital de

Quillabamba, el 58.5% eran varones, el 41.5% mujeres. El 52.5% obtuvieron alta
médica y el 47.5% fallecieron. De estos, el 60.7% fueron varones y el 39.3% mujeres.
El 82.1% de los fallecidos, pertenecieron al grupo etario de mayores 60 anos.

En el parametro de Indice de Neutrofilos y Linfocitos (INL) en pacientes
hospitalizados por COVID-19 se determin6 la mortalidad del 94.6% (53/56) en
valores mayores a 3.1 de INL y alta médica con el 48.4% (30/62) con valores menores
de 3.0 de INL. La media de INL en pacientes fallecidos fue de 13.98 y en los pacientes
con alta médica de 5.76, existiendo una diferencia significativa entre las medias.
Respecto a su capacidad pronostica de mortalidad se utilizé un punto de corte de 6.5
en la curva ROC para lograr una sensibilidad del 77.4% y especificidad 76.8% que
indica la posibilidad de fallecimiento y alta médica.

En el parametro de lactato deshidrogenasa (LDH) en pacientes hospitalizados por
COVID- 19 se determind la mortalidad del 94.6% (53/56) cuyos valores fueron
superiores a 351 U/L, y alta médica con el 50.0% (31/62) cuyos valores fueron
inferiores a 350 U/L. La media de LDH en pacientes fallecidos fue de 819.84 U/L y
en los pacientes con alta médica de 449.93 U/L, existiendo una diferencia
significativa entre las medias. Respecto a la capacidad pronostica de mortalidad se
utiliz6 un punto de corte de 500.5 U/L en la curva ROC para lograr una sensibilidad
del 74.2% y especificidad 87.5% que indica la posibilidad de fallecimiento y alta
médica.

Respecto al parametro proteina C reactiva, el 48.4% (30/62) de los pacientes que
fueron dados de alta reportaron resultados de PCR (+) y PCR negativa. El1 98.2% de

pacientes fallecidos reportaron resultados de PCR (++) y PCR (+++). En el andlisis
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de odds ratios se determind PCR (++) 2.72 y PCR (+++) 2.84, por lo que constituyen

factores de riesgo de mortalidad para COVID-19.

. Del andlisis multivariable se concluye que la edad y, lactato deshidrogenasa afectan

significativamente la mortalidad de los pacientes por COVID-19. La variable sexo
(masculino), y proteina C reactiva PCR++(OR=18.69) y PCR+++(OR=13.76)

constituyen factores de riesgo para la mortalidad por COVID-19.
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RECOMENDACIONES

1. Estudiar la capacidad predictiva de mortalidad de las variables independientes: indice
neutréfilos / linfocitos (INL), concentracion de lactato deshidrogenasa (LDH), y
concentracion de proteina C reactiva (PCR) en combinacion con los factores de
comorbilidad, edad y género de los pacientes.

2. Estudiar los otros marcadores inflamatorios como ferritina, dimero d, interleucina-6,
procalcitonina etc., considerados indicadores de mala evolucion de enfermedad por
COVID-19, en combinacion con las variables independientes del presente estudio
para evaluar su potencial capacidad pronostica en un andlisis estadistico
multivariado.

3. Estudiar la capacidad pronostica de la variable PCR cuantitativa en relacion a otros

factores de riesgo y comorbilidades de los pacientes.
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ANEXOS

Anexo 01: Analisis realizados a los pacientes del estudio en la U.E. 410 Hospital de

Quillabamba.
Desenlace RESULTADOS

Fi?‘;?:;le Pacientes | Edad | *G Eﬁ;r?‘isng: Leucocitos Neutréfilos Linfocitos *DHL | *PCR

e Degeey celmm3) | ™| ©eimm3) || cevmma) | NE | o) | mgn)
2/4/2021 | Paciente 1 55 11/4/2021 10/4/2021 6200 93 5766 5 310 18.60 | 820 ++
2/4/2021 | Paciente 2 46 4412021 2/4/2021 7500 76 5700 18 1350 422 | 230 +
2/4/2021 | Paciente 3 62 3/4/2021 2/4/2021 13670 94 12850 6 820 15.67 | 531 +++
2/4/2021 | Paciente 4 68 6/4/2021 5/4/2021 9800 87 8526 13 1274 6.69 | 883 ++
3/4/2021 | Paciente 5 80 6/4/2021 3/4/2021 10100 90 9090 10 1010 9.00 | 1085 ++
3/4/2021 | Paciente 6 46 23/4/2021 23/4/2021 7200 78 5616 20 1440 3.90 | 303 +
4/4/2021 | Paciente 7 47 12/4/2021 12/4/2021 8200 72 5904 22 1804 3.27 | 530 ++
4/4/2021 | Paciente 8 29 10/4/2021 10/4/2021 9800 72 7056 22 2156 3.27 | 520 +
4/4/2021 | Paciente 9 73 21/4/2021 19/4/2021 5200 92 4784 6 312 15.33 | 563 +++
5/4/2021 | Paciente 10 40 147412021 14/412021 10800 41 4428 52 5616 0.79 | 252 -
5/4/2021 | Paciente 11 33 9/4/2021 9/4/2021 7800 70 5460 26 2028 269 | 653 +
5/4/2021 | Paciente 12 68 11/4/2021 11/4/2021 5400 40 2160 56 3024 0.71 | 250 +
6/4/2021 | Paciente 13 76 9/4/2021 8/4/2021 9200 74 6808 21 1932 352 | 734 +++
71412021 | Paciente 14 50 9/4/2021 71412021 14200 84 11928 13 1846 6.46 | 230 ++
71412021 | Paciente 15 85 147412021 13/4/2021 7100 74 5254 22 1562 3.36 | 340 +
71412021 | Paciente 16 32 8/4/2021 71412021 6200 52 3224 43 2666 121 | 392 ++
714/2021 | Paciente 17 14 9/4/2021 8/4/2021 11200 73 8176 19 2128 3.84 230 -
8/4/2021 | Paciente 18 78 10/4/2021 8/4/2021 9600 85 8160 8 768 10.63 | 874 ++
8/4/2021 | Paciente 19 68 14/412021 14/4/2021 14600 62 9052 31 4526 2.00 | 1719 ++

8/4/2021 | Paciente 20 74 10/4/2021 8/4/2021 12100 82 9922 10 1210 8.20 | 457 +++

9/4/2021 | Paciente 21 46 28/4/2021 |  26/4/2021 11500 84 9660 14 1610 6.00 | 920 +++

9/4/2021 | Paciente 22 73 12/4/2021 | 12/4/20021 16200 94 15228 5 810 18.80 | 765 ++
10/4/2021 | Paciente 23 80 12/4/2021 | 11/4/2021 5400 90 4860 7 378 12.86 | 652 +++
11/4/2021 | Paciente 24 73 7/5/2021 4/5/2021 10500 84 8820 6 630 14.00 | 395 +++
12/4/2021 | Paciente 25 79 14/4/2021 | 12/4/2021 13500 78 10530 19 2565 411 | 950 ++
12/4/2021 | Paciente 26 66 221412021 19/4/2021 5400 56 3024 38 2052 147 | 382 +
13/4/2021 | Paciente 27 63 18/4/2021 |  16/4/2021 10500 85 8925 8 840 10.63 | 1120 ++
14/4/2021 | Paciente 28 29 271412021 27142021 6800 67 4556 28 1904 239 | 232 +
14/4/2021 | Paciente 29 92 19/4/2021 | 18/4/2021 11300 89 10057 8 904 11.13 | 1078 +++
14/4/2021 | Paciente 30 56 19/4/2021 19/4/2021 5900 74 4366 14 826 529 | 303 +
14/4/2021 | Paciente 31 62 25/4/2021 241412021 13600 93 12648 4 544 23.25 | 250 +
15/4/2021 | Paciente 32 32 20/4/2021 19/4/2021 7600 82 6232 14 1064 586 | 443 +
16/4/2021 | Paciente 33 41 21742021 19/4/2021 5100 56 2856 42 2142 133 | 935 ++
16/4/2021 | Paciente 34 85 22/412021 |  19/4/2021 8400 88 7392 5 420 17.60 | 506 ++
16/4/2021 | Paciente 35 44 26/4/2021 20/4/2021 8600 84 7224 13 1118 6.46 | 692 +
16/4/2021 | Paciente 36 64 18/4/2021 |  18/4/2021 7100 93 6603 3 213 31.00 | 1006 ++
17/4/2021 | Paciente 37 82 21/412021 |  19/4/2021 10300 92 9476 6 618 15.33 | 340 ++
17/4/2021 | Paciente 38 31 2/5/2021 26/4/2021 3700 39 1443 50 1850 078 | 274 -
18/4/2021 | Paciente 39 77 21/4/2021 |  19/4/2021 8600 90 7740 8 688 11.25 | 80 ++
19/4/2021 | Paciente 40 76 28/4/2021 |  26/4/2021 10200 90 9180 9 918 10.00 | 987 +++
19/4/2021 | Paciente 41 28 221412021 221412021 7850 72 5652 18 1413 400 | 548 ++
19/4/2021 | Paciente 42 38 23/4/2021 19/4/2021 11000 92 10120 6 660 15.33 | 490 ++
19/4/2021 | Paciente 43 35 25/4/2021 241412021 8200 64 5248 36 2952 178 | 838 +
19/4/2021 | Paciente 44 78 18/5/2021 18/5/2021 5880 64 3763 25 1470 256 | 247 -
19/4/2021 | Paciente 45 68 3/5/2021 3/5/2021 8500 78 6630 20 1700 3.90 | 246 +
20/4/2021 | Paciente 46 52 221412021 221412021 9800 87 8526 11 1078 791 | 490 +

