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2 Resumen

En el presente escrito se redacta como se lleva a cabo la creacion a un laboratorio de
diagnostico molecular acreditado dentro de un hospital de nivel 3, mostrando el proceso
completo que abarca desde la utilizacion adecuada del material y equipo de seguridad, la
estandarizacion de las técnicas, la adaptacion de las areas requeridas, hasta la obtencion de
la acreditacion por parte de las autoridades correspondientes.

Dichas actividades se dan en un momento de crisis a nivel mundial, que pone a prueba la
capacidad del sector salud entero, ambiente en el que nos vemos involucrados los egresados
de licenciatura en bioquimica diagnéstica, demostrando que egresamos con las habilidades
necesarias para vencer retos e implementar estrategias para ejercer el diagndstico de forma
adecuada, en donde nuestro papel es de suma importancia para que el personal médico brinde
servicio oportuno y de calidad a la comunidad.

Se muestran las dificultades existentes ante la implementacién de dichas actividades, las
acciones que se llevaron a cabo para mejora de estas, asi como los resultados obtenidos a lo
largo de un afio. Concluyendo de forma satisfactoria por haber tenido éxito en el
establecimiento de un laboratorio de diagndstico molecular, mismo que se encuentra vigente
brindando servicio a la comunidad del Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca.

El Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca (HRAEI), es un organismo
descentralizado de la Administracion Publica Federal, sectorizado a la Secretaria de Salud con
personalidad juridica y patrimonio propio. El hospital fue inaugurado el 29 de marzo de 2012 y
cuenta con una capacidad instalada de 246 camas censables, 108 no censables y 14
qguiréfanos, hospital que hasta a principios del afio 2020 no contaba con laboratorio de
diagndstico molecular. (Secretaria de salud, 2014)

Sin embargo, a la fecha ya cuenta con el mismo y nos enorgullece haber formado parte de
este proyecto tan fructifero que crecié en momentos criticos para el pais y que sin duda alguna,
favorecio en gran medida a la comunidad para hacer frente a la contingencia por COVID-19.

Finalmente se da un panorama de proyectos planteados en el nuevo laboratorio, asi como el
estatus de este y la propuesta de una variedad de técnicas que se estan implementando para
ampliar el servicio, procurando cubrir al maximo de forma breve las peticiones diagnésticas de
la poblacion que acude al HRAEI favoreciendo en la reducciéon de gastos, promoviendo la
creacion de vinculos con los diferentes servicios y lo mas importante agilizar la obtencion de
los resultados para dar seguimiento a los pacientes.



3 Introduccion

En el afio 2019 tras concluir el sistema escolarizado de la licenciatura en Bioquimica
Diagndstica y encontrarme como pasante de la carrera, comencé a realizar servicio social en
el Hospital Juarez de México con la Doctora en Ciencias Monica Sierra Martinez quién cuenta
con plaza de investigador y que al comienzo de mi servicio, ella era la responsable del area de
citogenética en dicho hospital; sin embargo a finales del 2019 se comenz6 la remodelacion del
edificio por lo que surgié la necesidad de buscar una nueva institucion para continuar con la
labor desempefiada en el hospital Juarez, asi en 2020 se presenta la oportunidad de dar
continuidad al servicio social en el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca
(HRAEI) por lo que pude concluir dicha actividad en esta institucion.

A finales del 2019, en todo el mundo circulaba informacion de una nueva enfermedad causada
por un virus casi desconocido, asi paso hasta el comienzo del 2020 y para entonces ya existia
registro de un contagio desmesurado por este nuevo tipo de coronavirus por lo que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declara estado de pandemia el 11 de marzo de 2020
por COVID-19 (CoronaVirus Infectious Disease), tratandose de una enfermedad causada por
el coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), identificado por
primera vez en tracto respiratorio de pacientes con neumonia en Wuhan China.

Por dicha contingencia, surge la necesidad en todo el sector salud de buscar la manera para
hacer combate a los contagios por COVID-19, es asi como el HRAEI comienza la convocatoria
para contratacion de personal eventual y poder brindar apoyo al pais. En ese momento el
propésito personal planteado fue verme involucrada en el area de genética y biologia
molecular, por lo que presente mi documentacion en este hospital para ser participe en apoyo
a la comunidad, realizando el registro y entrega de documentacion en recursos humanos del
HRAEI y tras aprobar las evaluaciones requeridas comencé a laborar en dicha institucion,
entrando de forma oficial el 01 de mayo 2020 con el puesto de “Auxiliar de laboratorio y/o
bioterio A”

Todos los servicios del HRAEI comenzaron a tomar las medidas necesarias para poder dar
atencion a la poblacibn mexicana, cabe mencionar que en aquel entonces el hospital no
contaba con laboratorio de biologia molecular por lo que una medida de gran aportacién fue la
adaptacion del laboratorio ubicado en el primer piso del edificio de planeacién, ensefianza e
investigacion de este hospital, la adaptacion del &rea estuvo a cargo del doctor Gustavo Acosta
Altamirano en colaboracion con la doctora Moénica Sierra Martinez, ademas aunado a ellos,
el HRAEI recluto a un equipo de trabajo que incluia a quimicos farmacéuticos, biélogos,
Ingenieros y bioquimicos, equipo que seria el responsable de realizar las pruebas moleculares,
en donde me vi incluida para colaborar con el diagnéstico de SARS-Cov-2 y la formacion de
un laboratorio acreditado en tiempos de pandemia.

En el presente escrito se redacta cada una de las actividades desempefiadas por parte del
personal de laboratorio molecular, asi como las probleméticas, dificultades, resultados y
aportaciones que se realizaron a lo largo de un afio de experiencia laboral en estado de
pandemia por este virus que sin duda dio pauta a grandes cambios y que puso a prueba al
pais entero, principalmente al sector salud, mismo del que formamos parte los egresados de

la licenciatura en Bioquimica Diagndstica.
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4 Marco Teorico

4.1 Generalidades

Los coronavirus (abreviadamente: CoVs) pertenecen a la Familia Coronaviridae,
Subfamilia Orthocoronavirinae, y Orden Nidovirinae, la denominacion coronavirus procede del
aspecto (bajo ampliacion del microscopio electronico) de corona que le otorgan las
glucoproteinas que sobresalen a modo de espigas o espinas.

El genoma de los coronavirus es +ssARN, esto es: una Unica hebra (s, de single) (s, de strand),
enrollada en sentido positivo (+) (hacia la derecha) de acido ribonucleico (ARN). Los
coronavirus tienen el segundo genoma mas largo de todos los virus-ARN y pertenecen al grupo
IV de la clasificacion de Baltimore; a diferencia del ADN-virus, los ARN-virus se duplican
directamente en la célula infectada.

En general para todos los coronavirus, dos terceras partes del genoma codifican dos
proteinas de gran tamafio, designadas como ORFla Y ORF1b, que se traducen en la enzima
polimerasa virica (RdRp); y otras cuatro proteinas denominadas
estructurales: S (Spike), E (Envoltura), M (Membrana) y N (Nucleocapside).

El acrénimo ORF es Open Reading Frame y el acrénimo RdRp es RNA-dependent-RNA-
polymerase, esas dos terceras partes del genoma contienen también la informacién para la
sintesis de otras proteinas, que se catalogan como accesorias. Mientras las proteinas ORF1a,
ORF1b y las cuatro proteinas estructurales (S, E, M, N) se mantienen invariantes entre las
distintas especies de coronavirus, la longitud del genoma virico es en gran medida funcién del
namero y tamafio de las proteinas accesorias que codifican. La presencia de estas proteinas
accesorias parece ser fundamental para la adaptacion del virus a hospedadores especificos,
ademas la taxonomia de los coronavirus es extraordinariamente compleja, debido a la
recombinacion, insercion y delecién génica que da lugar a nuevas especies.

Segun la International Committee of Taxonomy of Viruses (ICTV) existen cuatro géneros: q, £,
0, v, que engloban a 38 especies encuadradas en la Subfamilia Orthocoronavirinae. EI nUmero
de especies continuard aumentando, dado que existe un sinnimero de especies que todavia
no se han clasificado; los géneros a y B infectan preferentemente a mamiferos y los géneros
0 y Y son infectivos para las aves.

El SARS-CoV-2 responsable de la actual pandemia, es uno de estos coronavirus de RNA
polaridad positiva, no segmentado, envuelto y con espiculas en la superficie, pertenece a los
beta coronavirus igual que SARS-CoV y MERS-CoV, éste tiene una longitud de 29.9 kb,
codifica aproximadamente 25 proteinas que necesita para infectar a los seres humanos y
reproducirse ( Figura 1).


http://www.info-farmacia.com/actualidad/desarrollo-y-conciencia-social/extrana-infeccion-en-la-region-central-de-china
http://www.info-farmacia.com/ultimas-publicaciones/coronaviruscovid-19uncomplejopuzle
https://talk.ictvonline.org/taxonomy
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMcibr2007042

Entre estas, se encuentran la
proteina pico (S), que reconoce la
enzima convertidora de
angiotensina 2 humana (AC2) en la
etapa inicial de la infeccion; dos
proteasas que escinden proteinas
virales y humanas; la ARN
polimerasa que sintetiza ARN viral;
y la endoribonucleasa de escision
de ARN. (Parks J., The New
England Journal of Medicine., 2020)

Es un virus zoonético ya que el
reservorio del SARS-CoV-2 es el
murciélago, sin embargo, el modo
de transmision entre humanos es
por contacto directo con personas
infectadas, principalmente  por
contacto  directo con  gotas
respiratorias de mas de 5 micras,
con capacidad de transmitirse a
distancias de hasta 2 metros, asi
como las manos o los fomites
contaminados con estas
secreciones seguido del contacto

con la mucosa de la boca, nariz y ojos.
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Figura 1. Virion del SARS-CoV-2 y sus proteinas. Parks, J.et al. (2020). How to Discover

Antiviral Drugs Quickly.PDF.Recuperado
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMcibr2007042

de:

4.2 Definicion de caso, signos y sintomas

Ante la forma incierta en que se fueron manifestando los sucesos por COVID-19, se tuvo que
ir actualizando la informacion respecto al virus asi como la definicion de caso, esto es mediante
revisiones perioddicas a medida que se presenta nueva informacion, de esta forma, la OMS
decreta que se considera como caso sospechoso a la persona que cumple con el inicio agudo
de cualquiera de tres o mas de los siguientes signos o sintomas: fiebre, tos, debilidad
general, fatiga, cefalea, mialgia, odinofagia, coriza, disnea, anorexia, nauseas, vomitos, diarrea

y/o alteracion del estado mental.

Los sintomas mas habituales de COVID-19 son la fiebre, tos seca y el cansancio, otros
sintomas menos frecuentes que afectan a algunos pacientes son los dolores y molestias,
congestion nasal, dolor de cabeza, conjuntivitis, dolor de garganta, diarrea, pérdida del gusto
o el olfato y las erupciones cutaneas o cambios de color en los dedos de las manos o los pies.
Estos sintomas suelen ser leves y comienzan gradualmente, sin embargo, cabe mencionar
gue también se presentan casos de personas infectadas solo con sintomas minimos e incluso
nulos, pero cuentan con la capacidad de infectar a otras personas mediante las goticulas

respiratorias expelidas.



https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMcibr2007042

4.3 Tipos de muestras

Para la deteccion de este virus, la OMS indica que las muestras idéneas son los hisopados
nasofaringeos y orofaringeos, preferiblemente combinados, sin embargo, a la fecha el SARS-
CoV-2 se ha detectado en diferentes tipos de muestras. En pacientes de los que se sospecha
seriamente la infeccion por SARS-CoV-2 y los hisopados de las vias respiratorias superiores
son negativos, es posible detectar ARN viral en secreciones de las vias respiratorias inferiores,
como esputos o material de lavado broncoalveolar. También se han notificado datos en
muestras de liquido bucal (saliva inducida), sin embargo, las tasas de deteccion comunicadas
en comparacion con las muestras de vias respiratorias altas del mismo paciente varian
ampliamente, dichas diferencias en la sensibilidad de las evaluaciones de liquidos bucales se
deben posiblemente a las diferentes técnicas de recogida, transporte y conservacion de
muestras, asi como a los dias de evolucion de la enfermedad y a las diferentes poblaciones
de prueba.

