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MARCADORES INFECCIOSOS EN EL BANCO DE SANGRE DEL
COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO RUIZ Y PAEZ. CIUDAD
BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR.

Paola Eugherliana Diaz Mata y Génesis Amanda Prieto Paz.
Departamento de Bioanalisis, Escuela de Ciencias de la Salud. Universidad
de Oriente. Nucleo Bolivar

RESUMEN

Una transfusion de sangre es un procedimiento médico necesario, sin embargo,
al utilizar sangre, pueden ocurrir complicaciones como son la propagacion del VIH,
la hepatitis B, hepatitis C y otras enfermedades de transmision sanguinea. Por ello,
para garantizar la seguridad, la sangre donada se analiza para detectar posibles
infecciones. Este estudio se centro en estimar los marcadores infecciosos en el Banco
de Sangre del Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y Paez de Ciudad Bolivar,
Estado Bolivar, categorizando la presencia de marcadores por sexo, grupo de edad,
factores sociodemograficos y coinfecciones entre donantes. Se encontré que, entre
1449 aspirantes a donantes, 4,69% tenian marcadores seroldgicos positivos, entre los
cuales la prevalencia de sifilis fue de 3,11%, el género predominante en casos
positivos fue el masculino con 3,11%, la tasa positiva mas alta fue del 35,29% entre
los 18 y 29 afios, los donantes residentes en Agua Salada 27,94% y los trabajadores
comerciantes 35,3% comprenden mayores casos de reactividad. EI método que se
utilizé para el tamizaje y deteccién fue mediante Ensayo por Inmunoadsorcion
Ligado a Enzimas (ELISA).

Palabras claves: Infecciones transmisibles, Hemoderivados, HIV, Virus de

Hepatitis, transfusidn sanguinea.



INTRODUCCION

La sangre es tejido vivo formado por liquidos y solidos. La parte liquida,
Ilamada plasma, contiene agua, sales y proteinas. Méas de la mitad del cuerpo es
plasma. La parte solida de la sangre contiene globulos rojos, glébulos blancos y

plaquetas. (Biblioteca Nacional de Medicina, 2021).

En la antigliedad se decia que la sangre es el tejido que mas ha motivado la
inventiva literaria, es el mas vinculado con procesos magicos y religiosos y el que
mas impacto tiene en el pensamiento popular. En China 1000 afios a.C. durante la

dinastia Nei Jing se decia que «la sangre encierra el alma» (Flores, 2016).

Teniendo en cuenta que la sangre es un recurso publico, es importante realizar
una seleccion adecuada de los donantes por medio de los bancos de sangre. Es
responsabilidad de estos el suministro seguro de hemoderivados que satisfaga las
necesidades de la poblacién que requiere de un producto muy valioso y que ha sido

obtenido de forma natural mediante el acto de donar (OMS, 2016).

La transfusion sanguinea es un procedimiento médico terapéutico que tiene
como objetivo corregir la deficiencia de un componente especifico de la sangre, en lo
que respecta a la capacidad de transporte de oxigeno (componente eritrocitario) o con
relacién a la funcion hemostatica (plaguetas y/o factores de coagulacion). Esto puede
convertirse en un medio propicio para transmision de infecciones, sobre todo aquellas
que se encuentran latentes en los donantes (Unidad de hemoterapia y banco de
sangre, 2018).

En 1628 William Harvey descubre la circulacién de la sangre, al poco tiempo

Richard Lower realiza en 1666 la primera transfusion sanguinea entre animales, pero



la primera transfusion sanguinea entre seres humanos la realiza el médico francés
Jean-Baptiste Denys el 15 de junio de 1667, iniciandose de esta manera una nueva era
en la medicina. Gracias al esfuerzo, estudio e investigacion de un gran numero de
médicos la transfusion sanguinea es una practica habitual en la medicina moderna
(Marrén-Pefia, 2017).

En 1967 se descubre la inmunoglobulina anti Rh, dos afios méas tarde (1969)
Murphy y Gardiner almacenan plaquetas a temperatura ambiente, y en 1971 se logra
la determinacion de HBsAg en los Estados Unidos de América. En 1985 se elabora el
test para deteccion del virus VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana), en 1987
para determinar HBcAb y en 1989 Test HTLV | —. Entre 1992 y 2005 se hacen mas
test y pruebas para la sangre del donador y para la seguridad del receptor (Flores,
2016).

El riesgo de transmisiéon de infecciones graves debido al uso de sangre no
segura y a la escasez cronica de sangre ha hecho que el mundo entero repare en la
importancia de la disponibilidad y la seguridad de la sangre. Con el fin de garantizar
el acceso universal a sangre y hemoderivados seguros, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha promovido iniciativas destinadas a mejorar la disponibilidad y la
seguridad de la sangre realizando cribado de calidad garantizada de toda la sangre
donada para detectar infecciones transmisibles por transfusion, como VIH, hepatitis B
y C vy sifilis; realizacién de pruebas de confirmacion de los resultados de todos los

donantes que hayan dado positivo para los marcadores de la infeccién (OPS, 2015).

El contacto con la sangre de los instrumentos compartidos sigue siendo una ruta
de transmision de alto riesgo para el Virus de la Hepatitis B (VHB). Los programas
de inmunizacion y las intervenciones conductuales deben usarse para prevenir
infecciones por donacién de sangre y mejorar la seguridad de la sangre (Zhong et al.,
2016).



El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) infecta y destruye las células
del sistema inmunitario, produciendo un deterioro progresivo de las defensas del
organismo. Sin tratamiento la infeccion por VIH puede durar asintomatica de 5 a 10
afios. Este virus se puede transmitir por el contacto con la sangre, la leche materna, el
semen o las secreciones vaginales de personas infectadas. No es posible contagiarse a
través de besos, abrazos o apretones de manos o por el hecho de compartir objetos
personales, bafios, gimnasios, alimentos o bebidas, tampoco por la picadura de

mosquitos (Ministerio de salud y proteccion social, 2015).

La Sifilis es causada por una bacteria llamada Treponema pallidum. La via méas
comun de transmision de la sifilis es a través del contacto con la llaga de una persona
infectada durante la actividad sexual. La bacteria entra en el cuerpo a través de cortes
0 abrasiones menores en la piel o las membranas mucosas. La sifilis es contagiosa
durante sus etapas primaria y secundaria, y a veces en el periodo latente temprano
(MayoClinic, 2021).

El Virus Linfotrépico Humano tipo I/ll (HTLV — 1 & II) son retrovirus
intracelular cuyo blanco principal son los linfocitos T. Invade principalmente los
linfocitos T CD4+ y CD8+, generando trastornos como leucemia/linfoma de células
T, trastornos como la mielopatia inflamatoria crénica y progresiva conocida como
mielopatia asociada al HTLV-1 (MAH), caracterizada por un cuadro clinico de
paraparesia espastica, se puede transmitir tanto horizontal como verticalmente y

permanecer latente en los pacientes (Riveras et al. 2017).

La Hepatitis B (VHB) es una infeccion hepética grave causada por el virus de la
hepatitis B. Tener hepatitis B cronica aumenta el riesgo de desarrollar insuficiencia
hepética, cancer de higado o cirrosis, que consiste en una afeccion que deja cicatrices

permanentes en el higado. Este se trasmite de persona a persona a través de la sangre,



el semen u otros liquidos corporales. No se trasmite al estornudar ni al toser
(MayoClinic, 2023).

La Hepatitis C (VHC) es una infeccion virica que causa inflamacion del higado,
lo que a veces conduce a un dafio hepético grave, se propaga a través de la sangre
contaminada. La hepatitis C cronica suele ser una infeccion "silenciosa” durante
muchos afios, hasta que el virus dafia el higado lo suficiente como para causar los

signos y sintomas de la enfermedad hepatica (MayoClinic, 2021).

La enfermedad de Chagas (EC) es una afeccién parasitaria, sistémica, cronica,
transmitida por vectores y causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, con una
firme vinculacion con  aspectos  socio-econdmico-culturales  deficitarios,
considerandosela una enfermedad desatendida. EI principal mecanismo de
transmision es vectorial, por hemipteros. Infectan personas expuestas a su picadura, al
depositar sus heces infectadas en heridas de la piel o sobre mucosas. Otras
modalidades de transmisién son transfusional, congénita, trasplantes de 6rganos u
oral (OPS, 2020).

Con respecto a la transmision de enfermedades infecciosas, en particular de
infecciones virales, poseen un lapso en donde existe un gran riesgo de que el donante
pueda infectar a la persona transfundida, éste plazo denominado ventana seroldgica
(periodo de ventana) es el tiempo entre la primera infeccién y cuando el resultado de
la prueba no puede descartar la posibilidad de infeccion debido a resultados
indeterminados. En este tiempo el paciente no presenta sintomatologia, tiene un
periodo no determinado, depende de la respuesta inmunitaria de cada individuo. En
esta etapa no se puede tener seguridad en las transfusiones sanguineas (Pereira et al.,
2014).



El periodo de incubacion es el tiempo necesario para que se desarrolle una
infeccion después de que una persona se ve expuesta a un organismo que causa una
enfermedad. Esta fase termina cuando aparecen las primeras sefiales o sintomas de la
enfermedad. Es importante destacar que, durante esta fase, es cuando mas peligro de
contagio hay, ya que el paciente no es consciente de haber contraido la enfermedad vy,
sin embargo, la capacidad de propagarlo existe. El periodo patogénico, que es cuando
existen cambios celulares, tisulares u organicos, pero el paciente ain no percibe

sintomas o signos de enfermedad, es una fase subclinica (Unilabs, 2022).

En Lima, Pert, Choque, en el 2017 realiz6 un estudio del tipo descriptivo,
cuantitativo y transversal, el cual se titula “Seroprevalencia de marcadores
infecciosos hemotransmisibles y factores de riesgo presentados en postulantes a
donacion del Banco de Sangre del Hospital Maria Auxiliadora durante el periodo
marzo 2015 — Marzo 2016”. El grupo de estudio estuvo conformado por 11.341
postulantes a donacion de todas las edades. La seroprevalencia hallada para VIH fue
de 0,19%, para HTLV 1y 2 fue de 1%, para HBsAg fue de 0.41%, para HVC fue de
0.44%, para sifilis fue de 1.6%, para HBcAb fue de 4.43% y para Chagas fue de
0.14%.

Sandes et al., en el afio 2017 realizaron un estudio en Brasil titulado
“Evaluacion de resultados positivos y falsos positivos en el tamizaje de sifilis de
donantes de sangre en Rio de Janeiro, Brasil” encontr6 asociacion entre la edad de los
pacientes y el nivel educativo, cuyas prevalencias fueron: Treponema pallidum 0.9%,
VHC 2,7%, HBcAb 1,6%, VIH 0,4% y enfermedad de Chagas 0,04%.

En Paraguay, Escobar et al., en el afio 2021, llevaron a cabo una investigacion
titulada “Serologias reactivas en donantes del Banco de Sangre del Hospital de
Clinicas de San Lorenzo”, dando como resultados un 2,78%. Las mas frecuentes

fueron: hepatitis B 53.96%, enfermedad de Chagas 34.89%, y Treponema pallidum



20.14%. Las cuales presentaron asociaciones entre la procedencia del donante y
serologias positivas para hepatitis C y Treponema pallidum.

Suarez et al., en el afio 2007, elaboraron un trabajo en el Hospital Universitario
de Cumana, titulandose como “Prevalencia de enfermedades infecciosas de
transmision sanguinea en donantes que asisten al banco de sangre del Hospital
Universitario Antonio Patricio de Alcala, Cumana, Estado Sucre” se obtuvieron
ochenta y cuatro (23,60%) casos positivos a por lo menos uno de los marcadores
infecciosos procesados. Estos casos positivos se distribuyeron de la siguiente manera:
11,52% mostraron anticuerpos anti-HBc; 2,53% a HBsAg; 0,56% a VHC; 0,28%
para la enfermedad de Chagas y 8,71% para Treponema pallidum; por el contrario, no
se obtuvieron resultados positivos para el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

En el oriente del pais, Berrizbeitia et al., en el afio 2014, realizaron estudios
para T. cruzi (enfermedad de Chagas) en tres hospitales universitarios, los cuales
fueron: Hospital Universitario Antonio Monagas, Cumand, Estado Sucre; Hospital
Santos Anibal Dominicci, CarGpano, Estado Sucre y Hospital NUfiez Tovar, Maturin,
Estado Monagas, cuyo trabajo se titula “Seroprevalencia de infeccion por
Trypanosoma cruzi en bancos de sangre publicos del oriente de Venezuela”. Se
evaluaron 1.301 sueros de ambos sexos. Quinientos dieciocho (n=518) procedieron
del banco de sangre del Hospital de Cumang, 281 del banco de sangre del Hospital de
Carupano y 502 del banco de sangre del Hospital de Maturin. La seropositividad para
T.cruzi fue de 0,6% en los tres bancos de sangre evaluados. La seroprevalencia de

infeccion por T. cruzi en los tres bancos de sangre publicos estudiados resultd baja.