=l B n B =l = =l = [~ [ T I I e T e T = T e T e T I e e I e T I e N e N R =l e 1 Y IR =l e 1 Y I e N e 1 Y = Bl =l =l =l =l B 1 Y I B 1 B = = I

21/4/2021 | Paciente 47 64 221412021 | 21/4/2021 9200 80 7360 18 1656 444 | 640 ++

-78-




21/4/2021 | Paciente 48 74 F 23/4/2021 21/4/2021 11700 93 10881 5 585 18.60 | 763 +++
21/4/2021 | Paciente 49 36 M 2/5/2021 26/4/2021 6100 73 4453 25 1525 2.92 430 ++
221412021 | Paciente 50 30 | F | 28/4/2021 221412021 10200 89 9078 8 816 11.13 | 760 ++
221412021 | Paciente 51 74 | M 28/4/2021 |  27/4/12021 12400 93 11532 5 620 18.60 | 1791 ++
23/4/2021 | Paciente 52 59 | F 271412021 | 26/4/2021 11700 77 9009 16 1872 481 | 592 +++
23/4/2021 | Paciente 53 69 | F | 24/4/12021 23/4/2021 5200 50 2600 44 2288 114 | 270 +

23/4/2021 | Paciente 54 79 | F 29/4/2021 | 29/4/2021 9500 85 8075 10 950 850 | 787 +++
23/4/2021 | Paciente 55 18 | F | 4/5/2021 29/4/2021 9000 68 6120 26 2340 262 | 430 +

23/4/2021 | Paciente 56 43 | F 6/5/2021 5/5/2021 5100 64 3264 35 1785 1.83 | 386 +++
24/4/2021 | Paciente 57 57 | M | 28/4/2021 271412021 6000 68 4080 28 1680 243 | 850 +++
24/4/2021 | Paciente 58 84 | F 28/4/2021 |  27/4/2021 10000 86 8600 10 1000 860 | 694 ++
25/4/2021 | Paciente 59 1M 6/5/2021 5/5/2021 9850 91 8964 8 788 11.38 | 1126 | +++
25/4/2021 | Paciente 60 28 | M| 2/52021 1/5/2021 6000 72 4320 18 1080 400 | 548 ++
25/4/2021 | Paciente 61 68 | M| 4/52021 3/5/2021 5100 7 3927 22 1122 350 | 773 +++
25/4/2021 | Paciente 62 45 | M | 10/5/2021 9/5/2021 7200 73 5256 25 1800 292 | 173 +++
25/4/2021 | Paciente 63 58 | F 271412021 |  25/4/2021 10220 87 8891 11 1124 791 | 490 +

25/4/2021 | Paciente 64 58 | M 29/4/2021 |  27/4/2021 12060 91 10975 7 844 13.00 | 703 +++
25/4/2021 | Paciente 65 78 | M 28/4/2021 |  26/4/2021 16300 90 14670 2 326 4500 | 820 ++
271412021 | Paciente 66 7% | F 28/4/2021 |  27/4/2021 9750 84 8190 14 1365 6.00 | 703 ++
28/4/2021 | Paciente 67 69 | M| 10/5/2021 7/5/2021 5100 64 3264 33 1683 194 | 329 -

28/4/2021 | Paciente 68 63 | F | 15/52021 13/4/2021 6800 69 4692 27 1836 256 | 322 +++
28/4/2021 | Paciente 69 55 | F | 30/4/2021 28/4/2021 6200 69 4278 27 1674 256 | 720 +++
29/4/2021 | Paciente 70 42 | M| 5/5/2021 3/5/2021 10000 86 8600 11 1100 7.82 | 495 ++
30/4/2021 | Paciente 71 88 | M 16/5/2021 |  16/5/2021 7200 98 7056 1 72 98.00 | 586 +++
30/4/2021 | Paciente 72 72 | M 5/5/2021 4/5/2021 10200 9 9588 4 408 2350 | 831 +++
1/5/2021 | Paciente 73 48 | M 7/5/2021 5/5/2021 9375 92 8625 6 563 1533 | 638 +++
1/5/2021 | Paciente 74 78 | M 10/5/2021 7/5/2021 8100 9 7614 5 405 18.80 | 384 ++
1/5/2021 | Paciente 75 82 | M 16/5/2021 |  15/5/2021 6300 86 5418 10 630 860 | 890 +++
2/5/2021 | Paciente 76 47 | F | 17/5/2021 16/5/2021 6900 85 5865 13 897 6.54 | 240 +++
2/5/2021 | Paciente 77 79 | M 7/5/2021 6/5/2021 2900 91 2639 9 261 10.11 | 669 ++
2/5/2021 | Paciente 78 98 | M 2/5/2021 2/5/2021 2300 26 598 68 1564 0.38 | 920 ++
3/5/2021 | Paciente 79 1M 4/5/2021 3/5/2021 9600 72 6912 22 2112 327 | 962 +++
3/5/2021 | Paciente 80 92 | M| 7/52021 4/5/2021 5005 72 3604 21 1051 343 | 211 +

4/5/2021 | Paciente 81 67 | F 8/5/2021 4/5/2021 12300 90 11070 8 984 1125 | 708 +++
4/5/2021 | Paciente 82 84 | M 7/5/2021 5/5/2021 9000 74 6660 21 1890 352 | 515 +++
7/5/2021 | Paciente 83 50 | M| 11/52021 10/5/2021 6100 77 4697 17 1037 453 | 432 +++
7/5/2021 | Paciente 84 42 | M | 15/5/2021 14/5/2021 8000 89 7120 10 800 890 | 287 +

7/5/2021 | Paciente 85 67 | F | 15/52021 13/5/2021 6900 54 3726 38 2622 142 | 220 4+
7/5/2021 | Paciente 86 B | M 13/5/2021 |  11/5/2021 7900 91 7189 6 474 15.17 | 1021 +++
9/5/2021 | Paciente 87 67 | M 9/5/2021 9/5/2021 14000 90 12600 8 1120 1125 | 1236 | +++
9/5/2021 | Paciente 88 42 | F | 12/5/2021 12/5/2021 6950 72 5004 25 1738 2.88 | 228 -

9/5/2021 | Paciente 89 66 | M 17/5/2021 |  16/5/2021 9800 97 9506 2 196 48.50 | 1200 ++
10/5/2021 | Paciente 90 34 | F | 15/5/2021 10/5/2021 9000 62 5580 38 3420 163 | 320 ++
10/5/2021 | Paciente 91 39 | F | 18/5/2021 18/5/2021 8400 51 4284 36 3024 142 | 313 +

12/5/2021 | Paciente 92 54 | F | 16/5/2021 16/5/2021 6300 98 6174 2 126 49.00 | 225 ++
14/5/2021 | Paciente 93 63 | M 14/5/2021 | 14/5/2021 9000 89 8010 6 540 14.83 | 2100 | +++
15/5/2021 | Paciente 94 59 | M| 21/5/2021 19/5/2021 8800 64 5632 34 2992 1.88 | 200 ++
15/5/2021 | Paciente 95 69 F 23/5/2021 21/5/2021 5100 97 4947 3 153 32.33 | 897 ++
16/5/2021 | Paciente 96 42 | M | 18/5/2021 16/5/2021 10100 57 5757 37 3737 154 | 332 ++
16/5/2021 | Paciente 97 54 | F | 24/52021 23/5/2021 4800 72 3456 26 1248 277 | 316 ++
17/5/2021 | Paciente 98 44 M | 20/5/2021 19/5/2021 5400 88 4752 6 324 14.67 | 813 +++
17/5/2021 | Paciente 99 37 | F | 25/5/2021 23/5/2021 6600 73 4818 24 1584 3.04 | 374 +

17/5/2021 | Paciente 100 63 | M 23/5/2021 |  22/5/2021 10200 89 9078 6 612 14.83 | 1247 ++
18/5/2021 | Paciente 101 86 | F 20/5/2021 | 18/5/2021 7600 60 4560 32 2432 1.88 | 586 ++
18/5/2021 | Paciente 102 27 | F | 19/5/2021 18/5/2021 7900 86 6794 8 632 1075 | 1121 | +++
19/5/2021 | Paciente 103 68 | M | 25/52021 19/5/2021 7900 67 5293 32 2528 2.09 | 468 -

20/5/2021 | Paciente 104 89 | F | 22/52021 20/5/2021 9100 85 7735 14 1274 6.07 | 484 -

20/5/2021 | Paciente 105 49 | M | 4/6/2021 2/6/2021 8500 9 8160 4 340 24,00 | 201 ++
20/5/2021 | Paciente 106 7 | M 26/5/2021 |  23/5/2021 7800 90 7020 8 624 11.25 | 782 +++
22/5/2021 | Paciente 107 71 | M| 4/6/2021 2/6/2021 10600 92 9752 8 848 11.50 | 412 +++




22/5/2021 | Paciente 108 65 M | 30/5/2021 29/5/2021 10800 67 7236 30 3240 2.23 753 +++
25/5/2021 | Paciente 109 53 F | 27/5/2021 2/6/2021 6200 90 5580 10 620 9.00 326 +++
25/5/2021 | Paciente 110 34 M | 29/5/2021 29/5/2021 7100 66 4686 26 1846 2.54 366 +++
25/5/2021 | Paciente 111 33 M | 29/5/2021 29/5/2021 9500 61 5795 29 2755 2.10 | 1178 +++
25/5/2021 | Paciente 112 78 F 2/6/2021 2/6/2021 7000 93 6510 6 420 1550 | 628 +++
25/5/2021 | Paciente 113 50 F 3/6/2021 2/6/2021 7400 93 6882 7 518 13.29 | 681 ++
25/5/2021 | Paciente 114 42 M 30/5/2021 29/5/2021 19200 88 16896 11 2112 8.00 | 1446 +++
26/5/2021 | Paciente 115 70 F | 29/5/2021 2/6/2021 12400 81 10044 18 2232 4.50 253 -
28/5/2021 | Paciente 116 70 M 1/6/2021 1/6/2021 11205 63 7059 33 3698 1.91 242 +++
28/5/2021 | Paciente 117 55 M 1/6/2021 2/6/2021 9000 90 8100 8 720 11.25 | 1412 +++
31/5/2021 | Paciente 118 66 M 2/6/2021 31/5/2021 8400 85 7140 13 1092 6.54 793 +++
Levenda:

G: Género

N: Neutrofilos

L: Linfocitos
INL: indice neutrofilos / linfocitos




Anexo 2: Consentimiento informado para pacientes hospitalizados por COVID-19

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
Titulo: INDICE NEUTROFILO-LINFOCITOS, LACTATO DESHIDROGENASA, PROTEINA C
REACTIVA; Y TASA DE MORTALIDAD DE PACTENTES ANTIGENO REACTIVO

COVID-19 HOSPITALIZADOS EN LA U.E. 410 HOSPITAL DE QUILLABAMBA
Investigadores: Bach. Biol. José Luis Ramirez Aparco
Mgt. Blga. Elsa Gladys Aguilar Ancori
Instituciones: Escuela Profesional de Biologia - Facultad de Ciencias - Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco.