Asi también, se ha demostrado que en heces o hisopados rectales también pueden dar
positividad para SARS-CoV-2 y algunos estudios sugieren que esta positividad es mas
prolongada en comparacion con la de las muestras de las vias respiratorias. Otros estudios
han notificado la deteccién de ARN de SARS-CoV2 en muestras de sangre e incluso sugieren
gue la deteccion en la sangre esta asociada a la gravedad de la enfermedad, pero se necesitan
mas evidencias sobre esta posible asociacion.

Ocasionalmente se han realizado detecciones de SARS-CoV-2 en liquidos oculares en
pacientes con y sin signos de conjuntivitis. Algunos estudios fueron capaces de detectar ARN
viral en la orina en un nimero limitado de pacientes y un estudio informé de varios pacientes
con muestras de semen positivas. Ademas, a la fecha existen algunos informes de casos en
gue se ha descrito la deteccidn positiva de ARN en tejido cerebral y liquido cefalorraquideo.
(Organizacién Mundial de la Salud, 2020)

Asi pues, aunque es posible detectar SARS-CoV-2 en una amplia variedad de liquidos y
compartimentos corporales, en donde con mayor frecuencia se detecta es en el material
respiratorio y, por consiguiente, las muestras respiratorias siguen siendo el tipo de muestra de
eleccién para el diagnéstico y segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la
dinamica viral en otras multiples muestras sigue sin caracterizarse completamente. (OMS O.
M., 2020)

4.4 Datos estadisticos

La informacion sobre los datos estadisticos acerca de los casos por COVID-19 cambia
rapidamente ya que puede haber casos aun no reportados y también es posible que
dependiendo de la zona geogréfica los datos no estén disponibles, pero en el recuento diario
se contemplan los casos confirmados asi como las posibles sospechas segun las autoridades
de salud, en las siguientes graficas se contemplan los datos hasta el mes de mayo 2021 ya
gue es el mes en el que se concluye un afio de mi experiencia laboral.

Hasta este mes se reportan a nivel mundial cerca de 173 millones de casos de infecciones por
COVID-19, de estos casos se reportan 3, 739 millones de muertes y a la fecha es dificlil
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establecer con certeza el nUmero de casos recuperados a nivel mundial ya que no todos los

paises cuentan con datos precisos como se observa en la siguiente tabla.

VT M Pandemia de COVID-19 por ubicacion

Ubicacién ¥ ¢  casos e :':'I]uertes ¢ .E’e;ﬂ!f,
Mundo ¢ 173,709,075 3.739.443 Sin datos
- Emdus Jnidos 33,518,669 603,410 Sin datos
e India 28.996.473  351.309 27,341,462
Brasil 16,984,218 474 414 15,408 401
B B Francia 1] 5707.683 110,002 Sin datos
[ Turquia 5.300.236 48341 5.173.186
mmm Rusia [ 5145843 124496 4.752.085
£E= Reino Unido U 4,528,442 127,854 Sin datos
g I talia 4.230.153 126,472 3.908.312
== Argentina K 4,008,708 82,667 3,585,748
W Alemania [ 3.717.890 89,825 3,533,648
== Espafia [M] 3.711.027 80.309 Sin datos
=mm Colombia 3,593,016 90,890 3,267,100
= Iran 2,980,116 81,362 2,578,263
— 2.875.729 74,255 2,646,340
B8 México 2434562 228838 1,941,913
W jcrania (" 2,216,654 51,333 2.101.722
Figura 2. Datos estadisticos de casos por COVID-19 a nivel mundial hasta el mes de mayo

2021.Recuperado de: https://en.wikipedia.org/wiki/Template:COVID-19 pandemic_data

Se puede ver que para México a la fecha el nUmero de casos es de 2,434,562 de los cuales
se han registrado 228,838 muertes y 1,941,913 casos de personas que se han recuperado de
la infeccion.


https://en.wikipedia.org/wiki/Template:COVID-19_pandemic_data

En la siguiente grafica se observa el nUmero de personas fallecidas por continente, siendo
Ameérica con el mayor numero de decesos a causa de COVID-19.
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Figura 3. Nimero de personas fallecidas a consecuencia del coronavirus a nivel mundial a fecha de 30 de mayo 2021 por continente. Recuperado
de: https://es.statista.com/estadisticas/1107719/covid19-numero-de-muertes-a-nivel-mundial-por-region/

En lo que respecta a México, el gobierno reporta de manera diaria la actualizacién del nimero
de casos totales, asi como la tasa de incidencia por estado, el nimero de casos positivos
estimados, numero de personas recuperadas, asi como casos sospechosos, casos negativos
y defunciones confirmados por semana, todos estos datos desde el 2020 a la fecha y se
encuentran disponibles en la pagina oficial del Gobierno de México.
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COVID-19, México: Tasa de incidencia de casos activos (ultimos 14 dias)
estimados por Entidad Federativa de Residencia.
Tasa de incidencia®

02100 (21 estados)

101a 200 (4 estados)

Il 2015300 (2estados)
Il 3013400 ([0estados)
Il 4012500 ([0 estados)
Il 5015600 (estado)
Bl 012700 (2estados)
I -700 (2 estados)
Tasa Nacional: 1435
*La variable de aseciacion y dictaminacién clinica - epidemioldgica, se incorpord al estudio
epidemiologico de caso sospechoso de enfermedad respiratoria viral y a la vigilancia epidemiocldgica,
con el objetivo de tener un mejor acercamiento al comportamiento de la epidemia en el pais.
Actualizacién a las 20:00hrs, 07 de junio de 2021 —
Fuente: Plataforma SISVER, SINAVE, DGE, 552 Reiniciar

* Tasa por 100k habitantes de casos activos estimados, por fecha de inicio de sintomas en los ditimes 14 dias.

Figura 4. Tasa de incidencia de casos activos a fecha de 30 de mayo 2021. Recuperado de:
https://es.statista.com/estadisticas/1107719/covid19-numero-de-muertes-a-nivel-mundial-por-region/
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Figura 5. Numero de casos positivos, sospechosos y negativos nacional. Recuperado de:
https://es.statista.com/estadisticas/1107719/covid19-numero-de-muertes-a-nivel-mundial-por-region/
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Casos positivos estimados, defunciones confirmadas y personas recuperadas nacional
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Figura 6. Casos positivos estimados, defunciones confirmadas y personas recuperadas a nivel nacional. Recuperado de:
https://es.statista.com/estadisticas/1107719/covid19-numero-de-muertes-a-nivel-mundial-por-region/
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Figura 7. Defunciones confirmadas y sospechosas por semana epidemioldgica de ocurrencia nacional. Recuperado de:
https://es.statista.com/estadisticas/1107719/covid19-numero-de-muertes-a-nivel-mundial-por-region/
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Por otra parte, también se encuentra la estadistica del numero de vacunas en el mundo y a los
primeros dias de junio el registro indica que el 10 % de la poblacién a nivel mundial ha recibido
al menos una dosis de la vacuna contra SARS-CoV-2.

Total « Il México Desde el comienzo «
25M
20M
15 M
10M .
5M Al menos 1 dosis 24,186,838
- Completamente vacunadas 14.172.467
0 .
13 ene. 6 feb 2 mar. 26 mar. 19 abr. 13 may. 6 jun.
Al menos 1 dosis » Completamente vacunadas
Figura 9. Nimero de personas fallecidas a consecuencia del coronavirus a nivel mundial a fecha de 30 de
mayo 2021 por continente. Recuperado de: https://es.statista.com/estadisticas/1107719/covid19-numero-de-
muertes-a-nivel-mundial-por-region/

Respecto a la poblacién mexicana, el registro indica que el 19% de la poblacion ya cuenta con
la vacuna, de los cuales 14,172, 467 personas cuentan con el sistema completo y 24,186,838
han recibido al menos una dosis, sin embargo, el haber recibido la vacuna no garantiza
proteccion al 100% ya que se empiezan a ver casos de infeccién aun cuando se recibe el
sistema de vacunaciéon completo; sin duda ahora el reto es garantizar la proteccion
inmunoldgica al recibir las vacunas. Posterior a la sintesis de diferentes vacunas ahora los
estudios giran la atencién a corroborar la eficacia de estas.

4.5 Técnicas de deteccion

Desde el inicio de la pandemia, un tema importante es el variante nimero de test que ha estado
condicionado a las necesidades de cada pais, por ello constantemente se estan evaluando las
propuestas lanzadas al mercado, entre los mas destacados se encuentra la PCR, los test de
deteccion de anticuerpos (IgG e IgM) y anticuerpos totales (Ab) también conocidos como test
rapidos, y los test de deteccion de antigenos en exudado nasofaringeo u otras muestras
respiratorias de vias altas y bajas. Para cada uno de estos test es necesario conocer sus
recomendaciones de uso y el procedimiento para la toma de muestra, siendo fundamental para
minimizar las alteraciones en los resultados debidas a una manipulacion deficiente. (Gestoso,
20202)

4.5.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica altamente sensible y especifica que se basa en una replicacion
exponencial in vitro de una molécula de ADN gendmico (ADNg) o ADN complementario
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(ADNCc), mediante ciclos repetitivos que constan de tres temperaturas. En cada uno de los
ciclos las moléculas se duplican hasta que los reactivos se agotan, la longitud del producto
amplificado la delimitan los iniciadores también llamados primers u oligonucleoétidos, de cuyo
disefio adecuado depende el éxito de la PCR; los iniciadores deben ser especificos, no formar
estructuras secundarias ni hibridaciones inespecificas entre ellos u otra parte de la cadena.
(Salazar, 2013)

Sin embargo, cuando se parte de ADN complementario (ADNc) proveniente del ARNm (&cido
ribonucleico mensajero) se le conoce como RT-PCR (Reverse Transcription-PCR, por sus
siglas en inglés), es decir, del ARN se genera ADN de doble cadena, esta conversion se logra
mediante una reaccion controlada por la enzima transcriptasa reversa, capaz de convertir el
ARNmM en una molécula de ADNCc.

Asi mismo la gqRT-PCR es una variacion de la RT-PCR convencional, en esta variante la
amplificacion y la deteccion se realizan de manera simultdnea; la deteccion se realiza
mediante el empleo de reporteros fluorescentes, obteniendo al final de la reaccion, graficas de
unidades de fluorescencia (RFU) contra el nimero de ciclos y se establece un Threshold (un
valor de corte) que permite discriminar si una muestra es negativa o positiva de acuerdo a su
Ct (cycle threshold) y al comportamiento sigmoidal de la curva de amplificacion.

Asi, la OMS recomendo la técnica gRT-PCR como Gold estandar para la deteccion de SARS-
CoV-2, aunque cabe mencionar que recientemente se han implementado técnicas alternas
derivadas de esta, para facilitar el diagndstico masivo de SARS-CoV-2.

'\ = : IS ["ff)
) H-T (£ | e Al

Extraccion de Preparacion de Mix  Colocar muestras en  Retrotranscripcién
material genético para reaccidon de platillo de
PCR Termociclador para PCR
en tiempo real 1
',O

Resultados Extension vy exitacion Alineamiento Desnaturalizacion
de fluoroforos

Figura 10. Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real. Creado con BioRender.com

4.5.2 RT-LAMP

La amplificacion isotérmica mediante bucle (LAMP) es una técnica de amplificacion de acido
nucleico simple que en comparacion con la PCR resulta mas rapida, es especifica y rentable,
se trata de un sistema de deteccion visual para los resultados de la reaccién LAMP. (Tomita
N., 2008)
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Esta técnica fue desarrollada por Notomi y col. en el 2000, la cual detecta de manera eficiente

virus de ARN ya que es capaz de generar las cadenas de ADN de una sola cadena (cDNA)

a

partir del ARN presente en las muestras, empleando una transcriptasa reversa en un paso
previo a la amplificacion por LAMP. Debido al estado de pandemia que se vive en el pais, en
septiembre del 2020 el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (Cinvestav)

dio a conocer a través de las infografias multimedia acerca de covid-19, la adaptacion de

la

técnica RT-LAMP para la deteccion in situ de SARS-Cov-2. Este proceso, consiste en calentar
la muestra a una temperatura constante para replicar el ARN viral y asi detectar al virus.