En el Banco de sangre del Hospital Universitario de Maracaibo, Montiel et al.,
realizaron un estudio del afio 2012 — 2014, el cual se titula “Seroprevalencia de Sifilis
en donantes del banco de sangre del Hospital Universitario de Maracaibo” en éste se

procesaron un total de 45.356 unidades de sangre. Durante este periodo se observo



que la seroprevalencia para Treponema pallidum fue de 2,95% lo que equivale a
1.336 casos de serologia reactiva, representada por individuos en edades
comprendidas entre 29-39 afios con un 35,1 % (470). El sexo masculino muestra la

mayor frecuencia de donantes positivos con un 87,7%.

En los estados Bolivar y Delta Amacuro, Cermefio et al, evaluaron la
prevalencia de anticuerpos T.cruzi en tres comunidades indigenas (E’fiepa, Hiwi y
Warao), cuya investigacion se titula “Seroprevalencia de la enfermedad de Chagas en
comunidades indigenas de los estado Bolivar y Delta Amacuro, Venezuela”. Se
evaluaron 159 individuos, de los cuales 2,5% (n = 4) result6 seropositivo para la
infeccion con T. cruzi, obteniéndose la misma prevalencia para ambos sexos (1,25%)
(p > 0,05); éstos pertenecian en su totalidad a la etnia E’fiepa (municipio Cedefio,
estado Bolivar). Se demuestra baja prevalencia de infeccion por T. cruzi en la
comunidad E’fiepa del municipio Cedefo, estado Bolivar (2,5%) e inexistente en las
comunidades evaluadas de la etnia Warao en los municipios Pedernales y Antonio

Diaz, estado Delta Amacuro.

Devera et al., en el afio 2014, en la comunidad rural de La Carolina del
municipio Heres del estado Bolivar, determinaron la prevalencia de T.cruzi entre los
habitantes, dicha investigacion tiene por titulo “Seronegatividad para la infeccion
chagésica en la comunidad La Carolina, Estado Bolivar, Venezuela”. Se evaluaron 91
personas de ambos géneros, siendo el género femenino con mayor predominio
(65,9%). Ninguna de las personas resulto reactiva. No obstante, la total ausencia de
seropositividad encontrada, se recomienda la implementacion de medidas de
vigilancia epidemioldgica y educacion para la salud ya que se trata de una comunidad
donde convergen algunos factores que pueden determinar la existencia de la

enfermedad de Chagas.



En Ciudad Bolivar, en el banco de sangre del Complejo Hospitalario
Universitario “Ruiz y Paez”, Gonzalez y Manrique llevaron a cabo una investigacion,
titulada “Seroprevalencia de Sifilis y Hepatitis B en donantes del banco de sangre del
Hospital Universitario “Ruiz y Péez”. Ciudad Bolivar, Estado Bolivar” donde se
analizaron 300 pacientes de ambos géneros, a los cuales se les realiz6 tamizaje por
prueba de ELISA para VHB y Sifilis. La prevalencia de infeccion encontrada fue de
un 14,33% (n=43) de reactividad para sifilis, 2,67% (n=8) para HBcAb y 0,67%
(n=2) en HBsAD del virus de hepatitis B.

El despistaje de estas enfermedades transmisibles en los bancos de sangre
continta siendo un importante procedimiento, por lo que las técnicas y métodos
utilizados deben estar enfocados a la optimizacion del mismo y asi disminuir el
namero de casos de infeccion potencialmente transmisible por trasfusion; igualmente
se debe fomentar la investigacion de los principales factores de riesgo asociados,
indicando el comportamiento y las caracteristicas de la poblacion donante, reforzando
los programas de prevencion y control de esta enfermedad, la cual constituye un gran
impacto sanitario y social a nivel regional y mundial, por la gran morbi-mortalidad en

los receptores de sangre (Montiel et al., 2016).

Teniendo en cuenta la trascendencia de las transfusiones de sangre, en la
disminucion de las enfermedades transmisibles a pacientes con patologias criticas de
salud, se planea estimar la seroprevalencia de marcadores infecciosos en el Banco de
Sangre del Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y Paez de Ciudad Bolivar,

Estado Bolivar.



JUSTIFICACION

La aceptacion del donante de sangre voluntario requiere de un protocolo para
garantizar la calidad del producto que va a transfundirse, incluyendo las pruebas
serologicas post donacion para descartar infecciones transmisibles por sangre:
enfermedad de Chagas, Virus de Hepatitis B (VHB), Virus de Hepatitis C (VHC),
Virus Linfotrépico Humano de células T tipo | y Il (HTLV), Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Escobar, 2021).

Para esto es importante determinar la frecuencia de agentes infecciosos en la
poblacion de donantes ya que las infecciones transmisibles por transfusion
constituyen a una complicacién de gran importancia en relacién con la morbilidad y
mortalidad de los receptores de hemoderivados y un problema por la transmision

potencial de agentes virales, bacterianos y parasitarios (Ruiz et al, 2016).

Estas complicaciones podrian estar asociadas a ausencia de vacunas, realizacion
de modificaciones corporales en lugares donde no existe la higiene adecuada,
promiscuidad y grado de inmunosupresion al que se encuentran sometidos o una baja
respuesta a los medicamentos administrados, causando asi que la persona se exponga

a ciertos agentes. (Asociacion Catalana de Malalts d’Hepatitis, 2018).

Es por ello que el desarrollo de este trabajo permitira estimar la seroprevalencia
de marcadores infecciosos aplicando pruebas de ELISA de cuarta generacion en las
muestras de suero procesadas en el laboratorio del Banco de Sangre del Complejo
Hospitalario Universitario Ruiz y Péez, en el Estado Bolivar.



OBJETIVOS

Objetivo general

Estimar los marcadores infecciosos en el Banco de Sangre del Complejo

Hospitalario Universitario Ruiz y Paez de Ciudad Bolivar, Estado Bolivar.

Obijetivos especificos

e Determinar la presencia de marcadores serol0gicos.

eDistribuir la frecuencia de marcadores seroldgicos reactivos de acuerdo al
agente causal.

e Clasificar segun el grupo etario la presencia de marcadores seroldgicos.

eIndicar la presencia de los marcadores infecciosos de acuerdo al género.

e Asociar factores sociodemogréaficos con la positividad de los marcadores
infecciosos.

e |dentificar la coinfeccidn de marcadores infecciosos en los donantes.
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METODOLOGIA

Disefio de la investigacion

El método desarrollado en este trabajo comprende al tipo descriptivo.

Poblacion y muestra

La poblacion y la muestra estuvo representada por 1449 aspirantes a donantes
que ingresaron al Banco de Sangre del Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y
Paez de Ciudad Bolivar, en el segundo trimestre del afio 2023, que cumplieron los
criterios de inclusion establecidos por la institucion.

Criterios de inclusion

Donantes que acudieron al Banco de Sangre del Complejo Hospitalario
Universitario Ruiz y Paez de Ciudad Bolivar, y cumplieron con el protocolo interno
de la Unidad de Banco de Sangre.

Criterios de exclusion

Sueros lipemicos y hemolizados, muestras coaguladas e insuficientes.

Materiales

e Mascarilla.

e L_entes de seguridad.
e Guantes desechables.
e Bata.

11
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eCuaderno.

e Boligrafo.

e Tubos sin aditivos.

e Algodon.

eBanda eléstica.

o Gasas.

e Gradillas.

e Micropipetas automaticas.

ePuntillas amarillas para micropipetas automaticas.
ePuntillas azules para micropipetas automaticas.
eEnvase de descarte.

e Agua destilada.

e Calculadora.

e Centrifuga.

e Nevera.

oKit ELISA (BIOME DIAGNOSTICS ANTI-HCV IgG).
oKit ELISA (KEWEI ANTI-TP).

oKit ELISA (KEWEI HBsAGQ).

e Kit ELISA (KEWEI HBcAD).

oKit ELISA (HIGH TOP VIH-1+2 Ag/Ab).

oKit ELISA (DIA.PRO DIAGNOSTIC BIOPROBES CHAGAS).
oKit ELISA (DIA.PRO DIAGNOSTIC BIOPROBES ANTI-HTLV 1+2).
e Incubadora al seco.

e | ector de ELISA.

Procedimientos

e Solicitud de permiso.



13

Se realizd una carta para solicitar formalmente al Instituto de Salud Publica de
ciudad Bolivar (ISP), en el departamento de docencia e investigacion a cargo de la
Dra. Joyceyn Boulanger para solicitar un aval (Apéndice A) donde permitieron el
acceso al laboratorio de Banco de Sangre. Posteriormente se le hizo llegar dicho aval

a la coordinadora del banco de sangre.

Recoleccién de datos

Una vez obtenida la autorizacion, se tomaron los datos de todas las muestras
que ingresaron al laboratorio de Banco de Sangre que fueron procesadas y analizadas
aplicando técnicas de ELISA, cuyos resultados fueron reportados en la hoja de datos
mediante el cddigo asignado a cada muestra. Para la obtencion de los datos
personales y sociodemogréficos, se revisaron las estadisticas del personal de
hemoterapia que se encontraban en las historias clinicas de Banco de Sangre.

Extraccién sanguinea

Durante la extraccion de sangre el paciente, permanecera sentado o recostado
sobre una camilla, donde el profesional encargado localizard un vaso en uno de los
brazos para la puncién, generalmente una vena localizada en la cara anterior a la
altura de la flexién del codo, para lo cual colocara una goma eléstica inmediatamente
por encima del punto de puncién para favorecer el llenado de la vena. El brazo debe
permanecer extendido, para evitar movimientos durante el proceso de extraccién de la

sangre.

Previo a la puncion, la zona se desinfecta, mediante el uso de una gasa estéril
empapada en alcohol. Para tomar la muestra de sangre se utilizan una aguja
hipodérmica y una jeringuilla de plastico, ambas desechables. Por lo general, se

extrae una pequefia muestra de sangre, de unos 10 cc, aunque estudios especiales
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pueden requerir una muestra mayor. Finalizada la extraccion sanguinea, se deja un
aposito estéril sobre la zona de la puncion y se pedird al paciente que realice una
suave presion durante unos minutos hasta que el punto de puncion no presente

sangrado.

Procedimientos analiticos

Determinacion de ANTI-TP mediante la técnica de ELISA

Fundamento del ensayo:

Anti-TP ELISA emplea un método de ELISA sandwich en fase solida para la
deteccion de anticuerpos contra TP mediante incubacion de dos pasos. Las tiras de
micropocillos de poliestireno recubiertas previamente con antigenos de TP
recombinantes (TP15, TP17, TP47) conforman este kit de inmunoensayo enzimatico
en sandwich de incubacién en dos pasos. En el instante de la primera etapa de
incubacidn, se agrega muestra de plasma o suero del paciente. Si hay presencia de
anticuerpos TP especificos, seran capturados dentro de los pocillos. Posteriormente,
los micropocillos se lavan para eliminar las proteinas séricas no unidas.
Seguidamente se agrega el segundo conjunto de antigenos recombinantes conjugados
con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP-Conjugate) e indicando los mismos
epitopos que los antigenos pre - recubiertos. Mientras ocurre la segunda incubacién,
estos antigenos se uniran al anticuerpo capturado. Las soluciones de cromogeno
pueden agregarse a los pocillos, pero no antes de que los micropocillos se laven de
nuevo para eliminar el conjugado no unido. En los pocillos donde tiene lugar el
inmunocomplejo sandwich antigeno-anticuerpo-antigeno (HRP), los cromdgenos
incoloros se hidrolizan mediante el conjugado de HRP unido a un producto de color
azul. Finalmente, se termina la reaccion con &cido sulfurico, el color azul se vuelve

amarillo.
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Lo que se puede medir en este punto, es la cantidad de intensidad de color
proporcional a la cantidad de anticuerpo capturado en los pocillos y a la muestra. Los

pozos incoloros indican negativo para anti-TP. (Anexo 1)

Determinacién de T. cruzi Ab mediante la técnica de ELISA

Fundamento del ensayo:

Las microplacas estan recubiertas con antigenos recombinantes especificos para
T. cruzi. La fase solida es primeramente tratada con la muestra diluida y, si estan
presentes, los anticuerpos T. cruzi son captados por los antigenos. Después del lavado
de todos los demas componentes de la muestra, en la 2da incubacion los anticuerpos
Tc unidos son detectados mediante anticuerpos policlonales especificos anti
hlgG&M, conjugados con peroxidasa (HPR). La enzima capturada en la fase sélida,
combinada con la mezcla substrato/cromogeno, genera una sefial dptica proporcional

a la cantidad de anticuerpos anti — Tc presentes en la muestra.