Centro de Atencion Temporal (CAT) -~ COVID-19 de la Unidad Ejecutora N° 410
Hospital Quillabamba,

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA USO DE RESULTADOS DE EXAMENES DE
LABORATORIO E INFORMACION CLINICA DEL PACIENTE CON PROPOSITOS DE
INVESTIGACION BIOMEDICA

Introduccion

El COVID-19 ¢5 una enfermedad infecciosa de origen virico. Actualmente, ¢l nimero de contagiados en ¢l Penl es de
1.5 millones aproximadamente, y el nimero de decesos asciende a mas de 50 831. En Quillabamba se registra mas de
4200 infectados con mas de 110 muertos hasta la fecha segin el Ministerio de Salud. Uno de los problemas mas
acuciantes en nuestro medio es Ia falta de evidencia cientifica que nos ayude a comprender los mecanismos de accion
del patogeno, In respuesta del sistema inmunolégico, la progresion de In enfermedad, y el tratamiento médico
adecuado. Por estas razones. es importante desarrollar investigacion biomeédica para mejorar la eficacia y las
estrategins de intervencion clinica en los pacientes, especialmente de aquellos hospitalizados en nuestro Hospital de
Quillabamba.

En este sentido, se le solicita a usted: autorizar Ia toma de muestras serologicas, las veces que sean necesanas durante
¢l tiempo que dure la hospitalizacion; disposicion de los resultados de los exAmenes y la informacion clinica obtenida
del paciente; la sistematizacion de los datos, su analisis. interpretacion y discusion: y la publicacion de estos
resultados en revistas de interés académico, manteniendo el anonimato de los pacientes.

Toma de muestras ¢ informacién clinica

Para ¢l desarvollo de esta investigacion se requieren muestras de mucosa pasal Utiles para confirmar o descartar
infeccién por el viis SARS-Cov-2, y sangre del paciente para el conteo de células sanguineas y determinacion de
concentraciones de sustancias especificas. Asimismo, se requiere acceso a la informacion clinica del paciente. Las
muestras de mucosa se obtienen a través de un hisopado nasofaringeo, que consiste en la introduccion de un hisopo a
través de laz fosas nasales, el cual recogerd muestras del virus para ser identificados en unos kits de pruebas ripidas
antigénicas.

Las muestras de sangre se obtienen de cualquiera de las venas del antebrazo a través de una técnica llamada
venopuncién, Primeramente, se desinfecta la zona de puncion con alcohol al 70%s, luego se ejerce presion de 360° en
el brazo con un ligador de goma unos 20cm lejos del area de extraccién de sangre, Se utilizan agujas vacutainer y
mubos con ¥y sin anticoagulante, Los tubos sin anticoagulante nos permiten obtener suero, utiles para la mayoria de
eximenes bioquimicos e inmunolégicos, mientras que a partir de los tubos con anticoagulante se obtiene plasma, los
cuales son Gtiles para hemograma y estudios de coagulacion.

La informuacion de las historias clinicas, provienen directamente de la evaluacion del médico, los cuales nos proveen
informacion sobre factores de riesgo 0 comorbilidades, diagnosticos y cuadros epidemiologicos del paciente.

Todos los pacientes atendidos en el Centro de Atencion Temporal (CAT) pam pacientes COVID-19 estan cubiertos
por el Seguro Integral de Salud (SIS) por lo que, no se requiere pago adicional alguno por los eximenes que se van &
realizar en este estudio,

Posibles consecuencias y controles establecidos.

Después del hisopado nasofaringeo, sentird una picazon en el interior de sus fosas nasales y ligero ardor que se
aliviard a los pocos minutos de terminado el examen. No se ha observado mayores consecuencias al respecto.

Después de las tomas de muestras de sangre, los hematomas en el area de puncion son las consecuencias mas
comunes, aunque pueden reducirse considerablemente cuando se realiza una buena téenica de extraccion. Por otro
lado, la aparicion de hematomas depende de las condiciones fisiologicas y anatémicas del paciente hospitalizado. En
muy pocos casos los hematomas permanecen varios dias, dificultando la toma de nuestras, y en muchos casos, la
inflamacién se reabsorbe y el paciente no tiene mayores inconvenientes. De cualquier forma, los hematomas se
previenen realizando extracciones de sangre en diferentes puntos y venas del antebrazo, siguiendo cuidadosamente la
metodologia de extraccion.

En cuanto a la disposicion de la informacion clinica. no se observan mayores consecuencias para el paciente. La
investigacion asegura la confidencialidad de los resultados y el anonimato de cada paciente en estudio. Los resultados
se utilizaran Unicamente con propositos de investigacion biomédica.

Personal a cargo de In investigacion,

El tesista Bachiller en Ciencias Biologicas José Luis Ramirez Aparco, con la asesoria de la Mgt. Blga. Elsa Gladys
Aguilar Ancori, Docente Principal de la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco. La investigacion se desarrolla con la autorizacion de la Direccion de la



institucion en mencion. El cual se adjunta al presente consentimiento informado.

Descripcion y objetivos de la investigacion

La investigacion pretende determinar la relacion entre unas concentracionas de sustancias especificas en la sangre, que
aparecen cuando el paciente desarrolla la enfermedad por COVID-19 junto a los factores de riesgo, y Ia tasa de
mortalidad producto del avanzado estado de la enfermedad. La relacion entre estos valores nos permitird estudiar
posibles factores prondsticos de la progresion de la enfermedad, al mismo tiempo, nos ayudard a mejorar nuastras
estrategias de intervencion clinica y el tratamiento proporcionado a los pacientes hospitalizados en el Centro de
Atencion Temporal de pacientes con COVID-19 del Hospital de Quillabamba.

Retiro voluntario de la Investigacién

Su retiro de la investigacion ¢s voluntario. Tiene derecho a retirar su consentimiento en cualquier momento sin que
esto tenga un efecto negativo sobre la calidad de atencion médica que reciba. Si desea retirar su consentimiento, por
favor informe al personal de investigacion. Si relira su consentimiento. sus datos clinicos y resultados de examenes de
laboratorio o seran utilizados como parte del estudio.

PERSONAS A CONTACTAR. Siusted:

7 Tiene preguntas sobre la investigacion y el almacenamiento de sus datos contactar al tesista Bach Blgo. José Luis
Ramirez Aparco, llamando al 950311285 o escribiendo al correo electronico ramirez joseluis2 5@ gmail. com.

7 Mgt Blga. Elsa Gladys Aguilar Ancori, investigadora ase¢sora de la Escuela Profesional de Biologia. Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. Celular: 987102047 o al cotreo:
elsa.aguilar@unsaac.edu.pe

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA USO DE RESULTADOS DE EXAMENES DE LABORATORIO
E INFORMACION CLINICA DEL PACIENTE CON PROPOSITOS DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Mi firma a continuacion indica que yo acepto que mis datos provenientes de eximenes de laboratorio ¢ historia clinica
sean utilizados con fines de investigacién presente y futura, Entiendo que esta aceptacion ¢s voluntaria, que no
recibiré ningin pago por la misma. También entiendo que, si no acepto, puedo solicitar mi retiro voluntario del
presente estudio.

Presto libremente mi conformidad para:

(Marcar una opcidn)

[JSideseo [JNodeseo proporcionar el uso de mis datos para investigacion
biomédica.

Nombres y apellidos del paciente / apoderado:

St es familiar apoderado, por favor indique nombre del paciente:

Firma del paciente / apoderado:

DNI N° del paciente / apoderado:

Fecha y hora:

“Le he explicado este proyecto al participante y he contestado todas sus preguntas. Creo que él comprende Ia
informacion escrita en aste documento y accede a participar de manera voluntaria.™

Nombre, apeilidos ¥ firma de persona que obtiene el consentimiento Fecha y hora
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Ce

PCR-latex

directo

Prueba de aglutinacion en placa para la determinacion
de Proteina C Reactiva

SIGNIFICACION CLINICA

La Proteina C Reactiva (PCR) &5 una profeina termolabil que
no atraviesa la barrera placentaria y cuya movilidad electro-
foréitica se encuentra entre las zonas de las a y f globulinas
Su nombre se debe a la capacdad para precipitar los poli-
sacandos C de los pneumococos

£s una de las llamadas proteinas de fase aguda y se mcre-
menta en suero, en una gran vanedad de enfermedades
inflamatonas o como respussta a necrosts tisular

Su determinacion es importante debido a que aumenta
rapidamente al comienzo de la enfermedad, 14 a 26 horas
luego de |a inflamacién o injuria tisular y desaparece en la
etapa de recuperacion, apareciando sélo durante la fase
activa del proceso inflamatorio

La PCR se encusnira cominmente aumentada en artritis
reumaltoidea activa, nfecciones virales, uberculosis, fiebre
reumatica activa, infarto agudo de mocardio, etc. También
sa la puede hallar luego de una operacadn quirirgica y en
gran porcentaje luego de transtusiones sanguineas. La
determinacion de PCR no sblo indica la intensidad do la
enfermedad sino también la respuesta del paciente a un
tratamiento dado.