(Xoconostle B., 2020)

Toma de Extracciobn Reaccibn de LAMP Calentamiento Resultado

muestra de ARN Durante la reaccién el
La mta. Es transferida Temperatura tubo es irradiado con
a un microtubo con constante de 65°C, luz ultravioleta y si
los componentes para que la enzima esté brilla, el
para la reaccion, comience a resultado es positivo.
incluida una enzima multiplicar los
fluorescente genes del virus.

responsable de hacer
copias de genes
exclusivos de
SARS-CoV-2

Figura 11. Deteccién de COVID-19, rapida in situ por RT-LAMP, creado con BioRender.com

4.5.3 Reaccion de antigenos (Ag)

Al igual que otras técnicas de deteccion, los test de antigenos son aplicados para conocer si
un paciente esta infectado ya que este tipo de pruebas detectan la presencia de un antigeno
0 grupo de proteinas virales mientras se esta cursando por la infeccion. Estos test se pueden
realizar a través de muestras nasales o de saliva y la mayoria puede procesarse en el mismo
lugar de atencion en donde se realiza la toma de muestra, ademas los resultados pueden
estar disponibles en periodos de tiempo relativamente cortos de entre 15 y 30 minutos. Cabe
mencionar que estas pruebas tienen eficacia superior en el momento de mayor carga viral,
esto implica desde el inicio de los sintomas, cuando la enfermedad es més contagiosa y en
el caso especifico de SARS-CoV-2, estan indicados para pacientes que presentan sintomas
en los primeros 7 dias de la infeccion.

Si bien en la actualidad y frente a la contingencia mundial por SARS-CoV-2 se han
implementado test mas sofisticados de gran sensibilidad y precision, estos siguen siendo
menos sensibles que las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos ya que cuentan con
aproximadamente 80% de sensibilidad y mas del 90% de especificidad. Por tal motivo, hay
gue considerar que no son del todo confiables y en casos de una prueba negativa en
personas con sintomas o una prueba positiva en personas sin sintomas, se recomienda
corroborar con métodos moleculares.
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4.5.4 Reaccion de anticuerpos (Ab)

A diferencia de las pruebas de antigenos, la deteccion de anticuerpos sirve para saber si
una persona ha estado infectada por el virus y ha desarrollado defensas, ademas ayuda a
saber si la enfermedad aun esta activa o no, sin embargo, la CDC no recomienda el uso de
estas para diagndstico definitivo.

En estas determinaciones, en funcién del momento en que una persona fue infectada y el
momento de realizacion de la prueba, esta podria no detectar anticuerpos en personas con
una infeccion actual. Se analiza la presencia de inmunoglobulinas IgM (que aparecen entre
7 y 10 dias después del contacto con el virus) e IgG (que aparecen entre 10 y 15 dias
después). Un IgM positivo indica una infeccidn activa, mientras que un IgG positivo significa
gue la infeccion esta superada. Si ambos son positivos, significa que la infeccion esta activa,
pero en fase intermedia.

Si ambas son negativas, significa que no ha habido contacto con el virus. Sin embargo, en
ocasiones, puede ser que la persona si haya estado en contacto con el virus, pero que su
respuesta inmunitaria haya sido distinta y que, en lugar de desarrollar anticuerpos, cuente
con inmunidad celular. Esto ocurre cuando el sistema inmunitario genera células citotoxicas
que atacan a las células infectadas por el virus.

Ademas, aun no se conoce si el resultado positivo de una prueba de anticuerpos indica
inmunidad contra el SARS-CoV-2; por lo tanto, por el momento, las pruebas de anticuerpos
no deberian usarse para determinar si una persona es inmune a la reinfeccion. La realizacion
de pruebas de anticuerpos se esta utilizando con fines epidemiolégicos y de vigilancia de
salud publica, dado que las pruebas de anticuerpos pueden tener diferentes objetivos en el
virus, es posible que se necesiten pruebas especificas para evaluar los anticuerpos
originados por una infeccion pasada en comparacion con los generados por la vacuna.

igM IgG Interpretacion clinica

- - No ha habido contacto con el virus/inmunidad celular

Infeccion activa en fase inicial

Infeccion en fase intermedia

Infeccion superada (inmunidad)

Figura 12. Test de anticuerpos para SARS-CoV-2. Recuperado de: https:/ratiopharm.es/en-la-
botica/actualidad-farmaceutica/diferencias-entre-los-test-de-covid-19-pcr-antigenos-y
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5 Objetivos

5.1 Objetivo General

R/
L X4

Establecer los requerimientos necesarios de un meétodo eficaz que permita la deteccion
del virus de SARS-CoV-2 dentro de un hospital de nivel 3, adaptando areas, técnicas,
equipos e insumos suficientes para crear un laboratorio acreditado en donde se pueda
llevar a cabo el diagnostico de forma permanente que cumpla con las demandas del
hospital y permita hacer frente al estado de pandemia por COVID-19.

5.2 Objetivos Especificos

X/
°e

X/
X4

L)

Ejecutar buenas précticas de laboratorio y medidas de proteccion personal

Dar a conocer los parametros para una adecuada toma de muestra de hisopado naso y
orofaringeo

Mostrar las técnicas de extraccion de acidos nucleicos y amplificacion de estos
mediante RT-gPCR

Presentar los resultados de las técnicas estandarizadas para el diagnostico de SARS-
Cov-2 durante pandemia por COVID-19

Orientar a los egresados de la licenciatura en Bioquimica Diagnostica que estén
interesados en desarrollarse dentro de una institucion de salud.

6 Hipotesis

Cuando se conocen las bases de las pruebas moleculares, el personal tiene la capacidad de
implementar estrategias para la ejecucion de las actividades requeridas en un laboratorio de
diagndstico molecular permitiendo dar resultados de forma adecuada, certera y precisa.
Demostrando asi, que los egresados de la licenciatura en bioquimica diagnéstica tienen una
formacion académica sélida para enfrentar los retos del ambiente laboral.
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7 Metodologia

Adaptacion de las areas requeridas en un

laboratorio de diagnostico molecular.

Procesamiento de muestras

Cuarto p/colocacion de EPP
en el HRAEI

Envi T Obtencion de la Cuarto de toma de muestra

nviar evidencia autorizacion del .,
para comparacion de InDRE Cuarto de extraccion
resultados Cuarto de PCR.

Aprobacion

Lavado t,ie manos, oma de muestra de
colocacién y retiro hisopado naso y
de EPP orofaringeo
Momentos : .,
' Material Estandarizacion del
Material Procedimiento método de extraccion
Procedimiento Transporte Estandarizacion del
meétodo de deteccion

Figura 13. Diagrama de la metodologia planteada para la estandarizacion de las técnicas y la implementacién del nuevo
laboratorio en el HRAEI. Creacién propia.

7.1 Adaptacion de areas

El hecho de iniciar la adaptacién del area implico sumar esfuerzos para que el hospital pudiera
contar con laboratorio de biologia molecular, esto requiri6 de mucho trabajo, mas para los
responsables de la unidad, ya que practicamente no habia nada mas que el espacio fisico. La
doctora Sierra con el doctor Acosta trabajaron arduamente para contactar empresas que
pudieran brindar servicio de proveer los reactivos, inSUmos y equipos necesarios para poder
realizar el diagnéstico.
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Una vez que fue cedido el espacio a la doctora Sierra, se comenzo con la designacion de areas
en las que se dividiria el laboratorio y como primera medida de seguridad, el acceso al
laboratorio fue exclusivo del personal y los responsables a cargo, asi que para entrar se
otorgaron tarjetas de acceso, de esta manera se convirtiéd en un espacio restringido ain para
el demas personal del hospital. Es importante mencionar que todo el espacio cuenta con
sensores de luz automaticos y sensores contra incendios, asi como aire acondicionado;
caracteristicas que beneficiaron para mantener la seguridad, higiene y buen manejo de las
muestras, disminuyendo el riesgo de contaminacion dentro de la instalacion.

Figura 14. Entrada principal del Laboratorio de diagnéstico molecular del Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca
(HRAEI). Imagen propia.

Se establecieron areas sucias identificadas con flechas de color rojo en el piso y areas limpias
identificadas con flechas de color verde, algunas areas limpias fueron la sala de juntas y otros
espacios en donde el personal podria atender actividades de oficina, estas actividades se
facilitaron ya que el hospital cuenta con su propio sistema en red (hraei.saludness.com), en el
gue los diferentes servicios cargan el expediente de cada paciente, actualizandolo de forma
constante a cada servicio que se le brinda, de esta manera desde el laboratorio molecular
tuvimos acceso a la plataforma y checamos a que pacientes les solicitaban PCR para SARS-
CoV-2 sin necesidad de salir del laboratorio para consultar esa informacion en los diferentes
servicios del hospital.
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molecular del HRAEI. Imagen propia.

Figura 15. Espacios designados para realizar actividades administrativas y de oficina dentro del Laboratorio de diagnéstico

Figura 16. Espacio designado para la colocacién de EPP, area limpia dentro
del Laboratorio de diagndstico molecular del HRAEI. Imagen propia.

Como zona limpia también se asigné
un espacio para la colocacion de
equipo de proteccién, mismo en el
gue se guardarian los reactivos que
requirieran refrigeracion.

Se instalo un ultra congelador de -80°
isotemp de la marca Fisher scientific,
en donde se almacenarian las
muestras del material genético ya
extraido y las muestras de hisopados.
En ese espacio también se colocaron
estantes para los insumos requeridos
para la toma de muestra.

Se colocaron carteles informativos
acerca de las medidas necesarias
gue deberian tomarse en cuenta tanto
para el equipo de proteccion como
para el manejo de Residuos
Peligrosos Bioldgico-Infecciosos
(RPBI) relacionado a muestras
sospechosas de COVID.

Asi también esté area conto con una
mesa Yy tarja para el lavado de manos
y del material utilizado, como gradillas
y cajas transportadoras.
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La clasificacion de las areas rojas o de riesgo,
comenz6 con la sala de espera para los
pacientes que tuvieran la capacidad de
acudir por su propio pie a latoma de muestra,
este espacio se adapto en la parte externa
del laboratorio, en esta sala se bloquearon
algunos asientos para mantener la sana
distancia mientras los pacientes esperaban a
recibir el servicio y este espacio era
sanitizado antes y después del horario de
toma de muestra, para evitar esparcimiento
del virus.

El cuarto de toma de muestra como tal, conto
con una mesa de trabajo en la que se tenian
los insumos necesarios, como gasas,
hisopos y guantes; se coloco una silla para
los pacientes y justo a un lado un contenedor
de RPBI para los desechos generados.

También se colocé una silla y computadora
para el registro de muestras, un refrigerador
para la conservacion de las muestras y un
contenedor de RPBI grande para el desecho
del equipo de proteccion utilizado por parte
del personal después de la toma de muestra.

Cabe mencionar que el servicio también fue
brindado al personal del hospital y no solo a
los pacientes ya que en ese momento todos
estdbamos en riesgo de contraer el virus.

En el piso de las instalaciones se colocé una
sefializacién de la ruta que tendria que
seguirse para el posterior traslado de las
muestras a las areas de procesamiento,
indicando con flechas rojas las areas sucias
0 en riesgo de COVID y con flechas verdes
las areas limpias.