Un valor de corte (cut off) permite que estas densidades o&pticas sean
interpretadas como resultados de anticuerpos T. cruzi positivos y negativos. (Anexo
2)

Determinacién de HBcAb mediante la técnica de ELISA

Fundamento del ensayo:

Esta prueba HBcAb ELISA se basa en el principio competitivo de incubacién
en fase sélida y en un solo paso. Cuando esta presente anti-HBc, compite con anti-
HBc monoclonal conjugado con Peroxidasa de rabano picante (HRP- Conjugate) para
una cantidad fija de HBcAb purificado previamente recubierto en los pocillos. Si no

estd presente anti-HBc, anti-HBC conjugado a HRP se unird junto con antigenos
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dentro de los pocillos. En el transcurso del lavado, se elimina cualquier HRP-
conjugado no unido. Después de que las soluciones de cromdgeno A y B se agregan a
los pocillos y durante la incubacion, aparece un producto de color azul cuando los
cromogenos incoloros se hidrolizan mediante el conjugado HRP unido. Después de
terminar la reaccion con &cido sulfurico, el color azul se vuelve amarillo. La
presencia de anticuerpos contra HBcAb en la muestra se indica por un color bajo a

ausencia de color. (Anexo 3).

Determinacion de ANTI-HCV IgG mediante la técnica de ELISA

Fundamento del ensayo:

Este ensayo se basa en el método indirecto de dos pasos. En el primer paso, se
combinan la muestra y los micropocillos recubiertos con HCV recombinante. Durante
la incubacién, el Anti — HCV presente en la muestra se une al antigeno que recubre
los pocillos. Después del segundo lavado, en el segundo paso, se agrega el conjugado
enzimatico a la mezcla de reaccion. Durante la incubacién, el Anti — HCV capturado
en la fase solida en el primer paso reacciona con el Anti — human de raton dentro del
conjugado enzimatico. Luego se genera un complejo entre la fase solida, el Anti —
HCV dentro de la muestra y el ratén Anti — human IgG en el conjugado enzimatico
por reacciones inmunoldgicas. Después de un segundo lavado, el sustrato Ay B se
agregan y catalizan por este complejo, lo que da como resultado una reaccion

cromogeénica.

La reaccion cromogénica resultante se mide como absorbancia. La intensidad

del color es proporcional a la cantidad de Anti — HCV en la muestra. (Anexo 4).

Determinacién de HTLV I&Il Ab version ULTRA mediante la técnica de
ELISA:
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Fundamento del ensayo:

Se han recubierto las microplacas con antigenos inmunodominantes sintéticos
especificos HTLV I/1l derivados de gp46 — I, gp46 — 11 y gp21. La fase sélida se trata
primero con la muestra y se capturan los anticuerpos anti HTLV I/Il, si existen,
mediante los antigenos recubiertos en la microplaca. Después del lavado, que elimina
el resto de los componentes de la muestra, en la segunda incubacién se detectan los
anticuerpos totales anti HTLV — I/l unidos mediante la adicion de antigenos
sintéticos especificos derivados de gp46 — I, gp46 — Il y gp21, marcados con
peroxidasa (HRP). La enzima capturada en la fase sélida, combinada con la mezcla
substrato/cromdgeno, genera una sefial Optica proporcional a la cantidad de
anticuerpos anti HTLV I/l presentes en la muestra. Tras bloguear la reaccién

enzimatica, su densidad dptica se mide mediante un lector ELISA. (Anexo 5)

Determinacion de VIH 1+2+0O Ag/Ab mediante la técnica de ELISA

Fundamento del ensayo:

VIH 1+2+O Ag/Ab ELISA es un kit de inmunoensayo enzimatico tipo
sandwich de dos etapas de incubacion que utiliza tiras de pocillos de poliestireno
recubiertas previamente con antigenos VIH recombinantes (recombinante VIH-1
gp41l, gpl20, recombinante HIV-Antigeno peptidico 2 gp36 y grupo O) y anticuerpos
anti-VIH (p24). Como primer paso, los anticuerpos anti-HIV biotinilados (p24) junto
con la muestra de suero o plasma del voluntario donante, se agregan a los pocillos.
Durante la incubacion, los anticuerpos del VIH-1/2 especificos, si estan presentes en

la muestra, son capturados dentro de los pocillos.

Simultaneamente, si VIH p24 el antigeno esta presente en la muestra, también

se capturard como un doble complejo anticuerpo-sandwich que comprende los
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anticuerpos recubiertos-p24- anticuerpos biotinilados. Los micropocillos se lavan
para eliminar el suero no unido proteinas. La deteccion del complejo de anticuerpo
p24 antigeno-VIH biotinilado capturado o los anticuerpos del VIH- 1/2 se logra
durante la segunda etapa de incubacién mediante la adicion de la enzima Peroxidasa
de rabano picante (HRP) que se ha conjugado con segundos antigenos recombinantes
del VIH 1+2 y avidina.

Deteccidn de P24: cuando se ha capturado p24 dentro de los pocillos, la avidina

reaccionaré con la biotina y se unira a HRP al complejo Ab-p24-Ab.

Deteccién del Anticuerpo VIH-1/2: cuando los anticuerpos del VIH-1/2 se han
capturado dentro de los pocillos, los antigenos conjugados a HRP se uniran a los

anticuerpos capturados formando Ag-Ab-Ag (HRP) —inmunocomplejo del sandwich.

Los micropocillos se lavan para eliminar el conjugado no unido y se afiaden
soluciones de cromogeno a los pocillos. En pozos que contienen los
inmunocomplejos Ag-Ab-Ag (HRP) y/o Ab-p24-Ab (HRP) —sandwich, los incoloros.
Los cromdgenos son hidrolizados por el HRP unido a un producto de color azul. El
color azul se vuelve amarillo después de terminar la reaccidn con acido sulfurico. La
cantidad de intensidad del color puede medirse y es proporcional a la cantidad de
anticuerpos o p24 capturados en los pocillos y a la muestra, respectivamente. Los
pozos que contienen muestras negativas para anti-VIH-1/2 o p24 permanecen
incoloros. Lo que se puede medir en este punto es la cantidad de intensidad de color
proporcional a la cantidad de anticuerpo capturado en los pocillos y a la muestra. Los

pozos incoloros indican negativo para anti-VIH-1/2. (Anexo 6)

Determinacion de HBsAg mediante la técnica de ELISA

Fundamento del ensayo:
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Para la deteccion de HBsAg, KEWEI HBsAg ELISA utiliza un método ELISA
de anticuerpos “sandwich” en el cual, las tiras de pocillos polystyr ene estan pre-
recubiertas con anticuerpos monoclonales especificos para HBsAg. La muestra de
suero o plasma del paciente se agrega al micropocillo junto con un segundo
anticuerpo conjugado con la enzima peroxidasa de rabano picante (el Conjugado
HRP) y se dirige contra un epitopo diferente de HBsAg. Durante la incubacion, el
inmunocomplejo especifico formado en caso de presencia de HBsAg en la muestra,
se captura en la fase sélida. Después del lavado para eliminar las proteinas séricas de
muestra y el conjugado de HRP no unido, se afiaden soluciones de cromégeno que
contienen tetrametilbencidina (TMB) y perdxido de urea a los pocillos. En presencia
del inmunocomplejo “sandwich” anticuerpo-antigeno-anticuerpo (HRP), los
cromodgenos incoloros se hidrolizan mediante el conjugado de HRP unido a un
producto de color azul. El color azul se vuelve amarillo después de terminar la
reaccion con acido sulfurico. La cantidad de intensidad de color se puede medir y es
proporcional a la cantidad de antigeno capturado en los pocillos, y a su cantidad en la
muestra, respectivamente. Los pozos que contienen muestras negativas para HBsAg

permanecen incoloros. (Anexo 7)

Presentacion y analisis de los resultados

Los datos que se obtuvieron fueron registrados y tabulados en Excel 2007. Se
elaboraron tablas de distribucion de frecuencia y analizados mediante el método
descriptivo porcentual (tabla 1, 2, 3, 4 y 7). Se elaboraron tablas de contingencia
(Tabla 5 y 6) para relacionar variables, haciendo uso de estadistica inferencial. Se
calculo el estadistico Test exacto de Fisher. Se realizaron los analisis haciendo uso
del software SPSSv23 y “R” version 4.3.0, éste estadistico se utiliza para determinar
si hay independencia o no entre las variables. La Prueba exacta de Fisher se utiliza
cuando ambas variables son categoricas y, ademas, la tabla contiene frecuencias

esperadas menores a 5, inclusive hay valores iguales a 0.



RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron 1449 muestras de suero procedentes de los
aspirantes a donantes que asistieron a la unidad de Banco de Sangre del Complejo
Hospitalario Universitario Ruiz y Paez. Se les realizaron pruebas de tamizaje de los 7
parametros infecciosos, los cuales fueron VIH, Sifilis, Enfermedad de Chagas, VHC,
HBsAg, HBcAb y HTLV I-Il mediante Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a
Enzimas (ELISA).

En la tabla 1 se demuestra la presencia de marcadores serolégicos en 1449
muestras ingresadas al laboratorio de banco de sangre del Hospital Ruiz y Paez, en
donde se obtuvo que el 95,31% (n=1381) de los donantes presentaron resultados no
reactivos para los marcadores serologicos analizados y el 4,69% (n=68) presentaron

resultados reactivos.

En la tabla 2 se observa la frecuencia de los marcadores reactivos de acuerdo al
agente causal. Se evidencio que los resultados reactivos para VIH fue de 0,14%
(n=2), para sifilis fue de 3,11% (n=45), para Chagas fue de 0,41% (n=6), para VHC
fue de 0,41% ( n= 6), para HBsAg fue de 0,28% (n=4), para HBcAb fue de 0,21%
(n=3) y para HTLV I-1l fue de 0,14% (n=2).

En la tabla 3 se evidencia la distribucién de los marcadores reactivos por grupo
etario, en donde se observa que el 35,29% de los casos reactivos se encuentra entre 18
a 29 afos, el 17,65% (n= 12) de los reactivos en las edades entre 30-39 afios, el
33,82% de los casos (n=23) se ubicaron entre los 40-49 afios y el 13,24% de los

casos (n=9) entre las edades de 50-59 afios.
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En la tabla 4 se presentan los marcadores reactivos de acuerdo al género, en
donde se observa que el 67,22% (n=974) de los donantes fueron del género masculino
con una prevalencia de 3,11% (n=45); mientras que el 32,78% (n=475) de los

donantes fueron del género femenino con una prevalencia de 1,59% (n=23).

En la tabla 5 se presenta la distribucion de los donantes con marcadores
serologicos reactivos en relacion al lugar de residencia, se observa que predomina en
la parroguia Agua Salada con 22,06% (n = 15) del total de marcadores reactivos. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las variables en

estudio.

En la tabla 6 al relacionar la ocupacion con la positividad de los marcadores
infecciosos, se evidencia que los comerciantes tienen el mayor nimero de marcadores
infecciosos positivos (n=45) con 66,19%. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre las variables en estudio.

En la tabla 7 de acuerdo a la coinfeccion de marcadores infecciosos, se
observaron 3 casos que representan el 0,21% del total. Estos casos de coinfeccion
corresponden a Sifilis’THBsAg, SifilissfHTVL I-11'y Sifilis/Chagas.
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Tabla 1
PREVALENCIA DE MARCADORES SEROLOGICOS. BANCO

DE SANGRE DEL COMPLEJO HOSPITALARIO
UNIVERSITARIO RUIZ Y PAEZ. ABRIL — JUNIO 2023.

Marcadores Seroldgicos n %
Reactivos 68 4,69
No reactivos 1381 95,31
Total 1449 100,00

Fuente: Banco de Sangre. Hospital Ruiz y Paez. Abril-junio 2023.