FUNDAMENTOS DEL METODO

La PCR se detecta en suero por reaccion con un anticusrpo
aspecifico adsorbxio sobee un soporte inente de latex La
PCR s& une a los anticuerpos adsorbidos produciendo la
aglutinacion de las particulas de latex

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: suspension de particulas de istex-polastirenc
sensiblizadas con anticuerpos anti-PCR

Control Negativo: dilucion de suero negativo

Control Positivo: dilucion de suero postivo

REACTIVOS NO PROVISTOS
Solucin fisioldgca

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivo A: agitar bien y luego cambiar |a tapa clega por la
1apa gotero summnistrada adiclonaimente.

Controles Positivo y Negativo: kstos para usar

PRECAUCIONES

Los Reactivas Pravistos son para uso diagndstico "in vtro®
Los Controles han sxo examinados para antigeno de superfi-
cia del virus de hapatitis B, virus de la hepatitis C y anticuerpos
contra HIV 172, encontrdndose no reactivos. No obstante,

deben ser smpleadaos como s se tratara de maternal infectivo
Ulilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de lrabao en el laboratono de andlisis clincos.

Todos los reactivos y las muestras deben descanarse de
acuerdo a la normatva local vigente

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Los Reactivos Provistos son establos en refrigeradar (2-10°C)
hasta ia fecha de vencmiento Indicada en la cag@. No congelar.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

La autcaglutinacion del Reactivo A es ndicio de deterioro
del mismo. Ental caso desechar

MUESTRA

Suero

a) Recolecclion: oblener suero de 3 manera usual

b) Aditivos: no se roquieren

¢) Sustancias Interferentes conocidas: los sueros marca
damente lipémicos o contaminades pueden dar resultados
falsamente positivos

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: &l
suero debe ser prefarentemente fresco En caso dae no pro-
cesarsa en el momanio puedes conservarse hasta 24 horas en
refrigerador (2-10°C) y hasta 4 semanas congelado a -20°C

MATERIAL REQUERIDO
1- Provisto
- placas de plstico o vidrio fondo negro

2- No Provisto

- materal volumétnico adecuado para efectuar mediciones
y diluciones de las muestras

- palilos mezcladores descartables

- crondmetro

- lampara o fuente de luz

PROCEDIMIENTO

Llevar los reachivos y las muestras a temperatura am-
bienta antes de usar Agitar el Reactivo Aantas de usar,
vaciando previamente la ppeta del gotero

I- TECNICA CUALITATIVA
Muestra
Reactivo A

1 gota (50 ul)
1 gota (50 ul)
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Mezdiar con un palilio descartable hasta obtener una
suspension unforme en toda la superfice del circulo
Inmediatamente disparar un crondmetro, balancaar
susvements la placa y obsarvar macroscopicamente el
resullado bago un haz luminoso dentro de los 2 minutos.

I-TITULACION
Los suaros positivos pueden titularse efectuando
dituciones seriadas en 8 tubos de Kahn.
a) Colocar 0,5 ml de solucidn fisoldgca en cada uno
de los tubos.
b) Agregar 0.5 ml de suen al tubo N° 1y mezdar
Transfens 0.5 ml de esta diucion al tubo N° 2 y mezclar,
continuando asi 1as dluciones hasta o aitimotubo Las d-
luczones asi oblenidas equvalena 1.2, 1.4, 18,116, etc.
¢) Ensayar cada dilucadn segin la TECNICA|

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Negativo: suspension homogénea

Positivo: aglutinacidn que aparece dentro de los 2 minutos.
Secalificade 1a4 +

Titulo: inversa de la maxmma dilucion a la que se produce
aglutinacidn visible macroscopicaments

La concantracion aproximada de PCR en la muestra puede
ser calculada por la formula siguiente:

PCR (mg/) = Tilulo x Sensibibdad de la reaccdn (6 mgl)
Ejemplo. la muestra presenta un titulo de 1.2, Su concen-
fracion de PCResde 2 x 6= 12 mg/l

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar simultédneamente ol Control Negativo y el Control
Positivo provistos, empleando una gota del Control corres-
pondente en lugar da la muestra y una gota dol Reactivo A
soQun la téenica cualitatva.

VALORES DE REFERENCIA

Hasta 6 mgi.

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus proplos
valores de referencia

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias imtedferentes conocidas en MUESTRA
Tiempos de reaccion mayores do dos minutos puaden pro-
ducir reacaiones falsamenie postivas por eleclos de secado
de los roactivos.

PERFORMANCE
Sensibilidad: PCR-Litex directo detecta 6 mg/l de protelna
C raactiva

PRESENTACION
Equipo para 50 delermmacones (Cod 1683152)

BIBLIOGRAFIA

- Singer, J.M.; Plotz, C.M.; Parker, E and Eister, S.K. - Am.
J. Clin. Path. 28:611 (1957)

- Nilson, LA - Acta Pathol. Microbiol. Scand. 73129 (1968).

-Schedffath F; Pérez-Mrmanda, M, Goetz, H -Blt 200 296(1970)

SIMBOLOS
Los siguientes simbolos se ulilizan en todos los kits de
reaciivos para diagnostico de Wienar lab

c Este producio cumple con lox requenmmientos previstos

por s Directiva Europea 8879 CE de productos sanfanos
paa ol dugndstico “in vilio®

[FETREV] Representante autorzado en ka Comunidad Eurcpea

(] Uso dingnéstico *in o™

v Contenido suficiente para <n> ensayos

Fecha de caduodad

Limite de temperatura (conservar a)

o congeiar

Resgo bolégico
Vaolumen después de |a reconstitucin

| | ® %~

Contendo

g
E

3

HNomero de lote

Elaborado por

Corrosvo / CAustico
Imtante

Consultar Instrucoiones de uso
Casbradot

@@‘-J@@@‘

Control
5wl Control Postivo
Control Negativo

Nomero de catdlogo

i

$70790024.700 p. 28



q3

Anexo 4: Inserto del reactivo lactato deshidrogenasa LDH-L

LDH-L

Para la determinacion de lactato deshidrogenasa en
suero, plasma y liquido cefalorraquideo

SIGNIFICACION CLINICA

La determinacion de la actividad lactato dashidrogenasa
(LDH) tiene una gran variedad de aplicaciones dinicas. Por
ser una enzima niracelular, su elevacdn es indice de dano
fisular con la consecuonte iboracién de ésta a |a crcula-
cion. El dafio puede variar desde una simple anoxia con
ligero dafio colular y pérdida de citoplasma hasta necrosis
celular severa generando diversos grados de elevacion de
la actividad enzimética

En el infarto agudo de miocardio, la actividad de LDH total
(Junto con las CK y AST), constituye un elemento importante
de dingndstico. La misma comienza a elevarse 12-24 horas
después do producido el infarto; alcanza un pico entre las 48-
72 homas y permanece elevada hasta el séplimo o décimo dia
También se registra un aumento de actividad de LDH total
en padentas con necrosis hepatica (producida por agentes
tdxicos o por infeccidn aguda como la hepabitis viral) e incluso
acompafiando a necrosis tubular renal, prelonefntis, etc. En
los tumores sanguineos como leucemias y linfomas también
s observan valres aumentados de la LDH.

En el liquido cefaiorraquideo (LCR) el valor normal es de
aproximadamente & 10% de su valor en suero, aumentando
marcadamente su valor en meningitis bactenanas. En las
meningits virales la LDH aumenta su valor soko en el 10%
de los casos.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El método se basa en el siguiente esquema de reac-
cion:

LDH
Ldactato + NAD' 5. piruvato + NADH + H*
La velocdad de formaadn de NADH es dreclamente pro-
porcional a la actividad catalitica de la LDH y se determina
mudiendo &l aumento de la absorbanca a 340 nm
Las concentraciones del ensayo estdn optimizadas de
acuerdo a los procedimientos de referencia para la me-
dicion de la aclividad catalitica de las enamas a 37°C
descriptos por la Federacion Internacional de Quimica
Climea (IFCC)

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de metiglucaming (MEG) 400 mM
y lactato 61 mM, pH9 4 a 37°C

B. Reactivo B: soluatn contemendo NAD 61 mM

REACTIVOS NO PROVISTOS
- Calibrador A plus de Wiener lab.
- Solucién fisiolégica (MNaCl 9 gi)

INSTRUCCIONES PARA SU USO
Reactivos Provistos: listos para usar

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnéstico “in vitro®

Ublzar los reactivos guardando las precaucones habiluales
de trabajo en el laboratono de quimica clinica,

Todos los reactivos v las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caa Una vez
ablertos, no deben permanecer destapados ni fuera del refri
gerador por periodos prolongados. Evitar contaminaciones.
Proteger de la luz direcla

MUESTRA

Suero, plasma o LCR

a) Recoleccion: obtener el suero de la manera habitual, libre
de hemolisis. También puaden usarse plasma o LCR. El plas-
ma debe estar libre de hemdlisis y de células ya que las pla
quelas posesn elevadas concenlracionas de LDH_ El plasma
recogido en ubos pnmaros de acuerdo a las instrucciones del
fabricante puede contener células en suspension, generando
resultados falsamenta aumentados. Se recomianda transferir
el plasma a un tubo secundano y centrfugar.

b) Aditivos: en caso de que |a muestra a emplear sea plas-
ma, se recomienda el uso de heparina como anticoagulante.
También puede utiizarse EDTA o atrato. En caso de utiizar
EDTA, se ha demostrado que puede disminuir la actividad
de la LDH hasta un 10%

c) Sustancias interferentes conocidas: no se observan
interferencias por trglicéridos hasta 1400 mg/dl, bilirrubina
hasta 30 mg/di La hemoglobina interfiera significativamente
en lodo su rango de concentracones por lo que se recormen-
da usar muestras libres de hemolisis.