Figura 17. Sala de espera fuera del Laboratorio de diagnostico
molecular del HRAEI. Imagen propia.

Figura 18. Cuarto de toma de muestra del Laboratorio de diagnéstico
molecular del HRAEI. Imagen propia.
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Otro espacio de riesgo, fue el asignado como cuarto de extraccion, en esté se colocd un
gabinete de bioseguridad clase Il de la marca nuaire, en donde se realizaria la extraccion de
acidos nucleicos de las muestras de hisopados sospechosos de COVID, también fue colocada
una centrifuga refrigerada ST 40R marca sorval, un refrigerador para almacenar los hisopados,
asientos totalmente forrados por pelicula plastica para que la limpieza de los mismos fuera
mas sencilla al no permitir el almacenamiento del virus en la tela, fue colocada una pequefia
mesa para los insumos requeridos y los contenedores de RPBI pertinentes. Dentro de la
campana se colocO un vortex, micropipetas de diferentes capacidades, puntas, frasco de
desechos y contenedor de punzocortantes RPBI.

Figura 19. Cuarto de Extraccion del Laboratorio de diagnéstico molecular del HRAEI. Imagen propia.
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Por dultimo, se asign6 el area de
amplificacion o PCR, en esta area se
llevaria a cabo la preparacion de la mix para
la amplificacion de los acidos nucleicos de
los pacientes sospechosos de COVID, aqui
se colocd un gabinete con luz UV cleaver
para irradiar a luz UV el material requerido
para la preparaciéon de la reaccién, como
puntas y microtubos.

Se colocé un Multi-Spin MSC-6000 biosan,
un vortex huma twist, un gabinete de
bioseguridad de flujo Ilaminar vertical
luzeren biosafety en donde se prepararia la
reaccién, mismo en el que se colocaron
micropipetas de diferentes capacidades,
asi también se instal6 un termociclador
CFX96 Real-Time marca BioRad
conectado a una computadora para el
posterior andlisis de los resultados.

Se ubicaron contenedores para RPBI junto
con un estante para insumos generales
como guantes, gasas, puntas, etc.

Figura 20. Cuarto de PCR del Laboratorio de diagndéstico molecular del HRAEI. Imagen propia.
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7.2 Acreditacion del Instituto de Diagnodstico y Referencia Epidemioldgico

(InDRE)

Para el diagnéstico de este nuevo coronavirus, el Instituto de Diagnostico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE) puso a disposicidn de las diferentes instituciones de salud, un curso
que llevo por nombre: “Diagndstico y deteccion por laboratorio del nuevo coronavirus, SARS
CoV-2” mismo al que acudieron miembros del laboratorio molecular del HRAEI el dia 25 de
marzo de 2020, y estos a su vez capacitaron al resto del equipo de trabajo con la intencion de
realizar el diagnéstico de forma oficial. Posteriormente a principios de abril del 2020 se
realizaron los tramites y las pruebas necesarias para obtener la aprobacion del INDRE para
gue en el HRAEI se pudiera llevar a cabo el diagndstico con la autorizacidén pertinente por las
autoridades de salud, logrando la aprobacion el dia 21 de abril del mismo afio y a partir de esa
fecha se comenzo una ardua labor por parte del equipo de trabajo. (Anexo 1)

En ese momento, debido a la incertidumbre por la forma de accion de este nuevo coronavirus,
en el HRAEI el personal de salud médico y de enfermeria se negé a recolectar las muestras
de los pacientes sospechosos, de tal manera que el equipo de trabajo del laboratorio molecular
(LabMol) tuvo que adquirir esa responsabilidad, por lo que el riesgo fue indudablemente mas
grande, afortunadamente el personal de control de calidad del HRAEI dio capacitacion al
personal del hospital y aunado a esto, el gobierno de México puso a disposicion una guia
online para la colocacion y retiro del equipo de proteccion personal (EPP), asi mismo, el
gobierno proporciono a las instituciones de salud diversos carteles informativos acerca de las
diferentes medidas que se tenian que implementar en el laboratorio debido a la contingencia
por COVID-19, incluyendo:

= Lavado de manos (Anexo 2)

= Secuencia de colocacién de EPP (Anexo 3)

= Secuencia de retiro de EPP (Anexo 4)

= Embalaje para el transporte seguro de muestras sospechosas de SARS-CoV-2 y otros
virus respiratorios (Anexo 5)

» Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos no anatomicos (Anexo 6)

» Desinfeccion y limpieza en el laboratorio (Anexo 7)

7.3 Lavado de manos

La técnica de lavado de manos es una préactica de higiene de gran importancia ya que el hecho
de llevarla a cabo de manera adecuada dentro de una institucion hospitalaria previene la
transmision de microorganismos entre el personal de salud y pacientes, de esta manera se
previene la transmision de infecciones. En 2005 la OMS lanzé un reto mundial en pro de la
seguridad del paciente “una atencion limpia es una atencion segura” movimiento que promueve
la higiene de manos. Ante la contingencia desatada por COVID-19, esta técnica se volvié de
gran trascendencia, fue resaltada la importancia de conocer y poner en practica de forma
adecuada la técnica.

Antes de llevar a cabo la técnica, es importante tener en cuenta algunos aspectos generales
como una buena higiene de ufas, sin algun tipo de esmalte, acrilico o resina, que se
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mantengan cortas y limpias ya que para el personal de salud el incumplimiento de estas
caracteristicas implicaria un riesgo, mas si se utilizan guantes como mediada de proteccion,
asi también puede ser un riesgo el uso de accesorios como anillos, relojes o pulseras dado
gue pueden ser reservorios de microorganismos con posibilidad de afectar al personal de
salud y a los pacientes. También es importante tomar en cuenta el uso de productos para el
cuidado personal como cremas que ayuden a mantener la integridad de la piel después del
lavado de manos para favorecer a que la piel no sufra lesiones o grietas que impliquen un
riesgo, de igual manera se recomienda utilizar productos en dosificadores y usar toallas
desechables de papel.

7.3.1 Momentos para realizar el lavado de manos

Como medida de higiene personal y de acuerdo con las indicaciones del gobierno, se deberia
aplicar lavado de manos al ingresar y salir del laboratorio, antes y después de manipular
muestras, materiales biolégicos o quimicos. Asi mismo y con mayor frecuencia, después de
vigjar en el transporte publico, de tocar objetos materiales, al llegar a casa, antes y después
de ir al bafio, antes de preparar y/o consumir alimentos y; después de tocar mascotas.

Ademéas, como parte del personal que
corresponde al sector salud, dentro de las
instituciones hospitalarias hay sefalizaciones
de los 5 momentos que hacen referencia a los
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corporales ya que al realizar la toma de

muestra se tiene riesgo de exposicidon a las secreciones salivales y mucosas del paciente, en
este momento aplicar lavado de manos protege la integridad del personal de salud de los
gérmenes dafiinos del paciente, asi también después del momento 4 que es después de tocar
al paciente para protegerse y proteger el entorno de atencion de la salud y el momento 5 que
implica haber tenido contacto con el entorno del paciente puesto que es necesario ingresar a
las habitaciones de cada uno. (OMS, 2005)

7.3.2 Material requerido para el lavado de manos
e Agua
e Jabon liquido, pH neutro
e Toallas desechables de papel
e Tarjas o lavabos preferentemente cerca del area de trabajo
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7.3.3 Procedimiento para el lavado de manos

1. En primer lugar, retiramos los accesorios de manos y mufiecas como anillos, pulseras,
relojes, etc.

2. Del despachador de toallas de papel, tomamos dos trozos, uno para abrir la llave del
agua y otro para el secado de manos.

3. Abrimos la llave con el primer trozo de papel.

4. Mojamos manos y antebrazos completamente.

5. Colocamos una cantidad suficiente de jabdén en la palma de la mano

6. Frotamos las palmas de las manos entre si

7. Frotamos la palma de la mano derecha contra el dorso de la mano izquierda
entrelazando los dedos y viceversa

8. Frotamos las palmas de las manos entre si, con los dedos entrelazados

9. Frotamos el dorso de los dedos de una mano con la palma de la mano opuesta,

agarrandose los dedos, realizar para cada mano.

10.Frotamos con un movimiento de rotacion el pulgar derecho, atrapandolo con la palma
de la mano izquierda y viceversa.

11.Frotamos la punta de los dedos de la mano derecha contra la palma de la mano
izquierda, haciendo movimientos circulares y viceversa.

12. Frotamos la mufieca de la mano izquierda sujetando en pufio con la mano derecha y
viceversa

13.Enjuagamos las manos pasandolas por agua abundante en una sola direccion

14.Secamos las manos con el trozo de toalla reservado al comienzo y antes de desechar,
utilizarla para cerrar la llave y evitar contacto con las manos.

15.Es importante que durante el desarrollo de estos pasos se permita la friccion de las
manos por un tiempo minimo de 15 a 20 segundos. (Anexo 2)

Esta actividad es de suma importancia ya que el hecho de realizar toma de muestra a los
pacientes con sospecha de COVID-19 implica riesgo tanto para el personal como para los
pacientes, se realiza con cada uno sin discriminar entre el grado de riesgo del paciente, la
edad, el servicio en el que se encuentre, etc; ya que el objetivo principal es no crear
contaminacion de un paciente a otro y como medida de prevencién de contagio de cualquier
agente que pueda poseer el paciente en ese momento.

7.4 Colocacion y retiro de equipo de proteccion personal (EPP)

El equipo de proteccién personal (EPP) es el conjunto de elementos que han sido disefiados
con la intencién de proteger al trabajador contra accidentes, enfermedades y/o agentes que
pudieran afectar su integridad en el ambiente laboral; hay que resaltar que el EPP no reduce
el riesgo o peligro, solo protege al individuo de cierto grado de exposicion.

En 2017 la secretaria del trabajo y prevision social publico en el diario oficial la NOM-017-
STPS-2008, que hace referencia al equipo de proteccion personal, seleccion, uso y manejo en
los centros de trabajo; dicha norma establece los requisitos minimos para que el patron
seleccione, adquiera y proporcione a sus trabajadores, el equipo de proteccion personal
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necesario para protegerlos de los agentes del medio ambiente de trabajo que puedan dafar
su fisico o salud. (Secretaria del trabajo y prevision social, 2017)

Ante la pandemia y en el cumplimiento de la norma, el gobierno de México publico un cartel
descriptivo de la técnica para la colocacion de equipo de proteccion personal en el laboratorio
para la toma y procesamiento de muestra de pacientes sospechosos del virus SARS-CoV-2
(COVID-19) y otros virus respiratorios.

Asi los integrantes del LabMol adoptamos el seguimiento de esta técnica como protocolo para
el ingreso a los pisos en donde se hospitalizaron a pacientes con alto riesgo de COVID-19 para
poder realizar toma de muestras de hisopado nasofaringeo, el equipo de proteccion requerido
para esta actividad es el siguiente:

e 2 pares de guantes de nitrilo

e 1 bata desechable

e Mascarilla N95 o a fin

e (Goggles o lentes de seguridad
e Cofia

e Zapatones

e Cinta microporosa

e Pijama quirurgica

Dentro del HRAEI se asigno el tercer y cuarto piso para hospitalizacion de pacientes COVID,
a la entrada de dichos pisos se delimito un area de vestidores para que al ingreso se hiciera el
cambio de la ropa o uniforme por una pijama quirldrgica y a la salida el personal tuviera la
oportunidad de ducharse como medida preventiva de contagio; al ingreso ya sea para laborar
turno completo o solo para toma de muestras, se coloco un transfer que dividiria el area limpia
del &rea sucia para poder colocar y/o retirar el equipo de proteccion.