DISTRIBUCION DE MARCADORES SEROLOGICOS

Tabla 2
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REACTIVOS DE ACUERDO AL AGENTE CAUSAL. BANCO DE
SANGRE DEL COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO

RUIZ Y PAEZ.
Reactivos
Marcadores
n %
VIH 2 0,14
Sifilis 45 3,11
Chagas 6 0,41
VHC 6 0,41
HBsAg 4 0,28
HBCcADb 3 0,21
HTLV 2 0,14
Total 68 4,69

Fuente: Banco de Sangre.

Hospital Ruiz y Péez. Abril-junio 2023.



Tabla 3

DISTRIBUCION SEGUN GRUPO ETARIO DE LOS
MARCADORES INFECCIOSOS REACTIVOS. BANCO DE
SANGRE DEL COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO
RUIZ Y PAEZ.

Marcadores serologicos
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Total

VIH Sifilis ~ Chagas VHC HBsAg  HBcAb HT'I‘IV"
Edad

n % n % n % n % n % n % n % n %
18-29 0 0 17 2500 3 441 3 441 1 147 O 0 0 0 24 3529
30-39 1 147 8 1176 1 147 0 0 2 294 0 0 0 0 12 1765
40-49 0 0 14 2059 1 147 2 294 1 147 300 441 2 294 23 3382
50-59 1 147 6 88 1 147 1 147 0 O 0 0 0 0 9 13724
Total 2 294 45 6618 6 882 6 882 4 58 300 441 2 294 68 100

Fuente: Banco de Sangre. Hospital Ruiz y Paez. Abril-junio 2023.
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Tabla 4
PRESENCIA DE MARCADORES INFECCIOSOS DE ACUERDO

AL GENERO. BANCO DE SANGRE DEL COMPLEJO
HOSPITALARIO UNIVERSITARIO RUIZ Y PAEZ.

) Reactivos No reactivos Total
Geénero
n % n % n %
Masculino 45 3,11 929 64,11 974 100
Femenino 23 1,59 452 31,19 475 100

Fuente: Banco de Sangre. Hospital Ruiz y Paez. Abril-junio 2023.



Tabla5

DISTRIBUCION DE MARCADORES SEROLOGICOS
REACTIVOS DE ACUERDO A PROCEDENCIA DE LOS
DONANTES. BANCO DE SANGRE DEL COMPLEJO
HOSPITALARIO UNIVERSITARIO RUIZ Y PAEZ.
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Parroquia
Agua José A. La La Vista

Salada Paez Catedral Sabanita Marhuanta Hermosa Otra Total

Marcador (+) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sifilis 15(22,06) 2(2,94) 6(8,82) 5(7,36) 6(8,82) 5(7,36) 6(8,83) 45(66,19)

Chagas 2(2,94) - 1(1,47) 2(2,94) - 1(1,47) 6(8,82)

Hepatitis C 1(1,47) - 2(2,94) - 2(2,94) 1(1,47) 6(8,82)

HBsAg - 1(1,47) - - 2(2,94) 1(1,47) 4(5,88)

HBcADb 1(1,47) 1(1,47) - - 1(1,47) 3(4,41)

HTVL-II - 1(1,47) - 1(1,47) - 2(2,94)

HIV - - 1(1,47) 1(1,47) 2(2,94)
Total 19(27,94) 3(4,41) 9(13,23) 9(13,24) 7(10,29) 10(14,71)  11(16,18)  68(100,00)

Test exacto de Fisher (bilateral)=0,4758 gl=36 (p>0,05) No significativo.
Fuente: Banco de Sangre. Hospital Ruiz y Paez. Abril-junio 2023.



REACTIVOS DE ACUERDO A LA OCUPACION DE LOS

Tabla 6.
DISTRIBUCION DE MARCADORES SEROLOGICOS

DONANTES. BANCO DE SANGRE DEL COMPLEJO
HOSPITALARIO UNIVERSITARIO RUIZ Y PAEZ.
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Ocupacion

Marcador (+) Comerc Desfem Est#tdia Funci)onari Obrero Pro1;e|sion Otro Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sifilis 16(42)3’5 5(7,35) 5(7,35)  6(882) 8(11,78)  1(1.47) 4(5)’88 45(6)6'19
Chagas 2(2,94) 2 (2,94) 1(1,47) 1(1,47) - 6(8,82)
Hepatitis C 1(1,47)  1(1,47) 2(294)  1(147) 1(1)’47 6(8,52)
HBsAg 3(4,41)  1(1,47) 4(5,88)
HBCcAD 1(1,47)  1(1,47) 1(1,47) - 3(4,41)
HTVL-11 1(1,47) 1(1)’47 2(2,94)
HIV 2(2,94) - 2(2,94)
Total 24(35,3) 8(1)1’76 8(11,76)  7(10,29) 12(61)7’6 3(4,41) 6(8)’82 68(100)

Test exacto de Fisher (bilateral)=0,5987 gl=42 (p>0,05) No significativo.
Fuente: Banco de Sangre. Hospital Ruiz y Paez. Abril-junio 2023.
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Tabla 7
SEROPREVALENCIA DE COINFECCION EN LOS DONANTES.

BANCO DE SANGRE DEL COMPLEJO HOSPITALARIO
UNIVERSITARIO RUIZ Y PAEZ.

Coinfeccion n %
Presente 3 0,21
Ausente 1446 99,79

Total 1449 100,00

Fuente: Banco de Sangre. Hospital Ruiz y Paez.



DISCUSION

En la presente investigacion realizada en el Laboratorio del Banco de Sangre
del Complejo Hospitalario Ruiz y Paez, se realizaron tamizajes de siete marcadores
infecciosos a todas las muestras ingresadas, atendiendo un total de 1449 donantes. En
relacion a los resultados obtenidos, se puede mencionar que la prevalencia global de
positividad corresponde a 4,69% (n=68), por el contrario la no reactividad
corresponde con un 95,31% (n=1381).

De acuerdo al agente causal se encontré6 un mayor indice de casos reactivos
para el marcador de sifilis (Treponema pallidum) con un 3,11%. Es importante
mencionar la similitud del presente estudio con los resultados encontrados en otras
investigaciones realizadas en Venezuela, Montiel et al. (2017) con 2,95% (n=1.336),
donde el marcador predominante tambien fue Sifilis, sin embargo Gonzalez y
Manrique (2022) obtuvieron cifras mayores en este marcador con 14,33%. Existe
discrepancia con los resultados encontrados en Peru, en el 2017 por Choque, en el

cual destac6 que hubo mayor prevalencia de HBcAb con un 4,43%.

En referencia al grupo etario, cabe agregar que hubo mayor presencia de
marcadores seroldgicos positivos, en los grupos comprendidos entre 18 a 29 afios,
quienes presentaron positividad para sifilis, Chagas y HBsAg con un 35,29%, seguido
del grupo de 40 a 49 afios con 33,82%. Lo expuesto anteriormente tiene semejanza
con la investigacion que se realiz6 en Venezuela por el autor Diaz en el 2022, en
donde el grupo etario con mayor presencia de marcadores serologicos reactivos fue
el de 40 a 49 afios con un 54,55%. Cabe destacar, que la sifilis al igual que la
Hepatitis B, entre otras, son infecciones de transmision sexual, donde los mas
afectados son aquellos que participan en relaciones con multiples pareja sin el uso

adecuado de proteccion de barrera, en la actualidad existen métodos anticonceptivos
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hormonales para evitar embarazos no deseados, lo que pudiera dejar de lado el uso de
barreras tradicionales. Por lo tanto, se hace prioritario y fundamental reforzar la

educacion sexual para disminuir la tasa de infeccién en la poblacion joven adulta.

Por otra parte, en cuanto a lo que respecta al género, se observo que la
poblacion més afectada fue el masculino con un 3,11%, en cambio, el género
femenino fue de 1,59%. Por su parte, en el Banco de Sangre del Hospital
Universitario de Maracaibo los autores Montiel et al., (2017), obtuvieron que el
87,7% de los casos reactivos fue en el género masculino. Sin embargo en Anzoéategui,
Diaz (2022) presento un 0,72% de casos reactivos en el género masculino.

Otro importante aspecto considerado en el tema, fue la procedencia de los
aspirantes a donantes positivos, se observa que la mayoria residen en la Parroquia
Agua Salada con un 66,19%, predominando el marcador de Sifilis con 22,06% y

Chagas 2,94%, seguido de los que habitan fuera de Ciudad Bolivar con un 16,18%.

Respecto a la ocupacion de los donantes positivos, se evidencia que el
comerciante presento un porcentaje de un 66,19%, seguido de los estudiantes y
desempleados con 11,76%. En el estudio realizado en Colombia, en el afio 2018 por
los investigadores Mendoza et al. destacaron que se aprecia una mayor prevalencia de

infeccion en comerciantes con 1,64%, seguido de los desempleados con 0,32%.

Finalmente, al identificar la coinfeccidn entre los marcadores seroldgicos en los
donantes, se detectaron 3 casos positivos para Sifilis/Chagas, SifilissHTLV I-1l y
SifilissTHBsAg. Una investigacion en Venezuela en el 2022, Gonzalez y Manrique
(2022), evaluaron la presencia de coinfeccion, registraron solo un caso entre su

poblacién, la cual fue entre Sifilis/ HBCcAb.



CONCLUSIONES

La presencia de marcadores serologicos reactivos fue de 4,69% en donantes que
asistieron al banco de sangre y presentaron al menos un marcador positivo en el
tamizaje. La infeccion por Sifilis (3,11%) tiene mayor frecuencia, seguido de
Enfermedad de Chagas (0,41%), y Hepatitis C (0,41%).

El grupo etario que presentd mayor nimero de casos reactivos para marcadores
serologicos en el tamizaje fue la edad comprendida entre 18 a 29 afios con el 35,29%
de los casos. El género masculino fue el mas prevalente en asistencia al banco de
sangre con 67,22%. El sexo masculino obtuvo un 3,11% de reactividad en el tamizaje
de los marcadores serol6gicos.

La mayoria de los donantes residen en la parroguia fue Agua Salada, teniendo
el mayor numero de marcadores infecciosos positivos con 27,94%. La ocupacién con
mas casos positivos fueron los trabajadores comerciantes con 35,30%. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre las variables en

estudio.

En relacion a la ocupacién, se evidencia que el trabajador independiente tiene el
mayor numero de marcadores infecciosos positivos (n=16) con 23,54%,
predominando el marcador de Sifilis 16,19% (n=11). No se observaron diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05) entre las variables en estudio.
No existe relacion entre la procedencia y la ocupacion con la probabilidad de

infectarse con alguna de las infecciones estudiadas. Se encontraron 3 casos de
coinfeccion: Sifilis/Chagas, SifilissHTLV I-11y Sifilis/THBsAg.
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RECOMENDACIONES

Realizar charlas y camparias educativas y preventivas en centros de salud
primario sobre riesgos a infecciones de transmision sexual, empezar a normalizar este
tipo de conversaciones en grupos y profesionales de la salud y en general para asi

poder prevenir estos sucesos.

Realizar analisis de sangre periddicamente, teniendo en cuenta que las agujas y
jeringas "solo pueden ser utilizadas una vez, y bajo ninguna circunstancia deben
reutilizarse o compartirse"”, entendiendo que esta es la principal via de infeccion de la

hepatitis.

Crear programas educativos en colegios, universidades y empresas para
fomentar el crecimiento personal y uso de métodos anticonceptivos correspondientes

contra ITS.

Exhortar a las autoridades sanitarias para aumentar el control y vigilancia

epidemioldgica en asentamientos campesinos, zonas rurales y urbanas.

Tomar medidas profilacticas en el momento de realizacion de piercing y
tatuajes. Ya que si estos instrumentos estan contaminados con sangre infectada puede
producirse el contagio por via parenteral. Entre ellas cabe destacar la importancia de
infecciones como por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el de la
hepatitis C (VHC) y el de la hepatitis B (VHB). Con el fin de minimizar este riesgo
debe utilizarse material desechable o esterilizado adecuadamente para la colocacion

de piercings.

32



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Asociacion Catalana de Malalts d’Hepatitis. 2018, marzo. Transmision de la hepatitis
c. [En linea]. Disponible en: https://asscat-hepatitis.org/hepatitis-
viricas/hepatitis-c/informacion-basica-sobre-la-hepatitis-
c/transmision-de-la-hepatitis
c/#:~text=Las%20formas%20m%C3%A1s%20frecuentes%620d
e,en%20otras%20situaciones%20de%20riesgo. [junio 2023].

Berrizbeitia, M. 2014, junio. Seroprevalencia de infeccion por Trypanosoma cruzi en
bancos de sangre publicos del oriente de Venezuela. [En linea].
Disponible en:
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1315-
25562014000100010&lang=es. [enero, 2023].