Refenrse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en e presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento:
separar el suero o el plasma dal codgulo o de las células y
ofectuar ol test inmediatamente. En caso de no procesarse
en el momento, puede conservarse 7 dias a 20-25C, 4dias
a 2-10°C 0 6 semanas a -20°C

MATERIAL REQUERIDO (no provisio)
- Mzropipetas pama meadir los volumanes ndicados
- Analizador automético
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PROCEDIMIENTO

(Analizador automético)

A continuacion se detalla un procedimiento general para
LDH-L on un analzador automético. Cuando se imple-
mante la técnica en un analizador en particular, siga
las instrucciones de trabap del mismo. En una cubeta
manienida a la temperatura eleqida, colocar

Muestra o Calibrador 4ul
Reactivo A 100 ul
Incubacion durante 300 segundos a 37°C

Reactivo B 20 ul

Incubacion durante 120 segundos a 37°C

[LDH] = (AA/min) x factor; ¢ = 6230 M em”!

Los anakzadores Wiener lab. calculan automaticamente
la actividad de LDH de cada muestra.

CALIBRACION

El método LDH-L fue estandanzado frente a la féormula
onginal del IFCC usada como referencia

El Calibrador A plus es procesado de la msma manem que
fas muestras y a partir de ¢l se calcula d factor comespondiente.
Se recomienda usar calibracon a dos puntos después de cam-
biar lote de reactivo y cuando el control de calidad lo requiera

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un matenal de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con actividades conocidas de
lactato deshidrogenasa, con cada determinacion

VALORES DE REFERENCIA

Adultos 135 -240 U/

Nifos (2 - 15 affos) 120 -300 U/

Reaén naados (4 a 20 dias) 240 - 800 UA

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia, teniendo en cuenta sexo, edad, habitos
almenticios, medicacidn y otros factores de su poblacion.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
LDH (UN) x 0,0167 = LDH (ukati)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentas conocidas en MUESTRA

Las muestas de plasma debean ser ceninfugadas pravia-
mente a realizar el ensayo.

Para preservar la integndad de los reactivos deben evitarse
todo tipo de contaminaciones, empleando para la medicion
unicamenie micropipetas perfectamente impias y secas
Se recomienda utilizar Standatrol S-E 2 niveles de Wienor
lab, como matetial de control de calidad, ya que con controles
de otras marcas comerciales puoden obtenerse valores dife-
rentes al rango especihcado, dado que los msmos dependen
del método o sistema utilizado

PERFORMANCE

a) Reproducibilidad: procesando simultaneamente replica-
dos de una msma muestra, se obhienen los siguientes valores

*Marcade CE pendiente

Nivel Ds Cv
150U +269U1 18%
250 un £3,75Un 15%

b) Linealidad: la reacadn es lineal hasta 1000 U/ Para
valores supernores, diuir lamuestra 1+4 partes con solucién
fisiologica (NaCl 9 g/), repetir la determinacion y multiplicar
el resullado por el factor de dilucion

c) Limite de deteccion: 4 L]

d) Limite de cuantificacién: 20 U/l

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones da programacion consullar las adap-
taciones correspondientas a los analizadores de la linea
Wiener lab para el método LDH-L. Para la calibracion debe
utilizarse Calibrador A plus de Wiener lab.

PRESENTACION

B4 ml -2 x 35 ml Reacivo A
-2 x 7 ml Reactivo B

(Cod 1008121)*

120 mil: - 1 x 100 m Reactivo A
-1 % 20 mi Reactivo B
(Cod 19997286)

120 mi: - 2 x 50 mi Reactivo A
-2 x 10 ml Reactivo B
(Cod 1009213)

150 mil: - 2 x 60 ml Reactivo A
-2 x 15 ml Reachivo B
(Cad 1009364)

150 ml* - 2 x 60 ml Reactivo A
-2 x 15 ml Reactivo B
(Cod 1000625)

150 ml: - 2 x 60 ml Reactivo A
-2 x 15 mi Reactivo B
(Cod. 1009933)
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Anexo 5: Inserto de pruebas antigénicas para SARS-CoV-2

ESPANOL

Acerca de la prueba

Intreduccion

La enfermedad por coronavirus (COVID-19) es una enfermadad
infecciosa causada por un coronavirus recién  descubierto, of
sindrome mﬂpimmn'o Elgudn severo coronavinus 2 (SARS-CoV-2)
1. El SARS-CoV-2 es un B-coronavirus, que es un virus de ARMN
de sentido positivo no segmentade con envoltura®. Se transmite
de persona a persona a través de gotitas o contacto directo, y se
ha estimada que | infeccian tiene un periodo de incubacion medio
de 6,4 dias ¥ un numerc de reprm:hccién basico de 2,24 a 358.
Entre los pacientes con neumonia causada por SARS-CoV-2, la
fiebre fue el sintoma mas comdn, seguido de la tos®. Los principales
ensayos de DIV utilizades para COVID-1% emplean |a reaccian en
cadena de la palimerasa con tramscriptasa inversa en tiempo real
(RT-PCR) que tarda unas pocas horas®. La disponibilidad de una
prueba de diagnéstico rapida y costa efectiva en el lugar de atencién
es fundamental para que los profesionales de |a salud puedan ayudar
en el diagl165timde los pacientes y prevenir Una mMayer propagacion
del virus™, Las pruchas de antigene jugaran un papel fundamental en
la lucha contra COWID-19%,

Prlru:lplode la Fuehn

Panbia™ COVID19 lﬁg R.'lpid Test Device contiene una tira de
membrana, que estd pre-revestido con anticuerpo anti-SARS-
CoV-2 inmavilizado en la finea de prueba e |gY anti-pollo monoclonal
de ratdn en la linea de control. Dos tipes de conjugades (IgG
humana ﬂpeci'Fl:a para el canjugadc de aro de SARS-CaV-2 Ag
y el conjugade de aro de lgY de pollo) se desplazan hacia arriba en
la membrana cromatograficamente y reaccionan con el anticuerpo
anti-SARS-CalV-2 ¥ el anticuerpe maneclonal de ratén ami—lﬂ‘f
de p0|b pre revestido respectivamente. Para obtener un resultado
positive, la lgG humana especifica para el conjugade de oro SARS-
CoV-2 Ag y ol anticuerpo anti-SARS-CoV-2 formarin una linea de
prueba en la ventana de resultados. Ni la linea de prueba, ni la linea
de contrel sen visibles en la ventana de resultados antes de ap|ic.ir la
muestra del paciente. Se requiere una linea de contral visible para

indicar que el resultado de una prueba es valido.
Uso Indicade

Panbio™ COVID-19 Ag Rapid Test Device es una prucba rapida
de diagnéslicn in vitre la deteccion cualitativa del antigeno
(Ag) del SARS-CaV-2 en muestras de hisopado nasofaringeos
humanos de individuos que cumplen con los criterios clinicos y / o
epidemiolagicos de COVID-19. Panbic™ COVID-19 Ag Rapid Test
Device es solo para uso profesional y esta destinads a ser utilizado
como a}ruda en el diagn&stico de la infeccion por SARS-CoV-2.
El producto se puede wtilizar en cualquier entoma de labaratorio
y no laboratorio que cumpla con los requisitos especificados en las
Instrucciones de uso yla normativa local.

La prucha proporciona resultades preliminares do la prueba. Los
resultados negativos no excluyen |a infeccién por SARS-CaV-2 y
no pueden usarse como la Gnica base para el tratamiento u otras
decisiones de manejo. Los resultados negativos deben combinarse
con observaciones clinicas, historial del paciente e informacién
epidemiclagica. La prucba na estd destinada a utilizarse come prueha
de deteccion de donantes para el SARS-CaV-2.

Preparacién de la prueba

1. Permita que tedos los compenentes del kit alcancen una
temperatura entre 15 y 30 °C durante 30 minutos antes de
realizar la Prueha.

2. Erl:ra’ga el tlispositiuode pruebadela bolsa de aluminio antes
de usarla. Colocar sobre una superficie plana, horizontal y
lirmpia,

3 Sostenga el frasco de tampdn verticalmente y llene el tubo de
extraccion eon solucion tampon hasta que Huy.a hasta la linea
de llenade del tubo de extraccion (300 pL). Precaucian: 5i
la cantidad de tampén es excesiva o insuficiente, puede
producirse un resultado de prueba incorrecto,

4. Co|o4:|ue el tubo de extraccion en la gadi"a de tubos.

Recoleccian y extraccién de la muestra

1. Incline la cabeza del paciente ligeramente hacia atras entre
457 ¥ 70° para enderezar el pasaje desde |a parte delantera
de la nariz.

2 Inserte el hisopo con un eje flexible a través de la fosa nasal
paralela al paladar.

/'Hr.’\\ Precaucign: Utilice un hisopo nasofaringes especifico
para la recoleccion de muestras.

3. El hisnpo debe alcanzar una pmﬁ.m:i:lad igua| a la distancia
desde las fasas nasales hasta la abertura exterior del oide.

Precaucion: 5i encuentra resistencia durante la
insercién del hisopo, retirelo e intente insertarlo en la fosa
nasal opuesta.

4, Frote y gire suavemente el hisopo, 3 a 4 veces. Deje el
hisopa en su lugar durante varios sepundos para que absorba
las secreciones.