Antes de empezar a ejecutar la técnica, se tiene que verificar la integridad del material de
proteccién debido a que la toma de muestra es un procedimiento de alto riesgo, es muy
importante realizar una adecuada técnica ya que se puede provocar que el paciente tosa o
estornude durante la obtencién de la muestra. Por ello, al inicio de la pandemia y como medida
preventiva se acudia a realizar las tomas en binomios, asi existia observacién de un
comparfiero a otro para colocar y retirar el EPP, asegurando que no hubiese roturas al
desarrollar la técnica, lo que pudiera suponer un riesgo de contaminacién, se realizé de este
modo hasta que el personal adquirié la destreza para realizarlo de forma adecuada sin
necesidad de supervision de una segunda persona.

El procedimiento se lleva a cabo de acuerdo con las normas y lo establecido por las
autoridades de salud, siguiendo la secuencia del esquema mostrado en el anexo 3. Ademas,
para el equipo de trabajo de este laboratorio, se sustituy6 el uso de KN95 por un respirador de
cara completa, la implementacion de esta mascara facilito en gran medida la toma de muestras
ya que no se empafa, prescindiendo del uso de lentes de seguridad y al ser transparente
posibilita realizar varias tomas sin riesgo en la ventilacion, el modo de colocacion se puede ver
en el anexo 8.
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Una vez concluida la toma de muestra, el retiro de EPP se realiza comenzando de lo més
contaminado a lo menos contaminado y dentro del espacio delimitado como area sucia, esta
secuencia se detalla en el cartel proporcionado por el gobierno del estado de México, Anexo
4.

Cabe resaltar que, después de la toma y antes de retirar el equipo de proteccion, todo el
material es sanitizado con hipoclorito, para disminuir el esparcimiento de particulas virales que
pudieran quedar en el equipo, en el material y en los insumos del personal. Asi mismo se
realiza el lavado de manos pertinente antes y después de salir de cada éarea.

7.5 Recoleccion, envasado, transporte y conservacion de muestras.

Como ya se ha mencionado antes, existe una amplia variedad de muestras en las que se
puede realizar la deteccion de SARS-CoV-2, sin embargo, el laboratorio se apego6 al protocolo
establecido por la OMS, contemplando el hisopado nasofaringeo como muestra ideal para la
deteccion del virus.

El objetivo es la obtencion de células del epitelio respiratorio que pudieran estar portando el
virus, y aunque las secreciones pueden interferir con la toma de la muestra, hay que ser muy
cautos a la hora de recomendar al paciente sonarse la nariz, mas si la indicacién se da al estar
con el paciente para la toma, ya que puede esparcir particulas virales al momento de hacer la
limpieza nasal.

7.5.1 Material requerido para toma de muestra
e Hisopos de plastico flexibles de poliéster, rayon o nylon rebobinado y estériles
e Medio de transporte en recipiente hermético (tubos falcon roscable de 15mL)
e Geles refrigerantes
e Hielera o caja de transporte
e Equipo de proteccion (bata, cofia, guantes, lentes de seguridad, mascarilla y careta o
respirador de cara completa)

7.5.2 Procedimiento para toma de muestra de hisopado naso y orofaringeo

o Antes de la toma se verifica que se encuentre el material completo, en buenas
condiciones y estéril, se rotulan los tubos colocando el nhombre del paciente, edad y
servicio al que pertenecen.

o Se coloca el EPP siguiendo la técnica antes mencionada para colocacion de EPP Anexo
3.

o Se dan instrucciones al paciente, indicandole en donde tiene que sentarse para la toma
de muestra, se le informa en que consiste el procedimiento comentandole las molestias
gue pude causar, explicarle que puede ser doloroso y que ocasionalmente puede
presentar sangrado después de la realizacion de este.

o Para el hisopado, se pide al paciente que se baje la mascarilla lo justo para
dejar la boca y las fosas nasales al descubierto.

o Primero se realiza el muestreo de garganta, se inclina la cabeza del paciente hacia
atras, se retira la envoltura del hisopo, se le indica al paciente abrir la boca lo suficiente
para introducir el hisopo y con este se raspan las amigdalas y la parte faringea posterior
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por un tiempo de entre 5y 10 segundos, al retirarlo se introduce en el tubo que contiene
el liquido de transporte.

Para continuar con la toma de muestra nasal, se retira el hisopo del embalaje y se inclina
ligeramente la cabeza del paciente hacia atras, de modo que las fosas nasales sean
mas accesibles.

El personal que toma la muestra se debe colocar algo lateral al paciente por razones de
seguridad en caso de que el paciente tosa o estornude.

Se le pregunta al paciente si tiene una fosa nasal por la que respira mejor y se intenta
primero por ese lado.

Puede ser util tirar un poco de la punta nasal hacia arriba con la mano que no esté
sujetando el hisopo.

Se inserta suavemente el hisopo por el suelo de la fosa nasal, intentado mantener el
hisopo recto sin lateralizarse, apuntando hacia la parte superior del pabellén auricular
(mas o menos la parte mas anterior del hélix) fig. 21

Si se detecta que el hisopo entra adecuadamente sin resistencia los primeros 50 6 cm,
quiere decir que estamos realizando adecuadamente el procedimiento.

Cuando hay resistencia por parte del paciente, quiere decir que hemos llegado a la
nasofaringe. En ese momento procedemos a girar el hispo durante aproximadamente
10 segundos para asegurarnos de obtener una buena cantidad de muestra.
Posteriormente el hisopo se retira suavemente, girando al mismo tiempo para recoger
més muestra y una vez fuera de la cavidad nasal, se introduce en el tubo que contiene
el medio de transporte para conservar la viabilidad.

Figura 22. Introduccion del hisopo en cavidad
nasofaringea. Recuperado de: hitps:/seorl.net/wp-
content/uploads/2020/07/Toma-de-muestras-
nasofar%C3%ADngeas-para-el-diagn%C3%B3stico-de-
COVID-19.pdf

NOTA: Si al comenzar la introduccion del hisopo, a los 2-3 cm notamos resistencia al paso de
este, sera necesario retroceder un poco buscando un paso diferente y en caso de no conseguir
pasar, sin hacer fuerza, se intentara por la otra fosa. Es necesario asegurarse de mantenerse
en posicion paralela al tabique nasal sin desviar y con direccion a la zona del pabellon. El
hisopo debe alcanzar una profundidad variable segun las caracteristicas del paciente
(alrededor de 7-10 cm). (Morales C., 2020)
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7.5.3 Manejo y transporte de muestras sospechosas de SARS-CoV-2

Al realizar la toma de muestra, todas son consideradas como sospechosas de COVID,
inmediatamente después de la toma, estas se almacenan en hielera o caja transportadora,
misma que debe contener refrigerantes para mantener una red fria mientras son llevadas al
laboratorio, los tubos que contienen las muestras deben estar perfectamente identificados para
evitar errores al elaborar el registro.

Con el fin de evitar diseminacion y contaminacion del virus, al salir de los espacios de toma de
muestra y antes de introducir a la caja transportadora, los tubos son rociados con hipoclorito
de sodio para disminuir el riesgo de contaminacion por salpicaduras que pudieran haberse
generado antes de cerrar el tubo.

Medios ' de Hisopado Transporte cadena de frio
transporte y tipos nasofaringeo
de hisopos y orofaringeo

Figura 23. Medios de transporte, hisopos y red fria. creado con BioRender.com

Para tener un aislamiento del virus exitoso, se debe ser cuidadosos en todo momento y una
de las recomendaciones es que las muestras sean procesadas lo antes posible, de no ser
posible procesarlas dentro de las primeras 24 horas, estas deben ser almacenadas a -70°C, si
no existe la posibilidad de almacenar a esta temperatura, se pueden almacenar temporalmente
a -20°C, siempre cuidando que las muestras no sufran congelacion y descongelacion
repetidamente y de existir la necesidad de transportar las muestras a largas distancias, se
recomienda utilizar hielo seco, considerando el embalaje descrito en el Anexo 5.

Dentro del hospital se establecié una ruta que se tendria que seguir para llevar las muestras
sospechosas desde los pisos de hospitalizacion hacia el laboratorio, para el paso de las
muestras se requeria contar con tarjeta de acceso para abrir un par de puertas restringidas y
una vez en el edificio de ensefianza el elevador era de uso exclusivo para el personal que
llevara muestras de hisopado al laboratorio.

Saliendo del elevador, el paso de las muestras se realizaba por el cuarto de toma y en el
computador que ahi se establecio, se realizaba el registro, introduciendo los siguientes datos:

e A cada muestra se le asigna un codigo COV
e Fecha del dia en que se realiz6 la toma de muestra
e Nombre completo del paciente
e Edad del paciente
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e Municipio de donde es originario el paciente
e Area o servicio en donde se encontraba hospitalizado el paciente al momento de la toma

Debido que al inicio se estaban probando diferentes protocolos de extraccidén y deteccion, se
realizaba toma de muestra de diferentes fluidos, hisopado nasofaringeo, sangre, saliva. Hay
gue aclarar que, para realizar el diagnéstico, siempre se utilizO muestra de hisopado
nasofaringeo y orofaringeo concentradas en un mismo tubo; sin embargo, siempre se tenia
gue registrar con qué tipo de muestras se contaba en el laboratorio para cada paciente.

Asi también se dejaba el espacio pertinente para que posterior al proceso de las muestras se
pudiera colocar el resulta final. Aunado a esto, al principio de la pandemia y de la prestacion
del servicio en el laboratorio, como protocolo a cada paciente se le realizaba prueba rapida, en
este caso también se tenia que registrar el resultado de dicha prueba.
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Figura 24. Base de datos para el registro de pacientes a los que se les realizé PCR para SARS-CoV-2 en el afio 2020.

En abril del 2020 se comenz6 el inicio de esta base de datos, creando una hoja de célculo por
cada mes y al concluir el afio, se inicio otro registro de forma similar.
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7.6 Extraccion de Acidos nucleicos

Al concluir el registro, las muestras
se pasaban al cuarto de extraccion
para comenzar el proceso y poder
obtener el RNA viral, regularmente
no se tenia un horario de corte ya
gue al inicio de la pandemia no se
tenia idea del numero de muestras
gue se tendrian que procesar por dia
0 por turno y en los meses mas
criticos se llego6 a trabajar hasta en
turno nocturno.

Para entrar al cuarto de extraccion
era necesario colocarse traje tyvek
aunado a todo el equipo de
proteccion mencionado en el anexo
No. 3

A pesar de que el proceso de
extraccion regularmente va de una a
dos horas dependiendo de Ia
metodologia seguida, en este caso a
veces se prolongaba por mas tiempo
ya que el nimero de muestras era
elevado, en un turno se llegaron a
procesar hasta 100 muestras, por tal
motivo el hospital proporcion6
residencias temporales asi como la
omisién de checar entrada y salida
de la jornada laboral, se tomaron
estas medidas para poder dar
continuidad y agilidad al
procesamiento de las muestras ya
gue para poder trasladar a los

Figura 25. Colocacion del equipo de proteccién personal para extraer muestras
sospechosas de SARS-CoV-2. . Imagen tomada del libro digital, Estrategias del

HRAEI ante el reto de COVID-19, recuperado de:
https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al 22 oct 2020
issu

pacientes al area adecuada se tenia que confirmar el diagnéstico por PCR, asi los pacientes
podrian pasar de urgencias a hospitalizacion en tercer y cuarto piso asignados como COVID

en caso de resultar positivos.