Biblioteca Nacional de Medicina. 2021, octubre. Sangre. [En linea]. Disponible en:

https://medlineplus.gov/spanish/blood.html. [enero, 2023].

Cermefio, J., Askew, E., Salazar, F. 2013, febrero. Seroprevalencia de la enfermedad
de Chagas en comunidades indigenas de los estado Bolivar y
Delta Amacuro, Venezuela. [En linea]. Disponible en:
https://ve.scielo.org/pdf/saber/v25n4/art05.pdf. [enero, 2023].

Choque, O. 2017. Seroprevalencia de marcadores infecciosos hemotransmisibles y
factores de riesgo presentados en postulantes a donacion del
Banco de Sangre del Hospital Maria Auxiliadora durante el
periodo Marzo 2015 — Marzo 2016. [En linea]. Disponible en:
https://core.ac.uk/download/pdf/323345158.pdf [junio 2023].

33



34

Devera, R., Fleming, B., Romero, G., Blanco, Y., Amaya, I., Tutaya, R, et al. 2014,
noviembre. Seronegatividad para la infeccion chagésica en la
comunidad de La Carolina, Estado Bolivar, Venezuela. [En
linea]. Disponible en:
https://ve.scielo.org/pdf/saber/v26n3/art14.pdf. [enero, 2023].

Diaz, Alejandro. Seroprevalencia de marcadores infecciosos. Banco de sangre del
hospital industrial de San Tomé, Estado Anzoategui. Trabajo de
grado. Dpto. de Bioandlisis. Banco de Sangre. Esc. Cs. Salud
“Dr. Francisco Battistini Casalta”. Bolivar. U.D.O. pp 39
(Multigrafo)

Escobar, A., Melissa, N., Montiel, C., Galeano, I. 2021. Serologias reactivas en
donantes del Banco de Sangre del Hospital de Clinicas,
Paraguay. Rev Virt de la Sociedad Paraguaya de Med Int. 8 (1):
85 - 93. Disponible en: https://doi.org/10.18004/rvspmi/2312-
3893/2021.08.01.85. [enero, 2023].

Flores, R. 2016. Principios de la Practica Transfusional. in: Carrillo ER, Pérez C, AA.
Medicina Transfusional en el Perioperatorio Clinicas Mexicanas
de Anestesiologia. Editorial Alfi I° ed. México. Cap 28: 1-12.

Gonzélez, L., Manrique, T. Seroprevalencia de Sifilis y Hepatitis B en donantes del
banco de sangre del Hospital Universitario “Ruiz y Paez”.
Ciudad Bolivar, Estado Bolivar. Trabajo de grado. Dpto. de
Bioanalisis. Banco de Sangre. Esc. Cs. Salud “Dr. Francisco

Battistini Casalta”. Bolivar. U.D.O. pp 54 (Multigrafo)



35

Gonzélez, N., Rodriguez, A. 2000, junio. Epidemiologia de las enfermedades de
transmision sexual en la zona minera Las Claritas, Estado
Bolivar,  Venezuela. [En linea]. Disponible  en:
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/es/lil-294291.
[enero, 2023].

Marron, M. 2017. Historia de la transfusion sanguinea. Rev. Mexicana de
anestesiologia. 40 (3): 233 — 238. Disponible en:
https://www.medigraphic.com/pdfs/rma/cma-
2017/cmal73m.pdf. [enero 2023].

MayoClinic. 2021. SIFILIS. [En linea]. Disponible en:
https://www.mayoclinic.org/es-es/diseases-
conditions/syphilis/symptoms-causes/syc-20351756. [enero
2023].

MayoClinic. 2023. Hepatitis B. [ En linea]. Disponible en:

https://www.mayoclinic.org/es-es/diseases-conditions/hepatitis-

b/symptoms-causes/syc-20366802. [enero 2023].

MayoClinic.  2023.  Hepatitis C. [En linea]. Disponible  en:
https://www.mayoclinic.org/es-es/diseases-conditions/hepatitis-

c/symptoms-causes/syc-20354278. [enero 2023].

Ministerio de Salud y Proteccion Social. 2015. Virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
[En linea]. Disponible en:
https://www.minsalud.gov.co/salud/publica/ssr/Paginas/Virus-

de-la-inmunodeficiencia-humana-VIH-y-Sindrome-de-la-



36

inmunodeficiencia-adquirida
SIDA .aspx#:~:text=El1%20VIH%2C%20a%20pesar%20de,de%2
Omuertes%20por%?20esta%?20causa. [enero 2023].

Montiel, A., Arias, J., Chavez, M., Herrera, O., Atencio, M., Coronel, K., Patifio, A.
2016. Seroprevalencia de Sifilis en donantes del banco de sangre
del Hospital Universitario de Maracaibo: Periodo 2012- 2014.
Rev Kasmera. 44 (2): 88 - 96. Disponible en:
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0075522
22016000200003&Ing=es&tIng=es. [enero 2023].

More, D., Canelo, P., Miranda, M., Leon, A., Diaz, G., Sulca, O., et al. 2022.
Prevalencia de marcadores infecciosos y factores asociados en
donantes de un banco de sangre peruano. Rev Perl Med Exp
Salud Pulblica. 38 (4): 627 - 33. Disponible en:
https://rpmesp.ins.gob.pe/index.php/rpmesp/article/view/9286.
[enero 2023].

Moscoso, M., Rosario, R. y Rodriguez, L. (2001). Nuestra Juventud Adolescente:
¢Cuél es el riesgo de contraer VIH? Interamerican Journal
Psychology. Sociedad Interamericana de Psicologia Austin,
Latinoamericanistas. 35(002),79-91.

OPS/OMS. 2015. SANGRE. Disponible en: https://www.paho.org/es/temas/sangre.
[abril 2023].

OPS/OMS. 2016. Global status report on blood safety and availability. [En linea].
Disponible en:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/254987/978924
1565431-



37

eng.pdf.;jsessionid=D6307BE33F6D3CD00320F041768F06717s
equence=1. [enero, 2023].

OPS/OMS. 2020. Enfermedad de Chagas. Disponible en:
https://www.paho.org/es/temas/enfermedad-chagas. [enero
2023].

Pereira. 2014. Abbott “Ventanas inmunoldgicas para los ensayos de serologia
infecciosa en banco de sangre”. [En linea]. Disponible en:
https://www.aba.com.co/images/IMAGENES/BLOG/Ventanas-
inmunolgicas-para-los-marcadores-de-serologa-infecciosa.pdf.
[enero, 2023].

Rivera, C., Lopez, D., Zamora, T., Duefias, A., Mora, D. 2017. Infeccién por el virus
linfotropico humano de células T tipo 1 (HTLV-1) y paraparesia
espastica. Avances y diagndstico 35 afios después de su
descubrimiento. Rev latreia, 30 (2): 146 - 159. Disponible en:
https://doi.org/10.17533/udea.iatreia.v30n2a04. [enero 2023].

Ruiz, L., Villegas, R., Cardona, J. 2018. Prevalencia de agentes transmisibles por
transfusién y factores asociados en un banco de sangre de
Cérdoba- Colombia 2014-2016. Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cent.
21 (2):297-308. [En linea]. Disponible en https:/
doi.org/10.31910/rudca.v21.n2.2018.969. [junio 2023].

Salinas, P. 2011. Metodologia de la investigacion cientifica. [En linea]. Disponible
en:
http://www.saber.ula.ve/bitstream/handle/123456789/34398/met
odologia_investigacion.pdf;jsessionid=9312C0A1A81A8B4391
E8053461A61D0B?sequence=1. [junio 2023].



38

Sandes, V., Silva, C., Motta, F., Velarde, C., Castillo, S. 2017. Evaluation of positive
and false-positive results in syphilis screening of blood donors in
Rio de Janeiro, Brazil. Transfus Med. 27 (3): 200 - 6. Disponible
en: https://doi.org/10.1111/tme.12395. [enero, 2023].

Suérez, G., Eranilde, L., De Freitas, F., Hannaoui, J., Gomez, J. 2007. Prevalencia de
enfermedades infecciosas de transmision sanguinea en donantes
que asisten al Banco de Sangre del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald”, Cumana, Estado Sucre. Kasmera,
35 (1): 56 - 64. [En linea]. Disponible en;
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0075-
52222007000100007&Ing=es&tIng=es. [enero 2023].

Unidad de hemoterapia y banco de sangre. 2018, mayo. Manual de hemoterapia. [En
linea]. Disponible en:
http://bvs.minsa.gob.pe/local/minsa/3178.pdf. [enero, 2023].

UNILABS. 2022. Periodo de incubacion. [En linea]. Disponible en:
https://www.unilabs.es/glosario/periodo-de-incubacion.  [enero
2023].

Zhong, X., Zhang, L., Wan, Y. 2015. La estimacion de la prevalencia y los factores
de riesgo de infeccidn por el virus de la hepatitis B entre los
donantes de sangre en Chengdu, China. J Med Virol. 88 (2): 260
- 7. Disponible en: https://doi.org/10.1002/jmv.24339. [enero,
2023].



APENDICES

39



40

Apéndice A
S,

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
“DR. FRANCISCO BATTISTINI CASALTA”
Dra. Joyceyn Boulanger.

Directora de Investigacion y docencia ISPB.
ATN Dr. Pedro Parrilla.
Division de Investigacion y Cultura.

Reciba un cordial saludo, por medio de la presente solicito ante usted el
permiso necesario para hacer uso de los datos estadisticos e informacion de los
voluntarios donantes del servicio de banco de sangre para la recoleccion de datos para
mi trabajo de grado titulado: MARCADORES INFECCIOSOS EN EL BANCO
DE SANGRE DEL COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO RUIZ Y
PAEZ, CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR, a cargo de la tutora Licda.
Angélica Farrera y como Tesistas: Paola Eugherliana Diaz Mata CI: V- 26.676.597,
Génesis Amanda Prieto Paz Cl: V- 26. 839.823, como requisito para obtener el Titulo
de Licenciada en Bioanalisis.

Sin otro particular y esperando su consideracion, me despido.

ATENTAMENTE

Licda. Farrera, Angélica.

Br. Paola Eugherliana Diaz Mata. Br. Génesis Amanda Prieto Paz.
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

“DR. FRANCISCO BATTISTINI CASALTA”

DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS
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MARCADORES INFECCIOSOS EN EL BANCO DE SANGRE DEL COMPLEJO

HOSPITALARIO UNIVERSITARIO RUIZ Y PAEZ.

Datos del donante — Mes:

N° de registro:

N° del donante

Marcadores infecciosos

Virus de
Edad inmunodeficiencia
humana (VIH)
. Femenino Treponema pallidum
Género ..
Masculino (Sifilis)
. Enfermedad de Chagas
Trabajo (EC)
Primaria
Nivel de estudio Bachiller Hepatitis C
Universitario/TSU
Zona rural HBsAg
Lugar de residencia HBCcADb
Zona urbana
HTLV I -1l

Observaciones:

Realizado por Paola Diaz.
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Apéndice C

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
“DR. FRANCISCO BATTISTINI CASALTA”

Reciba un cordial saludo.

Por medio de la presente, las Tesistas PAOLA EUGHERLIANA DIAZ
MATA, titular de la cédula V- 26.676.597 y GENESIS AMANDA PRIETO PAZ,
titular de la cédula V — 26.839.823, estudiantes de la carrera Licenciatura en
Bioanalisis, nos comprometemos a resguardar, mantener la confidencialidad y de no
hacer mal uso de los expedientes, reportes, archivos fisicos, datos personales o bien
sea cualquier otro registro o informacién relacionado con el estudio mencionado a
nuestro cargo. Todo seré estrictamente utilizado para la realizacién de nuestro trabajo
de grado titulado: MARCADORES INFECCIOSOS EN EL BANCO DE
SANGRE DEL COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO RUIZ Y
PAEZ, CIUDAD BOLIVAR, ESTADO BOLIVAR, a cargo de la tutora Licda.
Angélica Farrera. Como requisito para obtener el titulo de Licenciatura en

Bioanalisis.