5. Retire lentamente el hisopo mientras lo gira e insértelo en
el tubo de extraceian.

&, Gire la punta del |'|i5c|po en la solucion tarn|:l5|1 dentro del
tubo de extraccion, empujando hacia la pared del tubo de
extraccion al menes cince veces y luege exprima of hisopo
apretando el tuba de extraccion con los dedos.

A Cuiebre el hisopo en el punto de ruptura y cierre la tapa del
tubo de extraccion.

1. Abra la tapa de la boquilla de goteo en la parte inferior del
tubo de extraccion.

2. Dispense 5 gotas da |a muestra extraida de manera vertical
en el pocillo de muestra (S) del dispesitiva. No manipule
ni mueva el dispositivo de prueba hasta que la prueba este
completa y lista para leer.

Precaucian: Las burbujes que se forman en el tubo
de extraccion le?ck-n dar luga' a resultados inexactos.
Si no puede crear suficientes gotas, esto puede deberse a
una obstruecion en la boquilla dispensadora. Agite el tubo
suavemente para liberar el bloquec hasta que observe la
formacian de potas libres.

3 Cierre la boquilla y deseche el tubo de extraccion que
contiene el hisopo usado de acuerdo con las regulaciones
lacales y el protocolo de eliminacion de desechos de riesgo



Materiales Suministrados

. 25 dispnsiti\ms de Prueln eon desecante en bolwa de
alurminio individual

. Solucién tarr'pén {1x%9 mlL / frasco)

. 25 tubos de extraccion

. 25 tapas de tubes de extraccion

. 1 I'uisapo eantrol positivo

- 1 hisopo control negativo

. 25 hisopos nasefaringeos esterilizados para la recoleccian
de muestras

. 1 g’adi“a para tubos

. 1 guia de referencia rapida (nasofaringea)

- 1 Instrucciones de uso

Materiales Requeridos pero NO

suministrados
- Equipo de proteccion Persmal, temporizador, contenedor
de riesgo hiclégl'm

Ingredientes Activos de los componentes

prln:lpales
1 Dispositiva de prueba
Conjugado de oro: lpl humana especihica para ol coloide
de oro SARS-CoV-2 Ag ¥ coloide de oro |gY de Pu||o, [nea
de Pn.lel:.a'_ anti-SARS-CoV-2 monoclonal de ratén, linea
contral: ng anti p-o||o monoclonal de ratan

. Ta'rq)én
Tricing, Cloruro de sodio, Tween 20, Axida de sodio (<0,1%),
Proclin 300

Almacenamiento y estabilidad

1. El kit de Prunba debe almacenarse a una temperatura
entre 2 y 30 " C. No -;ongele el kit ni sus compornentes.
Mota: Cuando se almacena en un refrigerador, todos los
companentes del kit deben llevarse a temperatura ambiente
(15-30 °C) durante un minime de 30 minutos antes de
realizar |a|:rueha. Me abrala balsa mimtra_f.lmccmpcnenles

4, De inicia al temperizader. Lea el resultado a los 15 minutes.
Mo lea los resultados después de 20 minutos,

5 Deseche el dispmi‘tf\m usado de acuerdo con las regu|3ciones
locales y el protocolo de eliminacion de desechos de riesgo

bio|5gicn
Hisapo de contrel pesitive / ne:m
1. Sostenga el frasco de tampén verticalmente y llene ¢l wbo

de extraccian con solucian &n hasta que fluya hasta la
linea de llenado del tubo de extraceian (300 pl).

Precaucian: 5i la cantidad de LAMpan es excesiva o
insuficiente, puEdE pruducirse un resultado de prueba
incorrecto.

Cologue ef tubo de extraccion en la gradilla de tubos.

3. Inserte el hisupo de control positive o negativo en el ﬁquidn
tampan dentro del tube de extraccién y empape el hisope
durante 1 minuto. Gire la punta del hisope de control en
la salucion tampon dentro del tubo de extraccion, empuje

M

hacia la purcd del tubo de extraceion al menos cinco veces
y luego exprima el hisopo apretande el tubo de extraccién
eon los dedos,
4, Deseche «l hisupcl de control usado de acuerdo con su
pmhc-cc|c de eliminacion de desaches de riesgo |5|'a|6gir_'o_
Cierre la tapa del tubo de extraccion,
Siga el Prucedimierlto de prueba anterior [Real:cién caon
dispoeiiti\m de prunl:.al_

oo

Interpretacion de la prueba (consulte la

ﬁgu ra)

Resultado negativo: La presencia de solo la linea de contral
(C) y ninguna linea de prueba (T) dentro de la ventana de
resultados indica un resultado negativo.

2. Resultado pesitivo: La presencia de la linea de prueba (T) y
la linea de control (C) dentro de la ventana de resultades,
independimtnmentede la finea que aparezca primero, indica
un resultado pesitivo.

Precaucidn: La presencia de cuzlquier linea de prueba
(T}, nes imparta cuan dibil sea, indica un resultade Pnsllr-m
3. Resultado no valido: si la finea de control (C) no es wisible



2. La betella de Elmpon se puede ahrir ¥ voher a sellar para
cada prucha. La tapa del tampin debe sellarse firmemente
entre cada uso. El tampan es estable hasta la facha de
caducidad si se mantiene a 2-30 °C.

3 Realice la prueba inmediatamente despué's de extraer el
dispositivo de prueba de la bolsa de aluminic.

4, Mo use ol kit de prucha después de su fecha de vencimiento,

5. La vida anil del kit es |z indicada en el empagque exterior.

6. MNa utilice el kit de Pruel:a si la bolsa esta danada o el selle esta
roto.

7. Lez mwestras de hisopo directo  deben analizarse
i L & ion, 5i la prusha
inmediata no es posible, la muestra de hisopo se puede
mantener en un tubo de extraceién lleno de tampén de
extraccion (300 |.||_:|I a temperatura ambiente (15-30 "C)
hasta dos horas antes de |a prueba.

Advertencias

1. Selo para uso diagndstice m vitre, Mo reutilice o dspositive
de prueha ni los componentes del kit.

2 Estas instrucciones deben seguirse estrictamente  por
Prufesionales de la salud entrenados para |ugrar resultados
precisos. Todos los usuarios deben leer las instrucciones
antes de realizar una prueba.

3. Mo coma ni fume mientras manipula la muestras.

4, Utilice puantes protectores al manipular las msestras ¥
lavese bien las manos despues.

5. Evite las salpicaduras o la formacién de aercsoles en la
muestra y el tampan,

6. Umpie los derrames a fondo con un desinfectante adecuado.

7. Descontamine y deseche todas las muestras, kits de reaccién
y materiales potencialmente contaminados (es decir, hisopo,
tubo de extraccién, dispositive de prueba) en un contenedor
do riesge biclogice como si fueran desechos infectioses y
eliminelos de acuerdo con las regulaciones locales aplicables.

g, Me mezele ni intercambie muestras diferentes,

9. Mo mezcle reactivos de diferentes lotes o de otros oroductos,

10. Mo almacene el kit de prueba a la luz solar directa,

n Para evitar la contaminacion, no togque la cabeza del hiwpo
suministrado al abrir la bolsa del hisopo.

12, Los hisopes esterilizados suministrados en el paquete deben
usarse 'BDI-EI Para |E| rEw'ECCIlEH'I dE muestras na'BD{EII'TI'IgEas.

13. Para evitar la contaminacién cruzada, no reutilice los hisopas
esterilizados para la recoleccion de muestras,

14. Nndi|u'ra el himpn recagidocon ninguna solucion excepto el
tampan de extraccion proporcionado.

15. El tampan contiene azida sodica <0,1% come conservante

que puede ser téxico si se ingiere. Cuando se desache a
travis de un fregadero, enjuague con una gran cantidad de
T

agua.

Procedimiento de prueba (consulte la

figu ra)

Muestras de hi

nasofari

ngec
Note: El profesional de la salud debe cumplic con las pautas de
seguridad personal, incluido el use de equipo de proteccion personal.

prueha, el resultado se considera no valido,

Limitaciones de la prueba

1. El contenido de este kit esta indicado para uso profesi
para la deteccion cualitativa del antigena del SARSCe
partir de un hisopada nasofaringea. Otros tipos de mu
Fx.ledendarhlgara resdtadasimnnectmynodeben utili

2 Mo seguir las instrucciones para el procedimiento de p

y la interpretacién de los resultades de la prueba |
afectar adversamente el dmmpel'm de la pruel:..

producir resultados no validos.

A Puede producirse un resultado negative de la prueb:
muestra 56 recogio, extrajo o transpertd ncorrectar
Un resultado negativo dela |:||1.|E|Ja no elimina la Fosi|:
de infeccian por SARS-CoV-2 y debe confirmarse mee
cultivo viral o un ensayo molecular o ELISA.

4. Los resultados positivos de las PI'I.IEI)ES no  desc
coinfecciones con otros patogenos.

5. Para obtener mas informacion sobre el estado inmunak
se recomiendan pruebas de sepuimiente  adicic
utilizando otros métedos de laboratone.

6. Los resultados de la prueba deben evaluarse junto con
datos clinicos disponibles para el medico.

7. La lectura de resultades de la prusba antes de 15 mi
o despues de 20 minutos puade dar resultados incorre

a. Panbic™ COVID-19 Ag Rapid Test Device no
destinado para detectar virus defectusses (no inface
en otapas tardias de la diseminacion viral que pe
detectarse mediante Fruebas moleculares de PCR.#

Control de calidad

1 Contrel de calidad interno:

el dispositive de prueba tiene una linea de prueba (T) v una
de control (C) en la superficie del dispositive de prueba.
linea de prueba, ni la linea de control son visibles en la venta
resultados antes de aplicar una muestra, La linea de control se:

para el control del procedimiento y siempre debe aparecer ¢ el
procedimienta de prueba se realiza comectamente y los reactivos de
pruel:ba de la finea de control estan funcionando.