Debido a las horas prolongadas que el personal pasaba en cuarto de extraccion portando todo
el equipo de proteccién, se consideraba en ese entonces, la extraccion de acidos nucleicos
como el paso mas duro del proceso ya que implicaba demasiado desgaste fisico por soportar
el calor generado con los trajes tyvek, implicaba no poder salir del cuarto hasta concluir la
extraccion, ademas de que después de varias horas comenzaban a empafiarse los goggles y
la careta, este proceso podia provocar periodos de deshidratacion y cuando el trabajo se
prolongaba hasta en la noche habia acumulacion de cansancio, suefio y hambre.
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Procurando solucionar algunos de estos inconvenientes, meses después el hospital
proporciono respiradores de cara completa, omitiendo asi el uso de KN95, goggles y careta,
facilitando desde la toma de muestras multiples y todo el proceso de extraccion sin que hubiera
obstruccion visual, generada por el calor ya que la mascara proporcionada cuenta con filtros
gue permiten el paso de aire de forma mas libre y segura. Anexos No. 8

Figura 26. Proceso de extraccion de RNA viral de muestras de hisopado sospechosas de SARS-CoV-2. Imagen tomada del libro digital,
Estrategias del HRAEI ante el reto de COVID-19, recuperado de:

https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al_22 oct 2020 _issu

En el primer mes de diagndstico que fue en abril 2020, el kit utilizado para extraccién de RNA
viral fue el de la marca QIAGEN, sin embargo, este no se encontraba dentro de los autorizados
por el INDRE, por lo que se cambi6 al kit de extraccién BioPure kit para purificaciéon de RNA
Viral con 100 reacciones, creado por el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav)
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7.6.1

Extraccion de RNNA viral con el kit BioPure

Este es un kit de purificacién por columnas de ARN viral en muestras de exudado faringeo,
nasofaringeo, aspirado o lavado alveolar. Cuenta con un sistema de amortiguacion
especializado que facilita la lisis completa de particulas virales para el aislamiento eficiente del
ARN de muestras que contienen los agentes infecciosos (virus), etc. EI ARN viral se une a la
columna, se lava y se eluye mediante procedimientos rapidos de centrifugacion, esté ARN viral
aislado de alta calidad estara listo para todas las aplicaciones posteriores tales como RT-PCR
y esté probado en la deteccion de COVID-19 mediante gRT-PCR.

El kit contiene:

AN N NN

1 Caja de plastico con asa

1 Buffer ARV (40 ml)

2 Buffer BRV (40 ml) cada uno

2 Buffer CRV (40 ml) cada uno

1 Buffer DRV (10 ml)

2 Bolsas con 50 columnas y 50 tubos colectores de 2 ml

Protocolo detallado:

1.

9.

De la muestra de exudado faringeo, nasofaringeo, aspirado o lavado bronquial, se
colectan de 140 a 200ul, en un microtubo nuevo de 1.5mL.

Posteriormente se agregan 400ul de buffer Arv, se cierra el tubo y se mezcla usando
vortex e inmediatamente se incuba a 65°C por 10 minutos.

Transcurrido el tiempo se deja que la muestra llegue a temperatura ambiente (Aprox.2
minutos) para agregar 800ul de etanol frio y mezclar con vortex.

Se transfieren 700ul del contenido del tubo a la columna blanca con el tubo colector, si
se observan precipitados, también se agregan a la columna.

Se centrifuga el tubo que contiene la columna blanca, se centrifuga por 1 minuto a
10,000 rpm (12,900 x g), pasado el tiempo se desecha el sobrenadante del tubo
colector. Repetir los pasos 4 y 5 con los 700 pl restantes.

Agregar 700ul de buffer Brv a la columna blanca, centrifugar por 1 min a 10,000 rpm
(12,900 x g), pasado el tiempo se desecha el sobrenadante del tubo colector.

Agregar 700ul de buffer Crv a la columna blanca, centrifugar por 1 min a 10,000 rpm
(12,900 x g), pasado el tiempo se desecha el sobrenadante del tubo colector.
Centrifugar nuevamente el tubo que contiene la columna, 1 minuto a 10,000 rpm (12,900
x g) con la finalidad de secarlo. En este paso se elimina cualquier residuo del buffer de
lavado.

Posteriormente transferir la columna blanca a un microtubo nuevo y agregar 40ul de
buffer Drv, incubar 5 minutos a 65°C. Centrifugar 1 minuto a 10,000 rpm (12,900 x Q).

10.Desechar la columna blanca, cerrar el microtubo y guardar el RNA a -80°C hasta su uso

para la siguiente técnica analitica.

El kit pone a disposicion un protocolo para expertos que resume en diagrama el proceso
completo, haciéndolo mas entendible y practico.
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Purificacion de RNA de exudado faringeo, nasofaringeo, aspirado o lavado bronquial.

200 pl
; 1 +a00
, H
| = t Ars =
+700 pl
- +800 pl el
etanol
: = 2X —=
| (V4 (V4
+7go ]J.l +40 “' -
rs m Drs
= .
vacio =
U 65°C l
10 min
Figura 27. Diagrama de protocolo para expertos, proporcionado en el kit de extraccion de la marca BioPure.
CINVESTAV.

Esa fue la metodologia seguida, el personal se apegd a las indicaciones del INDRE, sin
embargo, tras el paso de los meses el numero de casos fue en aumento y con esto se vino
una escasez de reactivos, insumos y equipo de proteccion, los costos se elevaron y fueron
exagerados para algunos de los consumibles, entre ellos los de los kits tanto de extraccion
como de deteccion, por lo que al paso del tiempo se fue cambiando de metodologia
adaptandose a lo que estaba disponible.
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En general todos se rigen bajo el mismo principio, pero por mencionar algunos, se trabajé con
las siguientes marcas comerciales:

Tabla 1
Kits comerciales para la extraccion de acidos nucleicos, probados en el LabMol del HRAEI durante pandemia
por COVID-19

Stratec 250 Kit de columnas que NuUmero limitado de
evita pérdidas de tubos colectores
material genético.

Requiere
Pocos pasos con incubaciones que
Tee \‘_.ﬁ_ buffers de lavado. demoran mas el
) : tiempo de extraccion.
Alto rendimiento,
https://www.selectscience.net/suppliers/st aerO. SOmucrOHtros
ratec-molecular-gmbh/?complD=7492

Biopure 100 Pocos pasos de Un solo tubo colector

reaccion por reaccion.
Hubo escasez de este
Fue de los primeros kit en meses de
aprobados por el contagios elevados.
INDRE
Costo elevado
https://ctrscientific.com/products/kit-p-
purificacion-de-rna-viral-100-
purificaciones-biopure
250 Pocos pasos de Tardo mas tiempo

https://www.qiagen.com/us/products/diag

nostics-and-clinical-research/sample-

processing/aiaamp-viral-rna-kits/

reaccion

Buffer de elucién
muy  estable vy
permite preservar la
integridad del
material genético

Mas de un tubo
colector por
reaccion.

Facil y rapido para
ejecutar

para ser avalado por
el InDRE

En los meses de
mayor demanda se
elevé el costo y se
prolongo el tiempo de
entrega por parte del
proveedor.

35


https://www.selectscience.net/suppliers/stratec-molecular-gmbh/?compID=7492
https://www.selectscience.net/suppliers/stratec-molecular-gmbh/?compID=7492
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MGI 250 Requiere poca Tiempo de extraccion

cantidad de muestra prolongado, mas de 2
2 (200 pl) horas.
} Al ser un kit con perlas

magneéticas se
dificulta la separacion
de las perlas al
momento de la

https://es.trademed.com/cateqgories/714/K
its-para-an%C3%A1lisis-listos-para-usar/

elucion.

Invitek 250 Permite obtener Requiere
DNA y RNA en una incubaciones a altas
misma extraccion. temperaturas, lo que

prolonga el tiempo de
Sencillo de trabajar  extraccion.

http://www.ebiotrade.com/custom/GeneTe
ch/100406/index.htm

Fast Gene 300 Protocolo de No se encuentra
columnas, rapido de avalado por el INDRE
realizar.

Buffers de lavado

facilitan la
= extraccion.
https://www.medicalexpo.es/prod/nippon-
genetics/product-128292-944323.html Mas de un tubo
colector por
reaccion.

Nota: Cabe mencionar que, a pesar de haber probado y estandarizado los diferentes kits, no todos se utilizaron
para el diagndstico, salvo aquellos que en ese momento se encontraban bajo la aprobacion del InDre.

Debido a que no todos los kits se encontraban bajo aprobacién del InNDRE, se hacia la
comparaciéon de uno y otro, ademas se evaluaban las ventajas y desventajas de cada uno,
como el tiempo de extraccion, el rendimiento y las condiciones. Resultando algunos mas
efectivos que otros, ademas de que con cada protocolo puesto en practica se incremento la
habilidad y la capacidad para desarrollar diferentes protocolos.
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7.7 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR)

Siguiendo con el procesamiento de las muestras, una vez que se tenia el RNA extraido, esas
muestras eran pasadas al cuarto de PCR.

En un principio la OMS puso a disposicion dos protocolos de diagnéstico molecular en la pagina
web bajo el nombre de “Pruebas de laboratorio para casos humanos sospechosos del nuevo
coronavirus 2019 (2019-nCoV)” uno de estos fue el llamado protocolo de Berlin, bajo el cual
se comenzo a trabajar en el laboratorio de diagndstico molecular del HRAEI.

Este protocolo se basa en la deteccidn de 2 marcadores diferentes: genes N, E y RdRp. Los
ensayos para los genes E y N se entienden como protocolos de tamizaje para detectar
cualquier beta-coronavirus asociado a murciélagos (no detectan coronavirus humanos
comunes); el ensayo para RdRp es especifico para coronavirus SARS y tipo SARS (incluyendo
el 2019-nCoV). Este protocolo pone en evidencia la presencia del gen RARP.

La deteccion de SARS-CoV-2 se realiz6 conforme a las guias decretadas por la OMS, sin
embargo, conforme paso el tiempo este protocolo fue poniéndose en desuso ya que tenia
como desventaja que todas las reacciones se tenian que hacer por triplicado, esto involucraba
tiempo, espacio en la placa del termociclador y gasto de reactivos en mayor volumen, por lo
gue en cuanto fueron poniendo a disposicidon protocolos mas rapidos y sencillos, se fue
modificando la técnica de deteccion en el HRAEI.

Ejemplo de esto es que a los pocos meses de haber obtenido la aprobacién por parte del IndRE
para realizar el diagnostico, este dio a donacion kits de deteccion, la primera donacion fue por
mil reacciones de la marca Da An Gene, kit que redujo el tiempo de preparacion de la mix y de
corrimiento en el termociclador ya que tenia duracion de una hora y treinta minutos, ademas
de que, a diferencia del protocolo de Berlin, solo era necesario correr una reaccion por cada
muestra.

Dicho kit tiene como primer paso la preparacion de la mix de reaccion, en la que debian
incluirse primers, sonda, enzima y mix de reaccion que proporcionara los catalizadores y
dntp’s; de acuerdo con las indicaciones del kit se redacta la siguiente metodologia.

7.7.1 Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (@ RT-PCR) utilizando el kit de deteccion
Da An Gene

Este es un kit de deteccion para ARN del coronavirus de SARS-CoV-2, se utiliza para la
deteccidn cualitativa in vitro basandose en la técnica de RT-PCR de un solo paso, identificando
la presencia de los genes ORF1l1ab y N de dicho virus seleccionados como regiones diana de
amplificacion.

Los cebadores especificos y las sondas fluorescentes estan disefiados para la deteccion del
ARN en las muestras. Ademas, el kit también incluye un sistema de deteccion estandar interno
endogeno, que se utliza para monitorear los procesos de recoleccion de muestras,
amplificacion del ARN y PCR, lo que permite reducir falsos negativos.
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Tabla 2
Componentes del kit de deteccién Da An Gene

Solucion de reaccién | 2 tubo ¢/900 ul | Cebadores  especificos, sondas,

de PCR (ORFlab) A tampon de acido tris
Kit de 96 (hidroximetil) amino metanol-
reacciones hidroclérico
Solucion de reaccién | 2 tubo ¢/200 pl | DNA polimerasa Taq de arranque en
de PCR (ORF1lab) B caliente, transcriptasa inversa c-
MMLV

Control negativo NC | 1 tubo ¢/400 pl | Pseuodovirus con fragmento de
patrén interno

Control S Control positivo NC | 1 tubo ¢/400 pl | Pseudovirus que contiene
fragmentos diana (fragmentos de
control interno)

El kit se almacena a -20°C con un periodo de validez de 12 meses, no deben excederse mas
de 7 periodos de congelacién y descongelacion repetidas. El kit esta disefiado para trabajar
con muestras de hisopado faringeo y/o esputo.