ATENTAMENTE

Br. Paola Eugherliana Diaz Mata Br. Génesis Amanda Prieto Paz

Ciudad Bolivar, junio del 2023.
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Anexo 1

Kit de ELISA para el Diagnostico de ANTI-TP
Kit de Elisa de Anticuerpos contra la sifilis (T. pallidum) |

A |

Prueba HBsAg ELISA
Método Ensayo Inmunosorbente Ligado a Enzimas
Principio Sandwich-ELISA
Muestra 50ul
Especificidad 100.00%
Sensibilidad 100.00% |
Tiempo Total 120 min )|
Duracién 12 meses )

Lea el pros) con cuidado y completamente antes de realizar el ensayo. Siga las instrucciones y
no las modifique. Solo mediante el cumplimiento estricto de estas instrucciones, se pueden evitar los '
resultados erréneos y lograr el rendimiento optimo de este kit ELISA. |
i
{

USO DEL PRODUCTO

El TP ELISA es un inmunoensayo enzimatico para la detecciéon ct tiva de anti pos IgG contra T.
pallidum en muestras de suero, que se utilizara junto con pruebas no treponémicas para proporcionar |
evidencia ser gi de inf i6n por T. pallidum (el agente de la sifilis). La sifilis (T. pallidum) -1IgG |
también esta destinada a analizar muestras de sueroc o plasma para detectar donantes de sangre y / ©
plasma a fin de excluir un historial de sifilis.

RESUMEN

La sifilis es una enfermedad, generalmente de transmision sexual. causada por una infeccion con la
espiroqueta Treponema pallidum (T.pallidum). La infeccion es sistémica desde el principio y la
enfermedad se caracteriza por periodos de latencia, a menudo superiores a los veinte afios. Estas
caracteristicas, junto con el hecho de que T. pallidum no puede aislarse en cultivo, significa que las
técnicas serolégicas juegan un papel importante en el diagndstico de la sifilis y el seguimiento del |
tratamiento. Los procedimientos mas comunmente utilizados para detectar anticuerpos contra T.
pallidum en los laboratorios de diagnéstico clinico se basan en su reaccién con antigenos lipoidales
no treponémicos (las pruebas de reagina). Las pruebas de Reagin, como RPR o VDRL, se pueden
usar para probar diluciones en serie de la muestra de suero. Los valores del punto final de las
muestras de suero obtenidas de forma secuencial disminuyen después de un tratamiento exitoso
hasta que, después de un periodo de varios meses, el paciente por lo general se vuelve una prueba
de reagina no reactiva. Las muestras de suero de diagndéstico clinico que son reactivas en las pruebas
de reagina se suelen confirmar mediante pruebas treponémicas como la Microhemaglutinacién-T.
pallidum (MHA-TP) o la prueba de Absorcion de Anticuerpo Treponemal Fluorescente (FTA-ABS). A
diferencia de las pruebas no treponémicas, |la reactividad de la prueba treponémica persistira después
del tratamiento en aproximadamente el 85% de los casos a menudo durante la vida del paciente.
Cualquier suero que proporcione resuitados reaclivos © equivocos en ensayos iniciales basados

en ti nema debe complementarse con una prueba cuantitativa no treponémica (como RPR o
VDRL) para distinguir de la enfermedad activa y ayudar a d tar itivos. Los donantes de
sangre y / o plasma para transfusion se examinan en busca de anticuerpos contra T. pallidum usando
pruebas de reagina o treponémicas. La deteccién de anticuerpos contra T. pallidum se usa para
ayudar a identificar donantes que presentan un ma de transmision de infecciones
transmitidas la sangre. Syphilis-IgG es una prueba treponémica para los anticuerpos clase T.
pallidum IgG. El formato de enzimoinmunoensayo permite el uso de un lector de microplacas que
elimina la interpretacion subjetiva de los resultados y el procedimiento de prueba
automatizarse para pruebas de gran volumen.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Anti-TP ELISA emplea un método de ELIS.A sandwich en fase sdlida para la g ion de ar

pos
contra TP en un procedimiento de inct 1 de dos Las tiras de micropocillos de poliestireno
recubiertas previamente con antigenos de TP recombinantes (TP1S, TP17, TP47) conforman este kit ‘

de inmuncensayo enzimatico en sandwich de incubacién en dos pasos. En el momento de la primera

pa de incubacién, se agrega muestra de plasma o suero del paciente. Si estan presentes
anticuerpos TP especificos, seran capturados dentro de los pocillos. Después de esto, los |
micropocillos se lavan para eliminar las proteinas séricas no unidas. Después de esta etapa se
agrega el segundo conjunto de antigenos recombinantes conjugados con la enzima peroxidasa de
rabano picante (HRP-Conjugate) e indicando los mismos epitopos que los antigenos prermrecubiertos. |
Mientras ocurre la segunda incubacion, estos antigenos se uniran al an capturado. Las

soluciones de cromégeno pueden agregarse a los pocillos, pero no antes de que los micropocillos se
laven de nuevo para eliminar el conjugado no unido. En los pocillos donde tiene lugar el
inmunocom, ] sandwich

plejo antigeno-anticuerpo-antigeno (HRP), los cromoégenos incoloros se
hidrolizan mediante el conjugado de HRP unido a un producto de coilor azul. Después terminar la
reaccién con acido sulfarico, el color azul se vuelve amarilio.

Lo que se puede medir en este punto es la cantidad de intensidad de color proporcional a la cantidad

de anticuerpo capturado en los pocilios y a la muestra. Los pozos incoloros indican negativo para
anti-TP.
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Anexo 2

A. OBJETIVO DEL EQUIPO.

Ensayo inmunoenzimatico de tercera generacion (ELISA) para
la determinacion de anticuerpos frente a Tripanosoma cruzi (Tc)
en suero y plasma humano. El equipo esta disefiado para el
cribado de unidades de sangre y el seguimiento de pacientes
infectados por Tc.

Uso exclusivo para diagnéstico “in vitro”™.

B. INTRODUCCION

Los Tripanosomas son protozoos flagelados conocidos por
infectar humanos y causan la enfermedad de Chagas (T.cruzi) y
la enfermedad del suefio (T.brucei).

La enfermedad de Chagas estds ampliamente extendida en
paises de Ameérica del sur y se conoce que estd también
presente en el sur de EE.UU y algunas regiones africanas.

El ciclo vital de T.cruzi requiere tanto un reservorio animal
(habitualmente roedores) como un insecto vector. En humanos,
la proliferacién de parasitos tiene lugar en érganos como el
corazén y, en las fases tempranas de la enfermedad, también
en sangre periférica (fase no proliferativa).

La enfermedad aguda habitualmente se resuelve sin
tratamiento, sin embargo pueden presentarse patologias
cronicas como alteraciones en el miocardio, megacolon y
megaesdfago.

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

Las microplacas estan recubiertas con
recombinantes especificos para T.cruzi.

La fase sélida es primeramente tratada con la muestra diluida y.
si estan presentes, los anticuerpos T.cruzi son capturados por
los antigenos.

Después del lavado de todos los demas componentes de la
muestra, en la 2* incubacion los anticuerpos Tc unidos son
detectados mediante anticuerpos policlonales especificos anti
higG&M, conjugados con peroxidasa (HPR).

La enzima capturada en la fase sélida, combinada con la
mezcla substrato/cromégeno, genera una sefial Optica
proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-Tc presentes en
la muestra.

Un valor de corte (cut-off) permite que estas densidades 6pticas
sean interpretadas como resultados de anticuerpos T.cruzi
positivos y negativos .

antigenos

D. COMPONENTES
La configuracién estandar del equipo cédigo TCAB.CE contiene
reactivos suficientes para 192 pruebas.

1. Microplaca:

n° 2 microplacas. Cada placa contiene 12 tiras de 8 pocillos
rompibles recubiertos con antigenos recombinantes de Chagas.
Las placas estdn empaquetadas en bolsas selladas con
desecante.

2. Control Negativo:

1x4.0 mltvial. Listo para usar. Contiene 1% proteinas de
suero de cabra, tampén citrato sédico 10mM a pH 6.0+/- 0.1,
0.5% Tween 20, 0.09% azida sédica y 0.045% ProClin 300
como conservantes. El control negativo esta codificado con el
color verde oliva.

3. Control positivo:

1x4.0 ml/vial. Listo para usar. Contiene anticuerpos
positivos humanos frente T.cruzi, 1% proteinas de suero de
cabra, tampén citrato sédico 10mM a pH 6.0+/- 0.1, 0.5%
Tween 20, 0.09% azida sédica y 0.045% ProClin 300 como

conservantes. El control positivo esta codificado con el color
azul.

4. Calibrador:
2 viales. Liofilizado. Para disolver en agua calidad EIA como
se detalla en el envase. Contiene anticuerpos frente a T.cruzi
titulados mediante un “Gold Standard” interno, tampén Tris 50
mM a pH 7.8 , 4% BSA, 2% Manitol, 0.2mg/ml sulfato de
gentamicina y 0.045% ProClin 300 como conservantes.

Nota: El volumen necesario para disolver el contenido del

vial varia en cada lote. Se r ienda usar el I
indicado en la etiqueta
5. Tampén de Lavado C do: WASHBUF 20X

2x60 ml/ botella. Solucién concentrada 20x. Una vez diluida,
la solucién de lavado contiene tampoén de fosfato 10 mM a pH
7.0+/-0.2, 0.05% Tween 20 y 0.045% ProClin 300 como
conservantes.

6. Conjugado:

2x16ml/vial. Solucién lista para el uso y codificada con el
color rojo. Contiene anticuerpo policlonal de cabra anti IgM/IgG
humanos conjugado con Peroxidasa (HPR) en presencia de
tampén Tris 10mM a pH 6.8+/-0.1, 5% albumina de suero
bovino, 0.045% ProClin 300 y 0.02% de sulfato de gentamicina
como conservantes.

7. Cromégeno/Substrato:

2x16ml/vial. Lista para wusar. Contiene una solucién
tamponada 50mM citrato-fosfato a pH 3.5-3.8, 4%
dimetilsulféxido, 0.03% tetra-metil-benzidina (TMB) y 0.02%
peréxido de hidrégeno (H202).

Nota: Debido a la sensibilidad a luz intensa mantener
almacenada protegida de la luz.

8. Diluy del yo: DILAS
1x15mlivial. Contiene una solucién tamponada Tris 10mM
pH8.0+/-0.1,y 0.045% de ProClin 300para el pre-tratamiento de
m ¥ bk I- 'ulu‘w

y quea p
9. Acido Sulfarico:
1x32ml/vial. Contiene solucién de H,SO4 a 0.3 M.
(H315, H319; P280, P302+P352, P332+P313,

P305+P351+P338, P337+P313, P362+P363).

10. Diluyente de muestras:

2x50.0 miivial.  Contiene una solucién tamponada citrato
sédico 10mM a pH 6.0 +/- 0.1, 1% de proteinas de suero de
cabra, 0.5% Tween 20, 0.09% azida sodica y 0.045% de
ProClin 300 como conservantes. Se usa para diluir las
muestras.

Nota. El diluyente cambia de color verde oliva a verde azul

en pr ia de la

11. Sellador adhesivo, n°4
12. Manual de instrucciones, n°1
Nota importante: Cuando se requiera, Dia.Pro puede

suministrar reactivos para 96, 480 y 960 pruebas, como se
detalla en la tabla siguiente:

Namero de 96 480 960
Céd TCAB.CE.96 TCAB.CE.480 TCAB.CE.960
Microplaca n°1 n°s5 n®10
Control Negativo 1x2. Omlivial 1x10miivial 1x20mbvial
Control Positivo 1x2.Ombvial 1x10miAvial 1x20miivial
Calibrador 1 vial 5 viales 10 viales
Tampén de lavado conc. 4x
Conjugado 1x i

C 1x

Diluyente del ensayo 1 i 1

Acido sulfdrico 1x15miivial

Diluyente de 4x1
Sellador adhesivo n°2 n® 10 n°20
Manual de instrucciones | n°1 n°1 n°1

45

t——a



46

Anexo 3
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Anexo 4
Introduction
HCV (Hepatitis C virus), which was f rly d ibed as the p ly
transmitted form of non-A, non-B hepatitis,' becomes a chronic disease in
50% of the cases.?

HCV can also be trar drug abuse, sexual, and
household contact.?

Hepatitis C virus is a single stranded RNA virus with some structural rela-
tions to the flavivirus family. Nucleic acid sequences of HCV cDNA clones
provided the basis for the construction of recombinant peptides repre-
senting putative h itis C virus 4% Anti-h itis C virus anti-
body screening of blood using synthetic or recombinant proteins helped
to identify apparently healthy blood donors with Anti-HCV antibodies
who oth ise might have i the virus. This is an enzyme linked
immunosorbent assay using recombinant proteins derived from Core
(c22(p)) and nonstructural regions NS3 (c33c) of HCV virus to detect the
presence of HCV antibodies in human sera.

through ir

M. t Principl

This assay is based upon the two-step indirect method. In the first step,
sample and HCV coated Is are combined. During
the incubation, the Anti-HCV present in sample binds to the antigen
coated on the wells. After the washing, in the second step, enzyme
conjugate is added to the reaction mixture. During the incubation, the
Anti-HCV captured to the solid phase in the first step reacts with mouse
Anti-human IgG within enzyme conjugate. Then a complex is generated
between the solid phase, the Anti-HCV within the sample and the mouse
Anti-human IgG in the y jug: i logical reactions.
After a second hing A and sub B are then added and
catalyzed by this complex, resulting in a chromogenic reaction. The
resulting ch geni ion is d as absorbance. The color
intensity is proportional to the amount of Anti-HCV in the sample.