2, Contrel de calidad externo:

Im M\u‘ﬂlﬂﬂ estén eS.PeI:i“':IcamEntl! anuladm Y rah:u:ﬁus Pﬂra

garantizar el rendimiento de Panbic™ COVIDA9 Ag Rapid Test

Device y se utilizan para verificar |a capacidad del uswario para

realizar correctamente la prueba e interpretar los resultados. El

control positivo producira un resultade de prueba positivo y ha side

fabricado para producir una linea de prueba visible (T). El control

negativo producira un resultads de prueba negativo.

Las buenas practicas de laboratorio sugieren el uso de controles

positives y negativos para asegurarse de que:

. Los reactivos de prueba estan funcionando y

. La prueba se realiza comectamente.

Ejecute los controles externos en las siguientes circunstancias:

. Con cada nueve operador antes de realizar pruebas en
muestras de pacientes,

. Al recibir un nuevo envio de prueba,

. Aintervalos periadicos segiin lo dicten los requisitos locales,
estatales y nacionales, ylo los procedimientos de control de
calidad del usuario.



Anexo 6: Procedimiento de toma de muestra segun inserto
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Anexo 7: Inserto de solucion Turk.

1.09277.0100
Microscopia

Tiirk soluciéon
para recuento de leucocitas

Solamente para uso profesional

Producto sanitano para diagnostico m vitro ( (

Finalidad prevista

La presente “Turk solucion - pars recuento de leucocitas™ es utilizads para

d«fuwxbumcddav en la medicina burmana, s emplea #n o examen
hematologico de muestras de ongen humano. Se trata de una solucion de

bnodn lista para el 150 que hace evaluables determinadas para el diag-

nostico estructuras de destino (mediante tncon) en matenal de examen

hematoldgeo,

Las estructuras =n teflir son relat; pobres en ¥ ap

4 pueden dderendarse el micr 0 Optico. Las imagenes gene-
radas con ayuda de las de tincién permiten a un examinador
sutonizado y cuslificado reconocer mejor ka forma y 1a estructura, Pars un
diagndstico final deben realizarse pruebas mas complejas segiin metodos
reconocidos y validos,

Principio
Las sobucion es utilizada para | dets on ser | de
los leucootos en sangre entera fresca y anticoagulada, empled

dose una camara de recuento,
anooddonprmdobdulmm«odmdermﬂonhﬂmv

Preparacion pe Oe unis r de e.Los eritrocitos son
hundmdogwdaodonammhnlmdekavlmmd«nde
los leucootos son tefados de color nzul violeta mediante @ colorante. Se
recuenta el tipo de célula d: do en un vol dafinido y se ealculn ol
ndmero de celulas en un microbtro de sangre.

Material de las muestras
Sangre venosa anticoagulada, en casos excepcionaies sangra capilar

Reactivos
At 109277
Tark solucion 100 ml, 500 ml
para rocusnto de leucocitas

Auxiliares:
Ppata para leucocitos (con bola de mezda blarca)
Camara de recuento de Neubauer

Preparacion de las 23

La toma de muestra debe ser realizada por personal especializado,

Todas s muestras deben tratar se de acuerdo con el estado de |a tecnclogia.
Todas lns muestras deben estar rotuladas inequivocamente,

Deben usarse instrumentos adecuados para la toma de muestras y en la
preparacion, y deben seguirse las instruccones del fabricante para La aphi-
cacn / o empleo.

Al usar los correspondientes reactivos auxiliares deberan tenerse en cuenta
las respectivas instrucciones de empleo.

Preparacion del reactivo

La Turk solucion - rarmmodela;coc:nsmlrzdauﬁhaamel
uso, la dilucon de la solucion no es ¥ emp el itado de la
tnadn asi como la estabilidad,

Técnica

Uenado de la pipeta

Aspirar sangre en una pipeta de leucocitos hasta la marca 1.0, seguidamen-
te aspiree Turk solucion hasta ks marca 11, La diluciéon es 1:10,

umenaooslueuudlluomdel 10(u1 asodehabcmasduoo
leucocitos por dduaon mas fuerte),
Memh ospuar sangre hasta b mero 0.5y Tk solm hasta ks marca

el factor de

Enll. luacion debe ¢ e Cor d
dducion.

Mezchar cusdadosamente la sangre v la Turk solucidn, dejar en reposo como
maximo durante 1 hora.

Uenado de la de r

Desechar las 3 prumeras gotas del liqusdo, llenar la camara de recuento y
electuar el recuento.

Resultado

Recuento en el microscopio

Recuento con objetivo 10x, en microscopios antiguos con condensador
bajado, aryn lente frontal esté desplegada.

En una camara de recuento se deberlan contar como minimo cuatro
cuadrados grandes de esquina con una longtud de lado de 1 mm,

Se recormeenda hacer siempre determinaciones dobles cuyos resultados no
deben dderir més del 15 %.

Resultado

Nischeos de leucocitos violeta osaro

Evaluacion
Calcule

X
Nimero de leucoatos (células / ) =

% 10 (daeuin 138)

X = Suma de las celulas coneadas en los 4 grandes cundrados extencores
Coma hallazgo se indica ¢l valor medio de determinacones dobles,
Los valores normalzados han de tomarse de la Iterstura téanica actual.

Notas técnicas
El microscopo usado deberia cofr der a los isitos de un lab io
de diagnostco medico.

Utilizar pipeta para leucocitos y Gunara de recuento (Neubauer ) estandar.
Utikzar solarmente pipetas y camaras de recuento (Neubauer) hmpias.

Diagnostico
s dagnd o s6r entiblecd | porp
das y cuahhcuhs
Deberan emplearse tcrmlmbosu vigentes,
Este método debe aplicarse eneld G h

Dtbettn elegirse y realizarse ¢nnvu ultenores segin me€odos 1emnoci-

Almacenamiento
Guardar La Turk scluoon - para recuento de lewcocitas de +15%C 3 425°C,

Estabilidad

La Turk soluckdn - para recuento de leucoatas se puede utilizar hasta la
fecha de caducidad indicada,

Después de abor el frasco vez, el contenido almacenado entre
+15 "CvoZS'Cesmllug:mla fecha de caducidad indicada.

Los frascos deben mantenerse siempre bien cermados.

Capacidad
aprox. 10 aplicadones / 100 mi
Notas sobre el ompleo

para uso
Nrnmmhd-mahdebeﬂammbudnwml espeda-
Debencmmhs‘e’.lasdlmmsmou\uesmbremundadenelnwmy
Debmumkmmmcqmdudemmocondmmhv.

Proteccion contra infecciones

Debe observarse a toda costa una proteccion eficaz contra infecciones de
atuerdo con las dwectivas de laboratorio,

Indicaciones para la eliminacion de residuos

El envase debe ser eliminado de acrerdo con las directivas validas de elimi-
nacion de resduos.

Las solucones usadas v las soluciones aaducadas deben elemunarse como
desecho peligroso, debiéndose cumplir I.s htdwu locales de &nnooén

de resduos. Podra pedirse infor 0 Jos proced s de
aénbojonpckLmk‘ﬂmufaOupou oanaosoopyProdmts S0 WWW.
microscopy-products.com, Dentro de la UE tiene validez &l REGLA-

MENTO (CE) NO lznnooa sobre la classficacdn, o etiquetado y el en-
vasado de sustancas y mezcias, por el que se modifican y derogan fas
Dnrm%:ﬂwc!t ¥ 1999/45/CL y se modifica el Reglamento (CE) N©
19| 3



Anexo 8: Inserto de colorante Wright eosina-azul de metileno y solucién tampon

1.01383.0100
1.01383.0500
1.01383.0503
1.01383.1022
1.01383.2500
1.01383.9025
1.01383.9180

Microscopia

Eosina-azul de metileno en
solucion segin Wright
para microscopla

Solamente para uso profesional

Producto saritano para daagndstico in vitto ((
Finalidad prevista

an Mmldtmd«nmwhwmmm pars me

= " es utihzad para e diagr -a-luaenhmeéuu

K en o y dinico- de de

cw'umno &mﬁmdom&lm”,wmwa
matenales de d on in waro & nuestra cantera, hace
«mmwnd&ovmmumuam(m

diante fijacién, indusidn, Bincidn, ontratindén, &mmﬁnﬂddn
exaenen hematohdgeo y dinsco-orolégicn, como p.e). frotis de sangre total
y Ga méduda Osen.

£l Eosna-arid de metileno en solucxin 1 Wright se puede utilizer pera
o y diag enlad “wd-hurvvtul

L estructuras sn telir son el

Preparacion de las muestras

La toma de musstra debe ser renlizada por personal especalizado,
mummm&wmdmaum
Todas las muestras deben estar
Mnmmmwmhmkmvnh
preparacdn, y deben segurse las instrucomes del fabncante para la apli-
mmldemhn

A usar los cormespondientes reactivos suxlares debieran tenernse en cuenta
s respoctivs nstrccones de empleo.

Preparacion del reactivo
Fosina-azul de metileno en solucion segin Wright

Somde lucdn de tinoon da que ha de ser diluda con
pon de la denda antes de ser usada (cubeta de

lmﬂn ¥ aparato um de tincion ).

Para la preparacdn de ape o 1000 mi de soluoon se afiaden y

disuniven:

Tableta tampon, art. 111373 Lgn@l),n 111374 1 tableta

(M 6,8) 0 art. 100468 (pH 7, funcon del

resultado de tnodn deseado

Agua destilada 1000 ml

Soluckon de tincon de Wright diluida para tinclon manual en 1
cubeta de tincion

Para pregacar apeox; 200 mi de solucin se afaden juntos:

Eosina-azd de metlleno en solucion segan 30 mi
Wright

Sokacin tampén 20 mi

Agua destlada 150 mi
mesclar

Solucion de tincon de Wright diluida paca tincion en el aparato aumto-

matico de tincon (pH 7,2)
Para preparar apcox. 300 mi de solucon se afaden juntos:

pobires en
lmdmdl-mbqo ol MITOsCOMO GpEIco. uumqmnwm
radas con ayuda de las solucones de tincion permiten a un exarminador
autorzado y cuakhicado reconocer mﬂbhﬂuyhmnlun
diagndstico final deben

e pr Wlejas segun
reconocidos y vikkdos.