Preparacion del reactivo de PCR

1. De los reactivos del kit, seleccionar la solucion de reaccion de PCR “A” (ORF1ab/N) y
la solucién de PCR “B” (ORF1ab/N), asi como los controles.

2. Descongelar a temperatura ambiente, mezclar mediante vortexeo ligero y centrifugar a
8000 rpm durante unos segundos antes de usar.

3. Realizar los calculos necesarios para determinar la N de reacciones de trabajo (N=
namero de muestras a analizar + NC control negativo + NC control positivo). Seguir el
siguiente sistema de amplificacién para la preparaciéon de la mezcla:

Tabla 3
Volumenes para la preparacién de la mezcla

Solucién de reaccion de Solucién de reaccion de  Vol. Total de amplificacion

PCR “A” PCR “B”
17 ul 3 ul 20 ul

4. Después de mezclar bien los componentes, centrifugar durante un tiempo breve para
gue el liquido que haya quedado en las paredes del tubo caiga al fondo de este.

5. Enlostubos de PCR, colocar alicuotas de 20 pl del sistema de amplificacion de acuerdo
con la N de reacciones.

6. Agregar 5 ul de control negativo en el tubo de PCR asignado como control negativo y
realizar lo similar para el control positivo.

7. Agregar 5 pl de RNA de las muestras a analizar al tiempo que se van identificando y
rotulando en el orden correspondiente de acuerdo con el No. COV que le corresponde
a cada muestra.
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8.

9.

7.7.2

Centrifugar 8000 rpm durante algunos segundos y colocar la o las tiras de tubos de
PCR, en el termociclador.
Programacion del equipo.

Programacion de plantilla y ciclado en equipo CFX 96 BioRad

El equipo con el que se cuenta en el laboratorio es un CFX96 de la marca BioRad, el software
del equipo fue instalado en una laptop convencional.

1.

Como primer paso se encienden los equipos, el CFX96 y la Laptop, Verificando que el
equipo se encuentre listo para usar.

El quimico responsable, sera quién tendra que ejecutar la programacion del equipo, por
lo que una vez que se tienen los tubos que contienen la mezcla de reaccion mas
muestra, estos tienen que colocarse en la placa del termociclador en orden ascendente
de acuerdo con el codigo COV asignado. En este caso en particular, se usan tubos de
PCR blancos en tiras de 8 muestras acomodandolos en la placa del termociclador
CFX96.

Se abre el programa del CFX-96, al instante, se despliega una pantalla gris, la cual en
la parte superior muestra un panel de opciones para ejecutar.

Se pulsa sobre la opcion “File”, seguido de “New” y “Protocol”

Inmediatamente se abre una nueva ventana en donde se configuran las condiciones del
ciclo de acuerdo con las indicaciones del protocolo Da An Gene como se muestran en
la siguiente imagen.

4.2.2 Open the "Instrument" window and set the cycle conditions as follows:

Stage Reps Target (°C) Running Time Data Collection
1 1 50 00:15:00 -
2 | 95 00:15:00 -
3 45 94 00:00:15 -
55 00:00:45 v

Figura 28. Cuadro para programacion de ciclos de acuerdo con lo indicado en el protocolo del kit de deteccion Da An Gene.

3. Como siguiente paso se programa la plantilla seleccionando la opcion “plate” seguido

de la opcion “Create New” en la que se indicaré el orden en que seran colocadas las
muestras coincidiendo con la placa del termociclador, en esta plantilla se puede asignar
un numero, nombre o cbédigo para cada muestra, asi mismo se seleccionan los
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fluoroforos con los que estan marcados los genes para ser identificados. En este caso
en particular seleccionamos el canal FAM para la deteccion del gen N, canal VIC para
la deteccion del gen ORF1lab y canal Cy5 para el control interno.

4. Una vez programada la plantilla, se pulsa la opcién “OK” para guardar la plantilla,
posteriormente se pulsa la opcién “Start Run“y también es necesario guardar para tener
los resultados disponibles terminado el corrimiento
en el equipo.

Do fee]efa -

Seleccion de fluoroforos Registro de muestras y controles Opcién de crear una nueva
acorde a la posicion del platilio del plantilia
termociclador

Figura 29. Programacion de plantilla y ciclado en termociclador CFX96 Bio Rad. Creado con BioRender.com

Es importante mencionar, que como era de esperarse, igual que ocurrié con los kits de
extraccion, hubo escasez de los kits de deteccion y puesto que no todos se encontraban bajo
aprobacion del INDRE, en el laboratorio se realizaron pruebas y comparacion de varios kits de
deteccién, evaluando las ventajas y desventajas de cada uno tomando en cuenta el tiempo
requerido en el equipo para cada ciclado, las condiciones, la amplificacion de los controles
internos, etc. Resultando algunos mas efectivos que otros, ademas de que con cada protocolo
puesto en practica se incrementd la habilidad y la capacidad para desarrollar diferentes
metodologias, incluyendo el disefio de primer's y sondas realizados por el personal del
laboratorio.
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Tabla 4
Kits comerciales para la deteccion de los diferentes genes de SARS-CoV-2, estandarizados en el LabMol del
HRAEI durante pandemia por COVID-19

https://www.google.com/search?q=ALT
ONA+MOLECULAR&tbm=isch&ved=2a
hUKEwi5qo7d9v_xAhXKUawKHVaOCY
sQ2-

Permite la deteccion del
linaje de RCoV (gen E)
marcado con FAM y con
Cy5 la deteccion
especifica del gen S.
Sensibilidad: 10
copias/reaccién

Especificidad: 100%

No. de Rxn’s necesarias
por cada muestra: 1

El tiempo de
reaccion es mayor al
de otros Kkits, 2 horas
aprox. lo que implica
mayor tiempo para la
emision de
resultados.

Habia inhibicion de
reacciones

constantemente por
lo que era necesario
repetir y gastar mas
reactivos y controles.

Da An Gene

DA AN GENE

No.Cat.DA-930 /

https://th.bing.com/th/id/OIP.BsDV4wyp

IHPgaPXDTA-
zMAAAAA?pid=ImgDet&rs=1

96

Permite la deteccion de
los genes: ORFlab y
gen N.

Sensibilidad (Limite de
deteccion): 10
copias/reaccion

Especificidad Analitica
(Ausencia de reacciones
cruzadas): 100%

No. de Rx’s necesarias
por cada muestra: 1
Tiempo de reaccidn:
1:30 hrs

Logix Smart

https://th.bing.com/th/id/OIP.h7vSiOgPw
pXhZcnBjaoEvgHalD?pid=ImgDet&rs=1

100

Es sencillo de usar ya
gue solo incluye 3
reactivos:

Master Mix,

Control positivo

Agua libre de nucleasas.

No permite
discriminar entre el
gen de la familia y el
gen especifico ya
que ambos @ se
detectan en el mismo
canal, lo que impide
saber si la sefal
corresponde o no al
gen discriminativo
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https://www.google.com/search?q=ALTONA+MOLECULAR&tbm=isch&ved=2ahUKEwi5qo7d9v_xAhXKUawKHVaOCYsQ2-cCegQIABAA#imgrc=hSmYXtauSl6AhM
https://www.google.com/search?q=ALTONA+MOLECULAR&tbm=isch&ved=2ahUKEwi5qo7d9v_xAhXKUawKHVaOCYsQ2-cCegQIABAA#imgrc=hSmYXtauSl6AhM
https://th.bing.com/th/id/OIP.h7vSiOqPwpXhZcnBjaoEvgHaID?pid=ImgDet&rs=1
https://th.bing.com/th/id/OIP.h7vSiOqPwpXhZcnBjaoEvgHaID?pid=ImgDet&rs=1
https://th.bing.com/th/id/OIP.BsDV4wyplHPgaPXDTA-zMAAAAA?pid=ImgDet&rs=1
https://th.bing.com/th/id/OIP.BsDV4wyplHPgaPXDTA-zMAAAAA?pid=ImgDet&rs=1
https://th.bing.com/th/id/OIP.BsDV4wyplHPgaPXDTA-zMAAAAA?pid=ImgDet&rs=1

Fast Track 32 Prueba Fast Track
Diagnostics para el
SARS-CoV-2 de
Siemens recibe
autorizacion para uso en
emergencias segun la
FDA
https://www.nsmedicaldevices.com/wp-
content/uploads/sites/2/2021/01/LD M
D FTD SARSCoV-
Gene Finder 96 Permite la deteccion de
los genes: RdRp, N, E,
RNAsa P*
© ¥.. Sensibilidad: 10
L 5ww«‘ o copias/reaccion
[ TR
_ - Especificidad: 100%
kit de deteccidén para pcr FastTrack
- Bing images .
No. de Rx’s necesarias
por cada muestra: 1
Sacace 96 Facil de usar, con alta | A la fecha no cuenta
sensibilidad y | con aprobacion del
especificidad. INDRE.
Permite la identificacion
de la familia beta|Las tapas se
coronavirus, gen E, gen | encuentran en tiras
N y un control interno, | de 8 lo que implica la
https://th.bing.com/th/id/R.74545f15d8d todos en un canal | imposibilidad de ir
3ccf8815d49a5624714317rik=XkY AsWbrQ .
fWwmg&riu=http%3a%2f%2fime] wsime, diferente. cerrando cada tubo
com%2fisteam%2fip%2f07b62dc4-402b- por Separado e
4970-bd9b- . .
incrementa el riesgo
de contaminacion.
Labsystems 50y 100 | Deteccion de los genes:
E, ORFlab, N y un
LABSYSTEMS control interno

‘ SCI0-SMA Muftiples Aeal-Time PCR
R —

- © 0 00 i o b
= e g

https://documents.labsystemsdx.com/prod
uct/detail/15731270416SCID-
SMA RT PCR Complete kit.jpg

Especificidad: 100%

validado en CFX96 de
Bio-Rad
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https://documents.labsystemsdx.com/product/detail/15731270416SCID-SMA_RT_PCR_Complete_kit.jpg
https://documents.labsystemsdx.com/product/detail/15731270416SCID-SMA_RT_PCR_Complete_kit.jpg
https://documents.labsystemsdx.com/product/detail/15731270416SCID-SMA_RT_PCR_Complete_kit.jpg
https://th.bing.com/th/id/R.74545f15d8d3ccf8815d49a562471431?rik=XkYAsWbrQfWwmg&riu=http%3a%2f%2fimg1.wsimg.com%2fisteam%2fip%2f07b62dc4-402b-4970-bd9b-214a2bb87e68%2fIMG_1849.JPG&ehk=F9G1UOQuZaRuNychhe5Y3%2fKVNUgr9AJEwMZj3WfsA2Y%3d&risl=&pid=ImgRaw&r=0
https://th.bing.com/th/id/R.74545f15d8d3ccf8815d49a562471431?rik=XkYAsWbrQfWwmg&riu=http%3a%2f%2fimg1.wsimg.com%2fisteam%2fip%2f07b62dc4-402b-4970-bd9b-214a2bb87e68%2fIMG_1849.JPG&ehk=F9G1UOQuZaRuNychhe5Y3%2fKVNUgr9AJEwMZj3WfsA2Y%3d&risl=&pid=ImgRaw&r=0
https://th.bing.com/th/id/R.74545f15d8d3ccf8815d49a562471431?rik=XkYAsWbrQfWwmg&riu=http%3a%2f%2fimg1.wsimg.com%2fisteam%2fip%2f07b62dc4-402b-4970-bd9b-214a2bb87e68%2fIMG_1849.JPG&ehk=F9G1UOQuZaRuNychhe5Y3%2fKVNUgr9AJEwMZj3WfsA2Y%3d&risl=&pid=ImgRaw&r=0
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Primer’s y sondas disefiados Deteccion de los genes
en el LabMol HRAEI, 1800 E, ORFlab y un control
sintetizados por la empresa interno RNAsaP.
OLIGO T-4

Se realiz6 validacion
interna  con el kit
Labsystems.