Components

1. _Coated Wells
1 plate of 96 wells pre-coated with recombinant HCV.

2. _Enzyme Conjugate
1 vial containing 11.5 ml of HRP (horseradish peroxidase) labeled mouse
Anti-human IgG in a stabilizing buffer containing proteins of bovine
origin. Contains 0.05% ProClin 300® preservative.
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11. _2 pieces of plate lid
12. _1 Zip-lock bag

Materials Required but not Provided

Absorbent paper or paper towel.
2. Automated microplate strip washer for washing the microplate.

(optional).

3. Distilled or deionized water for diluting the Wash Solution Concen-
trate.

4. Disposable reagent troughs.

5. Incubator capable of intaining the sre limits (37°C12°C)

defined in the assay protocol.

6. Magnetic stirrer for mixing the Wash Solution. (optional)

7. Micropipettes and multichannel micropipettes of appropriate vol-
umes. (Recommended: 20ul-200u1 and 10ul-50ul).

8. Microplate reader for reading the absorbance at 450 nm with a
reference wavelength of 620 or 630 nm or at a single wavelength of
450 nm.

9. Plate shaker for shaking the plate. (optional).

10. Timer.

11. Vortex mixer for mixing thawed samples. (optional).

Warnings and Precautions

1. For professional use only.

2. Follow the instruction for use carefully. Reliability of assay results
cannot be guaranteed if there are any deviations from the instructions
in this package insert.

3. Handle the ially i ials safely according to
local requirement.

4. CAUTION: The positive control contains human sourced components,
which have been tested and found reactive for Anti-HCV, non-reactive
for HIV 1 and HIV 2 antibodies, Anti-HTLV | & ll, HBsAg and syphilis. It
is recommended that all human sourced materials be considered po-
tentially inf 1s. This assay ¢ i ials of animal origin. Bo-
vine components originate from countries where BSE has not been
reported.

Do not smoke, drink, eat or use cosmetics in the working area.

6. Wear p ive clothing and di: ble gloves when dealing with
samples and reagents. Wash hands after operations.

7. Use caution when handling patient samples to prevent cross con-

i . Use of di bk i or pipette tips is recom-

)

8. Mix the sample in the wells thoroughly by shaking and eliminate the

3
1 vial containing 1 ml of phosphate buff; i ining p
of bovine origin. Contains 0.05% ProClin 300® preservative.
4. iti bubbles.

1 vial ining 1 ml of phosph buffered sol containing pooled
heat-inactivated human serum and plasma positive for Anti-HCV and
proteins of bovine origin. Contains 0.05% ProClin 300® preservative.
S. _Sample Diluent
1 vial containing 11.5 ml of Tris-NaCl buffer and Casein. Contains 0.02%
sodium azide preservative.
6. _Stop Solution
1 vial containing 7.5 ml of 0.62 mol sulfuric acid.
7. _Substrate A
1 vial cor ing 7.5 ml of hydrogen p
8. _SubstrateB
1 vial containing 7.5 ml of TMB (3, 3’, 5, 5'-tetramethylbenzidine) in a
buffer solution.
9.
1 vial containing S0 ml of 20 times working strength PBS-Tween wash
buffer.
10. _1 copy of instruction for use .

Anti-HCV ELISA
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9. Conduct the assay away from bad C . €.g.

air containing high concentration corrosive gas such as sodium hy-

pochlorite acid, alkaline, acetaldehyde and so on, or containing dust.

Failure to remove adhering solution adequately in the aspiration or

decantation wash step(s) may result in poor replication and spurious

results.

. Do not touch or splash the rim of the well with conjugate. Do not
blow out from micropipettes.

. Do not use reagents beyond the labeled expiry date.

Do not mix or use components from kits with different batch codes.

When manual pipette is used, complete pipetting of all controls,

samples within 10 minutes.

It is important that the time of reaction in each well is held constant

to achieve reproducible results.

It is important to calibrate all the equip! it e.g.

microplate readers, icroplate strip hers and/or the

automated instruments used with this device, and to perform routine

preventative maintenance.

10.
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Ac HTLV /Il ULTRA

A_. OBJETIVO DEL EQUIPO.

Ensayo inmunocenzimatico (ELISA) para la determinacion
cualitativa de anticuerpos frente al virus linfotrépico humano de
células T tipo 1 y 11, 0 Ac HTLV Wil. El equipo esta disefiado para
el cribado de unidades de sangre y el seguimiento de pacientes
infectados por HTLV Wil. Uso exclusivo para diagnéstico “in
vitro”.

B. INTRODUCCION.

Los HTLV I/l sen retrovirus no relacionados genéticamente con
el VIH 1/2; sin embargo, tienen rutas de transmision similares y
pueden tener periodos de latencia extremadamente largos
antes de la manifestacion de la enfermedad.

El HTLY | es endémico en el sur de Japén, en el Caribe y en
EE. UU., y en muchas otras poblaciones dispersas por todo el
mundo.

El HTLV 1l es endémico en algunas poblaciones nativas
americanas, pero se detecta principalmente en usuarios de
drogas intravenosas y en sus parejas sexuales.

Los HTLV VIl se transmiten por via transplacentaria, parenteral,
por contacto sexual y mediante sangre infectada.

Se ha aplicado el ensayo ELISA para el diagndstico de
serologia de HTLV I/l mediante la deteccién de anticuerpos
aspecificos en plasma y suero.

C. PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

Se han recubierto las microplacas con  antigenos
inmunadominantes sintéticos especificos de HTLV I/l derivados
de gp46-1, gp46-1l y gp21.

La fase sélida se trata primero con la muestra y se capturan los
anticuerpos anti HTLV I/ll, si existen, mediante los antigenos
recubiertos en la microplaca.

Después del lavado, que elimina el resto de los componentes
de la muestra, en la segunda incubacion se detectan los
anticuerpos totales anti HTLV V1l unidos mediante la adicion de
antigenos sintéticos especificos derivados de gp46-1, gp4sll y
gp21, marcados con peroxidasa (HRP).

La enzima capturada en la fase solida, combinada con la
mezcla substrato/cromogeno, genera  una  sefial  Optica
proporcional a la cantidad de anticuerpos anti HTLV 11}
presentes en la muestra. Tras bloquear la reaccion enzimatica,
su densidad oplica se mide mediante un lector ELISA.

La wversiobn ULTRA resulta especialmente adecuada para
cribados autormnatizados.

D. COMPONENTES.

La configuracidn estandar del equipo contiene reactivos
suficientes para realizar 192 pruebas.

1. Microplaca: [MICROPLATE|

2 microplacas. 12 tiras de 8 pocillos rompibles. Se han

recubierto las microplacas con antigenos inmunodominantes
sintéticos especificos de HTLV /Il derivados de gp46-i, gp46-11
y gp21. Las placas estan selladas en una bolsa con desecante.
Dejar la microplaca a temperatura ambiente antes de abrirla;
sellar las tiras sobrantes en la bolsa con el desecante y
conservar a 4 °C.

2. Control negativo @ONTRD__L ]

1 vial de 4,0 ml.Listo para el uso. Contiene 5% de albimina de
suero bovino (BSA), tampén fosfato 10 mM a pH 7.4 +/- 0,1,
azida sodica 0,09% y ProClin 300 al 0,045%. Cedificado con
color marrén/amarillo.

3. Control positive [CONTROL 4

1 vial de 4,0 mi_Listo para el uso. Contiene 5% de BSA, tampon
fosfato 10 mM a pH 7,4 +/- 0,1, azida sédica 0,09%, suero
humano positivo a anticuerpos HTLV inactivado y ProClin 300 al
0,045%. Codificado con color verde,

4. Calibrador: @ L m!

2 viales. Calibrador liofilizado. Contiene anticuerpos de anti
HTLV VIl inactivados, calibrados frente a Accurun 24
(SeraCare), 4% de albumina de suero bovino (BSA), 2% de
manitol, tampén Tris 50mM a pH 7,8, 0,2 mg/ml de sulfato de
gentamicina y ProClin 300 al 0,045%.

Nota: EI volumen necesario para disolver el contenido del
frasco puede variar en cada lote. Usar el volumen correcto
indicado en la etiqueta.

5. lucién de lavado m

2 botellas de 60 ml. Solucién concentrada 20x que contiene
ProClin 300 al 0,045% como conservante. Una vez diluida, la
solucion de lavado contiene tampon fosfate 10 mM a pH 7,0 +/-
0,2 y Tween 20 al 0,05%.

6. Conjugado: CON.J

1 botella de 25,0 ml. Solucion lista para el uso. Contiene mezcla
de antigenos sintéticos de HTLV, marcados con HRP, 5% de
BSA, tampén Tris 10 mM a pH 6,8 +/- 0,1, 0,3 mg/ml de sulfato
de gentamicina y ProClin 300 al 0,045% como conservantes.
Codificado con color rosa/rojo.

7. Cromégenol/substrato

1 botella de 25 ml. Componente listo para el uso. Contiene
tampon citrato-fosfato 50 mM a pH 3,5-3,8, dimetilsulfoxido 4%,
tetra-metil-benzidina (TMB) 0,03% y peroxido de hidrégenc
(Hz02) 0,02%.

Nota: Sustancia fotosensible. Conservar protegida de la
Juz.

8. Acido sulfarico: [H2504 0.3 M|

1 botella de 25 ml. Contiene solucién de H2S04 0,3 M.

Atencién: Irritante  (H315, H319; P280, P302+P352,
P332+P313, P305+P351+P338, P337+P313, P362+P363).

9. Sellador adhesivo, 4 uds.

10. Manual de instrucciones, 1 ud.

Nota importante: A peticion del cliente, DIA.PRO puede
suministrar reactivos para 96, 480, 960 pruebas, como se
describe a continuacion:

RN IHHT L BETH R i IR
HILVABULTRA CE 86 HTLVABULVRA.CE. HTLVABULTI

Microplaca
Control negativa
Control positive
Calibrador
Soluc. lav. conc.
Conjugada
Cromog./subs.

ud 5 uds.

vial de 2,0 mi 1 vial de 10 m!
vial de 2.0 mi 1 vial do 10 mi
vial 5 viales

botella x 60mI 5 botallas x 60 ml
vial de 18 mi 2 botelias x 40 ml
vial de 16 m! 2 bolellas x 40 m!
Acido sulfurico vial de 15 mi 2 boleilas x 40 ml
Sellador adhesiv 2 uds 10 uds 20 uds.
10. Manual instruce. iud 1ud. 1ud

10 uds.

10 viales

1.
2
a
4.
5.
8.
7.
a8
9.

1 vial de 20 mi
1 vial de 20 mi

4 botellas x 150 mi
4 botellas x 40 ml
4 botellas x 40 m!
2 botellas x 80 m)

E. MATERIALES NECESARIOS NO SUMINISTRADOS.

1. Micropipetas calibradas (200 uyl y 10 pl) y puntas plasticas
desechables.

2. Agua de calidad EIA (bidestiiada o desionizada, tratada con

carbén para eliminar oxidantes quimicos usados como

desinfectantes).

Temporizador con un rango de 60 minutos como minimo.

Papel absorbente.