Prindipio

La tinoon de los nucieos colulares es basa on la interaccion moleculiae

mdmuatmnk(n-ﬁ)vmw Anur B-ADN. Los dos
un complejo Fomna ¥ - Arur B- , dependsendo la

nm«mmnmwumm*woucmm

de Azur D respecto a ls Eosra A

£ resultado de la tinoon puede ser ifluenciado ademis por faciores como

fa fijacion, los bempos de tinoon, el valor ph de las solucones y las sustan-

Cas tampon,

Material de las st
mmanﬁanmhlmhmymdﬂw
total 0 méduls dsea asl como material dinieo de la oitol

Eosing-azul de metileno en solucidn segin SOmi
Wright

Sohucitn tampon pH 7,2 0 m
Agua destilada 20 ml
mesciar

Tecnica

Tincion en la cubeta de tincion

Los portaobjetos deberinn ser escumidos ben por
Aderentes pasos de tnOON, de esta maners se
mrratre de sokuoones.,

Para consegur un optimo resuitado de tnoan, deberian respetarse los
periodos indicados,

oo despues de lon
evitar ol nnecesario

coma
10 LINANG, L9PUtD, frotis tormados de PUNOONes ASPIrativas con agule hna
(PAAF/FNAB), liquidos de lavada, impents,

Reactivos
At 101383
Eosina-and de metileno en solucdén segun Winght 100 mi, 500 mid, 1 ),
Para mecroscopla 251,251, 1801
Necesario ademds:
Art. 109468  Tabletas tampon pH 7,2 p 100 tabs
m;mxmhmmwm
para tnoon de frots sanguneos
a
At 111373 Tabletas tampon pH 6,4 100 tads
m;vwxdndn.dmtmm
para Bnoon de frots sanguineos
o
At 111304 mewta 100 tabs
pars preparacicn de souodn tampdn segun
WEISE
para tinoon de frots sanguneos

Portacbyeton con frotm secado ol mre

Eosing-aru de metileno en solucion segin Wright 3 mirutos
Solucin de tinoadn de Wight dilusda paca tincion 6 minutos
manusl

Soluoon tampon 1 Mo
Solucan tampon 1 menuto
Secar ol aire (p.e). durante la noche 0 8 50 *C en el arrmano de secado)

Tincion en el banco de tincion

Paia conseguer un Optimo resultado de tncidn, deberian respetane los
periodos indcados.

Portaobijetos con frotis secado ol sre

Eosina-azud de metlleno 1 ml | cubrir completa 1 Mt
en soluckon segan Wright metts

Solucin tanpon 1l | mescler 4 munutos
Solucon tampon N JUMgN 1 Merto
Solucadn tampon mpiagar 1 menito
Secar al aire (p.e). durante ls noche o 8 50 *C en el wmano de secado)




Tincon en ¢l aparato automatico de tincion (pH 7,2)

| Tiempo_| Estacion | Oip

Partaobjetos con frots secado al mre
Eosina-azul de metileno en solucion

segun Wright 3 minetos 2 on
Soluada de tinooan de Wiight dhuda

para tinoon en o aparato autormatico de | 20 minutos h ) on
tincién (pit 7,2)

Solucdn tampon pH 7,2 1 muncto 4 on
Secwr 3 munatos 6 -

thumManmn;:hhwudlmha

VIMNM rerovada & mas tardar despues de na semana de

nho)oouwnuhxmm.unwam.u
m&lemugunvmmno ser rellenada (en
aso de una ) ya que, de h la on de
hm&mhmuﬁm
Nota: En autd gue o mejor Htado de tincion con un valor
pttde 7,2,

Para of almacenamiento de durarte vanos Mmeses

preparndos hemmologioos
nmmdmhpmmmdodcnm(pq.mm
DPX nuevo, Enteflan® Nuevo) y 08 Sin montaje, la tinadn
:n&iume‘dnhd-ddunuldin si e cubre con aceite de inmersion,
a estabilidad serd de 360 unas horas.

Pars el andlises de preparados tefidos con un microscdpico >40x
se recomienda o uso de sceite de nmersion.
Resultado
Solucion tampon Soludén tampon Solucidn tampén
PH 6,4 pHGS i 7,2
Nudeos celulares violeta rofizo vidleta rojro vickts ansindo
Ctoplasema de  azul anul and
los bnfoctus
Citoplasma de  azul grishceo azul gnsaceo and grisaceo
los moncatos
Granulos wiolets claro wioleta claro vickta claro
neutrofilos
Granubos rojo ladolio & rojo ladrifio & 1050 & pardo
eosmiiios pardo rojeo pardo rojeo rojzo
Granulos violeta oscuro  violeta oscuro  vicketa oscuro
basahlos a negro # negro a negro
Tromboctos vialets violets vicketa
Ertroatos ropzo rojizo 10%a o pardusco
Notas técnicas
usado deberia corresponder a los tos de un lab
de diagnaistico medo,
Si we util 3 de tincion, deb en cuenta
lan de op o0 del Fab , tanto del como del
soltware,
Elersnar el acote de inmersion en exceso antes do archivir.
Diagnostico
Los diagns Lo gor establocidon dok or i ¢
das y cunlificadas. -
Deberan - ter fogh o
Este metodo debe aphcar ph en ol du h
lerlmllwlv hactat u yos ult 00t mtod 2
1 smphcar les ad dos para descartar resulta-
dam
Almacenamiento

Guardar of Eosina-azid de metilens en soluodn segin Wright - para mearas.
cops de +15°C 8 +25°C

B Eosina-azud de metileno en sduddn Wt para microscopla
wmmm‘umnw

de abor ol frasco wez, o contenido almacenado entre
+15°Cy .zsvc-mhammnmamwum

Los frascos deben

Capacidad
apcox. 1000 aphasoxanes / S00 mi

Notas sobre el empleo

Solamente para uso profesional,

Para evitar o5, la aphicackin deberia ser realizada por personal especia-

Deben ..."h'u‘ sobre segurided en el trabajo y
o » calidad

Deben ! dos de jo con el estand

Sies debard util una ugadora que ponda al
andlar de lab 08 y A las exig

Proteccion contra infecciones
wm-:-m?mmm:mndm&
d'toa hid di e

Indicaciones para la eliminacion de residuos
El orvose dobe ser eliminado de acuerdo con ks directivas validas de elimi-
nachn de residuos,
anMnfhnhmrmud-anhz“m

lir las

PERgr v bt

WWW. TN OMC Oy~
RW(CR?P mmoolmnc

por el q y derogan las
Diwectivas 67/548/CEE y IMMSICE (AL Mu el Wo (CE) N°
1907/2006.

Reactivos auxiliares
At 100579 DX mueve 500 mi
medio de montaje anhudro
PACA MICIOSCOPA
A, 100869 Enteflan® nuevo para montadores de 500 mi
cubveobjeton
Art, 100974 Etanol desnatursizado con aprox. 1 % 1,251
de metiletilcetona para andlisis EMSURES
At 103699 Acerte de inmersion Type N segun S0 8036 frasco gotero
PArA MICTOSCOMS de 100m
At 104699 Acoite de inmersidn frasco gotero
PACA MICTOSCOPS dnoo%
100 mi, m
Art, 107961 Entedlan® Nueve 100 mi, 500 i,
medio de montaje répido 11
para microscopia
At 108296 M(Mhm) 41
para histologia
A, 109016 Neo-Mount® frasco gotero
medio de montaje ankudro de 100 mi,
PAFE MICIOSCOMS 500 mi
At 109278 Eosina azul de metileno segun Wright 259
At 109468 M jor® Tabh wpon pH 7,2 100 tabs
Srepancion de soh oo
un WET!
para tincion de frotis sanguineos
At 109643 Neo-Clear® (sustituto de xileno) st
para microscopia
Art, 111373 Tabletas tampon pM 6,4 100 tabs
para pr o de solacid
segun
Para tincian de frotss sanguineos
100 tabs

At 111374 Tabletas tampon pH 6,8
para on d

Clasificacion de substandias peligrosas

Art, 101383

Tener en cuants ln dasificacdn de substincias pelgrosas on la sDguets y
las ndicaciones en la ficha de datos de

Lo hicha de seguridod ests disponible en web y & soliatud,
Comp tes principales del product

Art. 101383

CL 52015 + anur 0,8 g/

C.I. 45380 0,7 o/

contiene CH,OH

1l = 0,80kg



Otros productos de IVD
Art. 101424 Eosina-azul de metileno en solucon segun
May- Grunwaid modificada

Para microscopia
Art, 105387 Fosina-azul de metdono en solucidn segun 500 mi
Lesshman modificada

Para microscopis
At 109204 Anur-eosina-azul de metieno segun I(:Orn;.'mml.
en : 1,2
PAra micr oscopa
A, 111674 Hernacolor® Tinoon rigada de frotia 1t
mz.u‘fm
it da UGN para MeCroscopia
Aviso general
St s produce un incidente andusooawnddmwa
se informar ol flbrmuyg yasu

Literatura

L. Mstological & Mistochemical Methads, ). A Kiernan, 1990, Pergamon
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r2 n, Lebrbuch Histol Welsch, 2006, Wban&Fscher, 2. Auflage
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for Use in Brology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, LW, and

Kiernan, J.A). Bios, 2002
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Anexo 9: Desarrollo de pruebas bioquimicas e inmunoldgicas en el laboratorio
central.