Incubador termostatico de mi ELISA, cali o,

capaz de proporcionar una temperatura de +37 °C.

oew
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Kit de Elisa para el diagnéstico del virus de la inmunodeficiencia

HIV-1 Anticuerpo P24 y HIV 1+2 Anticuerpos (incluido O) Humano
Kit de Elisa HIV-1+2 O Ag/Ab Diagnostico 4ta Generacion

VSS Pruebas

o o -y
sponibles La ulilizacion de métodos de hiote ‘; P og, protainas pyesaray ®)
HIV-2 El antigeno
ante Mayor ¥
Glida con un
de proteinas. La

LG oot g
expresion de las reglones inmunofreactivas important
permite |a produccion de ensayos combinados de HIV-1
recombinante también podria producirse con una pureza considerable
en grandes cantidades, y se pueden unir a 1a superficie de 1a fa

control mucho mas estricto sobre 1as proporciones y concentraciones P 2
primera y la sequnda generacion de kits de HIV se basaron en @l metodo ELIS
indirecto y pudieron detectar anticuerpos 1gG solo por enzimas

n utilizd el método

anticuerpo 1gG antihumano marcado. El ELISA de tercara generaciof
doble antigeno-sandwich nuevamente con
antigenos recubiertos con placas de poliestirano en fase sélida, pero
de anticuerpos lograda con |a ayuda de otra

antigeno marcado con enzima. Los ensayos

con la deteccion

de tercera generacion podrian detectar

Prueba HIV ELISA todos los anticuerpos en |a muestra (1gG. IgM. etc) lo que aumenta significativamente
|a sensibilidad del ensayo en comparacion con las generaciones antencres Ademas
Métod Ensayo Inmunosorbente Ligado la deteccién de IgM
étodo a Enzimas anticuerpos que estan presentes solo durante las pnmeras etapas de 12 infeccion
acortan mucho la ventana de deteccion de anticuerpos
Principio Sandwich-ELISA periodo (el perfodo de tiempo en el que no hay produccion de anticuerpos
Cing) 5 d 5 p
y en comp con la g g \, las pruebas de
Muestre 8 "sandwich” podrian detectar anticuerpos 11 dias antes Para reducir ain mas ‘a
B deteccion de anlicuerpos -
Especificidad 99.32% periodo de ventana, se han desarrollado ELISA de HIV de cuarta generacion que
podrian detectar simultaneamente antigenos de HIV (p24) y anticuerpos y detectar
Sensibilidad 100.00% todos los subtip las formas circulatonas comunes (CRF)
son com
Tiempo Total 120 min disponible desde 1998. Con la deteccion de p24, las pruebas de cuarta generacion
acortan el periodo de la ventana a 16 dias, 0
5 comparado con la 3ra g 6n, la infeccion por HIV podria detectarse 8 dias antes.
Duracién 12 meses
PRINCIPIO DE LA PRUEBA
HIV1 + 2 + O Ag / Ab ELISA es un kit de inmunoensayo enzimatico tpo sandwich de

con cuidado y completamente antes de realizar el ensayo. Siga las
ve. Solo mediante el cumplimiento estricto de estas
ltados erroneos y lograr el rendimiento 6ptimo

Lea el prospecto
instrucciones y no las modifiq
instrucciones, se pueden evitar los resul
de este kit ELISA.

USO DEL PRODUCTO

dos etapas de incubacion que utiliza tiras de pocillos de poliestireno recublertas
i con d HIV-1 gp41, gp120,

p g e HIV inantes (recombinante

recombinante HIV-

Antigeno peptidico 2gp36 y grupo 0) y anticuerpos anti-HIV (p24). Como pnmer paso,
los anti anti-HIV biotinilados (p24) junto con la muestra de suero o plasma del

los. Durante la incubacion, los anticuerpos del HIV-12

paciente se agregan a los pocil
i tra, se capturaran dentro de los pocillos.

El HIVi + 2 Ag / Ab ELISA es un enzimoinmunoandlisis (ELISA) para la i6
(incluido el del Grupo 0) oo‘ntra el

ifi si estan p tes en la

Siﬁulwneameme. si HIV p24
i 4 como un doble

cualitativa de! antigeno P24 del HIV-1 y anticuerpos
virus de la inmunodeficiencia humana en suero 0 plasma Esta ala el antigeno esta p! en la - én se
detea_:ibndedor_\antesdesangreyal iagnéstico de pacient dos con la plejo anticuerp ich que comprend i
infeccion por el virus HIV. los anticuerpos recubiertos-p24-anticuerp ilados. Los micropocillos se lavan
para eliminar el suero no unido
RESUMEN . P proteil La ion del plejo de po p24 antigeno- HIV biotinilado
do o los anticuerpos del HIV-1/2 se logra durante la segunda etapa de

Los virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 y tipo 2 son los ag g
sindrome de inmunodeficiencia adqui ida (SIDA) y las i das. EI HIV
se ha aislado de pacientes con SIDA, complejo relacionado con el SIDA (ARC) y de
individuos sanos con alto riesgo de SIDA. La infeccion con HIV es seguida por una
enfermedad aguda similar 2 la gripe. Esta fase puede pasar desapercibida y la
relacion con la infeccion por HIV puede no ser clara en muchos casos. La fase aguda
seguida por un estado portador asintomatico, que progresa a SIDA

incubacion mediante la adicion de la enzima Peroxidasa de rabano picante (HRP) que

se ha conjugado con segund g recombinantes del HIV 1 + 2 y andina

Deteccién de P24: cuando se ha capturado p24 dentro de los pocillos, la avidina

reaccionara con la biotina y se unira a HRP

al complejo Ab-p24-Ab. -

Deteccion del anticuerpo HIV-1/2: cuando los anticuerpos del HIV-1/2 se han

de los pocillos, los antigenos conjugados a HRP se uniran a los

anticuerpos capturados formando Ag-Ab-Ag (HRP) -inm ) del h

Los micropocillos se lavan para eliminar el conjugado no unido y se anaden
luci de cromogeno a los pocillos. En pozos que contienen los inmunocomplejos

generalmente es
clinico en aproximadamente el 50% de los individuos infectados dentro de los 10 afios capturado dentro
p i ala ion. La evidenci 16gi feccion con HIV puede
obtenerse mediante la prueba de la p ia de antig deHIVo enel
suero de individ pech de infeccion por HIV. Los Ig gt
en la fase sintomatica del SIDA

pueden detectarse tanto durante |a fase aguda como

olamente. Los anticuerpos contra HIV -1y 1 0 HIV -2 pueden detectarse durante
practicamente todo el periodo de infeccién, comenzando en, 0 poco después de la
fase aguda y curando hasta la etapa final del SIDA. Ademas de a transmision sexual,
Ia prindipal via de Infeccién con el HIV es la transfusion de sangre. El HIV puede
P tanto en fracciones de sangre | como libres de células.
Por lo tanto, todas las donaciones de sangre O plasma deben analizarse debido al
riesgo de transmisin del HIV a través de la sangre contaminada. Las pruebas ELISA
para la deteccion de la infeccion por HIV se caracterizan por una alta sensibilidad,

fi y un p de operacién simple. Son los més apropiados para
las pruebas de un gran numero de esp y.enla lidad, se g
cientos de pruebas de HIV que se utilizan en el

cribado de sangre de ruina
| o en el diagnéstico clinico. Desde que se introduje
comerciamente las primeras prusbas ELISA de HIV en 1985, se han kel
> 3 pruebas de primera generacion se basa

*.”'."9'.”‘“7'{" "“d“u vificos derivados de virus que se cultivan en "mr;ns ::

108 Q0 80 ha propeDac o meal sonda 818 CnIBMnScon sutaca

por lo tanto, a tasas muy altas de Iad Y.
del

irala
falsos posii

Con la cl

Ag-Ab-Ag (HRP) y / 0 Ab-p24-Ab (HRP) -sandwichl, los incoloros

hidrolizados por el HRP unido a un producto de color azul. El
llo después de terminar |a reaccion con acido sulfurco. La
porcional a la cantidad de

Los cromogenos son
color azul se vuelve amari
cantidad de intensidad del color puede medirse y es pro|

pos 0 p24 dos en los pocillos y a la muestra, respectivamente. Los
pozos que C il ga para anti-HIV-1/2 0 p24 permanecen
incoloros. Lo que se puede medir en este punto es la cantidad de intensidad de color
ional a la \dad de anticuerpo capturado en los pocillos y @ la muestra. Los

prop:
pozos incoloros indican negalivo para anti-HIV 1/2.

MATERIALES Y COMPONENTES
Este kit contiene reactivos suficientes para
una prueba.

la prueba de un maximo de 91 muestras en

 Tiras de micropocillos en blanco fijadas en el soporte

de liras blancas. La placa se sella en una bolsa de aluminio con desecante. Cada
llo conti HIV1 +2 inantes y anticuerpos anti-HIV (p24). Las

poci ]
tiras de micropocillos se pueden romper para usar por separado. Cologue los pozos ©
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L]

Kit ELISA de Diagndéstico de HBsAg
(HBsAg ELISA Kit)

WQG Pruebas @

Prucba HBsAg ELISA
Método Ensayo Inmunosorbente Ligado a Enzimas
Principio Sandwich-ELISA
Muestra 75ul .—J
Especificidad 99.89%
Sensibilidad 99.96%
Tempo Total 120 min
Duracion 12 meses

Lea el prospecto con cuidado y completamente antes de realizar el ensayo. Siga las instrucciones y
no las modifique. Solo mediante el cumplimiento estricto de estas instrucciones, se pueden evitar
los resultados errdneos y lograr el rendimiento Optimo de este kit ELISA.

USO DEL PRODUCTO

El propdsito de la prueba HBsAg ELISA es diagnosticar a los pacientes que se sospecha tienen una
infeccion por el virus de la hepatitis B Y / o analisis de donantes de sangre. Esta prueba de HBsAg es
un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas para la identificacién cualitativa de HBsAg en sueroc /
plasma humano y uno de los mejores métodos disponibles para seleccionar donantes de sangre o en
el diagnostico clinico de individuos infectados con hepatitis B.

RESUMEN
El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus de ADN bicatenario con envoltura que pertenece a la

familia Hepadnaviridae y se reconoce como la principal causa de hepatitis transmitida por la sangre
junto con el virus de la hepatitis C (VHC). La infeccién con VHB induce un espectro de
manifestaciones clinicas que van desde una enfermedad leve e inaparente hasta hepatitis fulminante,
enfermedades hepaticas crénicas graves, que en algunos casos pueden conducir a cirrosis y
carcinoma de higado. La clasificacién de una infeccion de hepatitis B requiere la identificacion de
i i ' aguda y convaleciente) de
oSt eccion, el diagndstico clinico y

el tratamiento de la enfermedad. El antigeno de superficie de la hepatitis B o HBsAg, previamente

descrito como antigeno de Australia, es la proteina mas importante de la envolitura del virus de la
hepatitis B. El antigeno de superficie contiene el determinante “a", comun a todos los subtipos virales
conocidos y se distingue inmunolégicamente en dos subgrupos distintos (ay y ad). E! VHB tiene 10
serotipos principales y se han reconocido cuatro subtipos de HBsAg (adw, ady, ayw y ayr). El HBsAg
se puede detectar de 2 a 4 semanas antes de que los niveles de ALT se vuelvan anormales yde3 as
semanas antes de que aparezcan los sintomas. La deteccidon serolégica de HBsAg es un método
poderoso para el diagndstico y la prevencion de Ia infeccién por VHB y ELISA se ha convertido en un
sistema analitico ampliamente utilizado para el cribado de donantes de sangre y el diagnoéstico clinico

de VHB en individuos infectados.

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

i ara la deteccion de HBsAg, KEWEI HB8sAg ELISA utiliza un método ELISA de anticuerpos
"sandwich” en el cual, las tiras de pocillos polystyr ene estan pre-recubiertas con anticuerpos
monoclonales esoecificos para HBsAg. La muesfra de suero o plasma del paciente se agrega al
micropocilio juntc con un segundo anticuerpo conjugado con la enzima peroxidasa de rabano picartte
(el Conjugado HRP) y se dirige contra un epitopo diferente de HBsAg. Durante la incubacién, el
inmunocomplejo especifico formado en ca
fase sdlida. Después del lavado para eliminar las proteinas séricas de muestra y el conjugado de HRP
no unido, se afiaden soluciones de cromégenoc que contienen tetrametilbencidina (TMB) y perdxido de
urea a los pocillos. En presencia del inmunocomplejo “sandwich™ anticuerpo-antigeno-anticuerpo
(HRP), los cromégenos incoloros se hidrolizan mediante el conjugado de HRP unido a un producto de
color azul. El color azul se vuelve amarillo después de terminar la reaccién con acido sulfarico.-La
cantidad de intensidad de color se puede medir Yy es proporcional a la cantidad de antigeno capturado
en los pocillos, y a su cantidad en la muestra, respectivamente. Los pozos que contienen muestras

negativas para HBsAg permanecen incoloros.

MATERIALES Y COMPONENTES
Este kit contiene reactivos suficientes para la prueba de un maximo de 91 muestras en una prueba.

: tiras de micropocillos en blanco fijadas en el soporte de tiras blancd
boisa de aluminio con desecante. Cada pozo contiene anticuerpd
romper para usar por separad

La placa se sella en una
monoclonales para HBsAg. Las tiras de micropocillos se pueden

so de presencia de HBsAg en la muestra, se captura en la {

o0l S
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