El tiempo de corrimiento
es corto

Imagen propia, material disponible en
LabMol HRAFEI

No es utilizado para
diagnastico.

Si no se resguardan
adecuadamente,
incrementa el riesgo
de degradacion vy

disminuye la
capacidad de
deteccion.

Se requiere adquirir
de forma adicional
una enzima para
gRT-PCR.

Nota: Cabe mencionar que, a pesar de haber probado y estandarizado los diferentes

kits, no todos se utilizaron

para el diagndstico, salvo aquellos que en ese momento se encontraban bajo la aprobacién del InDre.

7.8 Evaluacion de los controles para validar la corrida de PCR

Terminado el proceso de PCR, los quimicos a cargo de cada turno son los responsables de

realizar el analisis de las graficas que el equipo arroja como resultados.

1. Cuando el equipo termine el ciclado programado, se deberan guardar los resultados.

2. Ajustar el valor de Threshold, en particular para el kit de deteccion de la marca Da An
Gene proporcionado por el INDRE y de acuerdo con las indicaciones de este, el valor de
Threshold tiene que ajustarse a 200. Se tiene que ajustar cada canal por separado, es
decir un fluroforo a la vez marcando la opcion “User Defined” indicando 200 en la casilla
e inmediatamente los valores de Ct cambiaran de valor numérico.
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Figura 30. Ajuste del valor de threshold en termociclador CFX96 Bio Rad. Imagen obtenida de los resultados en el LabMol
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3. Enseguida se capturan los valores de Ct en la base de datos, incluir cédigo COV, fecha
del dia de la toma de muestra, nombre completo del paciente, resultado de PCR y valor

de Ct para cada gen, segun el kit de deteccion utilizado, asi como del control interno.

L {CHA DE TOM NOMBRE COMPLETO RESUATALO! Gan N (EAM) [ 2e0.OREIA
2 S RT-PCR

3 COV-3480 | 23/09/2020 |Fi isco Melecio Sontiogo Gomez NEGATIVO N/A N/A 25.97
4  COV-3481 | 23/09/2020 |Miguel Angel Hernondez Torres NEGATIVO N/A N/A 25.61
S COV-3482 | 23/09/2020 |lesus Landa Dominguez NEGATIVO N/A N/A 26.22
6 COV-3483 | 23/09/2020 |Moaricela Gorcio Lopez NEGATIVO N/A N/A 25.89
7 COV-3484 | 23/09/2020 |Moria Teresa Angeles Estroda NEGATIVO N/A N/A 24.55
8  COV-3485 | 23/09/2020 |Alejondro Chagoya Gonrolez NEGATIVO N/A N/A 28.44
9  COV-3486 | 23/09/2020 |Frarxisco Orozco Ruedo POSITIVO 28.39 29.29 29.11
10 COV-3487 | 23/09/2020 |itzel Ve Gorcio NEGATIVO N/A N/A 25.88
11 COV-3488 | 23/09/2020 |ismael Mortinez Movoles NEGATIVO N/A N/A 27.18
12 COV-3489 | 23/09/2020 |Yoel Michoel Borco Soinz NEGATIVO N/A N/A 28.07
13 COV-3490 | 23/09/2020 |Norma Navarro Rebolio POSITIVO 31.1 31.1 27.47
14 COV-3491 | 23/09/2020 |Hector Hernandez Rodriguez POSITIVO 31.52 31.33 26.6
15 COV-3492 | 23/09/2020 |Mel Esmeralda Anduoga Duran NEGATIVO N/A N/A 28.18
16 COV-3493 | 23/09/2020 |Yesenia Edith Cera Costellanos NEGATIVO N/A N/A 27.98
17 COV-3494 | 23/09/2020 |Wendy Saroi Mercodo Caballero NEGATIVO N/A N/A 26.93
18 COV-3495 23/09/2020 |Losbrayko Sinci Movales Vikhis NEGATIVO N/A N/A 29.38
19 COV-3496 | 23/09/2020 |Estefonio Her dez Perez NEGATIVO N/A N/A 27.63
20 COV-3497 | 23/09/2020 |Fabian Benigno Cuervo Machwo POSITIVO N/A 36.05 28.7
21 COV-3488 | 23/09/2020 |Arturo Venegos Ofivores NEGATIVO N/A N/A 25.57
22 COV-3499 | 23/09/2020 |Gobrielo Montes Hernondez POSITIVO 24.94 30.48 24.96
23 Cov-3500 24/09/2020 |Mortha Cristina Aguifar Boez NEGATIVO N/A N/A 24.27
24 COV-3501 | 24/09/2020 |lucero Basaves Mortinez POSITIVO 335 34.31 25.17

Figura 31. Captura del valor de Ct para cada gen detectado. Imagen obtenida de los resultados en el
LabMol HRAEI.

4. Paratener control de calidad se deben de tener en cuenta las siguientes
especificaciones:

Nota: canal FAM para la deteccién del gen N; Canal VIC para la deteccion del gen

ORF1lab; Canal Cy5 para control interno.

e Control negativo NC y control interno (CY5): no hay una curva de amplificacion
obvia para los canales de detecciéon FAM y VIC, y el valor Ct del canal Cy5 tiene
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Figura 32. Evaluacién del control negativo y control interno (Cy5). Imagen obtenida de los resultados en el
LabMol HRAEI.
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Control positivo (ORFlab / N): Las curvas de amplificacién seran obvias para los
canales de deteccion FAM y VIC con valor Ct < 32, y curva de amplificacion o sin curva

de amplificacion para el canal Cy5.
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Figura 33. Evaluacién del control positivo (FAM Y VIC). Imagen obtenida de los resultados en el LabMol HRAEI.

Inhibicién del control interno. Cuando los canales de deteccion FAM y VIC son
positivos, el resultado del canal Cy5 (canal estandar interno) puede ser bajo o negativo
debido a la competencia del sistema.
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Figura 34. Ejemplo de control interno con bajas unidades de fluorescencia (RFU). Imagen obtenida de los resultados en el
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Figura 35. Evaluacién de ambos controles, positivo y negativo (FAM, VIC, Cy5). Imagen obtenida de los resultados

en el LabMol HRAEI.
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Figura 36. Ejemplo de una corrida invalida ya que hay inhibicién en todos los canales. Imagen obtenida de los
resultados en el LabMol HRAEI.

Corrida Valida: Los requisitos anteriores deben cumplirse al mismo tiempo en cada
experimento; de lo contrario, el experimento no es valido y debe realizarse de nuevo.
Los controles negativo y positivo deben probarse en cada experimento. Solo cuando los
controles cumplen los requisitos de calidad se pueden determinar los resultados de la
prueba.

Corrida Invalida: Cuando el resultado del estandar interno es negativo, y los canales
de deteccion FAM y VIC del tubo de ensayo también son negativos, indica que el
sistema esté inhibido o la operacion es incorrecta, la prueba no es valida. Por lo tanto,
es necesario volver a analizar la muestra.
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7.9 Criterios para la determinacion de Resultados

1. Sila muestra de prueba no tiene una curva de amplificacion en los canales FAM y VIC,
con presencia de una curva de amplificacion en el canal Cy5, se puede juzgar que no
hay ARN del nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) en la muestra.
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el control interno (Cy5). Imagen obtenida de los resultados en el LabMol HRAEI.

Figura 37. Ejemplo de una muestra negativa, sin amplificacion de genes discriminativos (ORF1ab y gen N) y amplificacion en

2. Sila muestra de prueba tiene una curva de amplificacion obvia en los canales FAM y
VIC y un valor de Ct < 40, se puede juzgar que la muestra es positiva para el nuevo

coronavirus (SARS-CoV-2).
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Figura 38. Ejemplo de una muestra positiva con amplificacién de ambos genes (ORFlab y gen N) y control interno (Cy5).

Imagen obtenida de los resultados en el LabMol HRAEI.




3. Sila muestra de prueba solo tiene el valor Ct < 40 en un solo canal de FAM o VIC, y no
hay una curva de amplificacion en el otro canal, los resultados deben volver a probarse
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Figura 39. Ejemplo de una muestra positiva para un solo gen y el control interno (VIC y Cy5). Imagen obtenida de los
resultados en el LabMol HRAEI.

4. Si los resultados de la nueva prueba son consistentes, se puede considerar que la
muestra es positiva para el nuevo coronavirus (SARS-CoV-2).

5. Si los resultados de la nueva prueba son negativos, se puede juzgar que no se ha
detectado ARN del nuevo coronavirus (SARS-CoV-2).

VALOR DE JUICIO POSITIVO: El método de la curva ROC se utiliza para determinar que
tanto el valor de Ct de referencia del kit como el valor de referencia del control interno son
40.

8 Resultados y Analisis de Resultados

A continuacion, se muestran los resultados numéricos obtenidos a lo largo de un afio de trabajo
en el diagndstico molecular de SARS-CoV-2, todas las muestras fueron procesadas por el
personal del LabMol del HRAE. Los resultados son presentados con la autorizacion de la
doctora Monica Sierra Martinez responsable directa del laboratorio de diagnoéstico molecular y
del doctor Gustavo Acosta Altamirano jefe de Planeacion, Enseflanza e Investigacion del
Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca. Anexo No.9
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8.1 Resultados de las pruebas de deteccion de SARS-CoV-2 realizadas a partir
de abril 2020 al mes de septiembre 2021

Durante el primer mes de diagndstico en el 2020, se realizaron algunas prubas rapidas para
ver la viabilidad de aplicar estds en casos de emergencia en donde fuera requerido un
resultado rapido. Estas prubas se realizaron a la par de la PCR para poder comparar la
efectividad de las mismas, en total se realizaron 262 pruebas por duplicado, coincidiendo en
los resultados para 138 pruebas que corresponde al 52.6% mientras que en el 47.3% restantes
el resultado no coincide, esto se puede atribuir a multiples factores como los dias de incubacion
del virus, la carga viral, el tipo de muestra, etc. Por tal motivo no fue considerada como una
opcion viable para el diagndstico puesto que la sensibilidad era muy baja, sin embargo en los
casos coincidentes estas aportaban informacion extra ya que detectaban la presencia de
anticuerpos IgG e IgM.

De lo anterior podriamos suponer que si estas eran positivas a IgM queria decir que el paciente
estaba cursando por la infeccion, por el lado contrario si el resultado era positivo a IgG nos
indicaba que el paciente ya habia pasado por la enfermedad con la capacidad de generra
anticuerpos de este tipo y por ultomo si la prueba era positiva a ambos resultados nos indicaba
gue el paciente aun estaba en el proceso infeccioso pero al mismo tiempo iba generando
anticuerpos.

Tabla 5 Tabla 6
Resultados de pruebas rdpidas y RT-q PCR en la Compatibilidad entre prueba rdapida y RT-q PCR
deteccion de SARS-CoV-2 para la deteccion de SARS-CoV-2
RESULTADO RAPIDA PCR PRUEBAS COINCIDEN ~ NO COINCIDEN
POSITIVAS 109 137 REALIZADAS
NEGATIVAS 153 125 262 138 124
TOTAL 262 262
\j)
[
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rapidas (IgG, IgM) y RT-qPCR para loM D oM 2
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Figura 39. Figura de inserto para interpretacién de pruebas
Total=262 rapidas para deteccion de SARAS-CoV-2, realizadas durante el
afio 2020. Recuperada de:
https://kabla.mx/pruebasrapidas/interpretacion-de-resultados-
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138 COINCIDEN CON PCR
124 NO COINCIDEN CON PCR

Figura 40. Representacion gréfica de las pruebas
rapidas para deteccion de SARAS-CoV-2, realizadas 49
durante el afio 2020



https://kabla.mx/pruebasrapidas/interpretacion-de-resultados-prueba-rapida-covid-19-certum/
https://kabla.mx/pruebasrapidas/interpretacion-de-resultados-prueba-rapida-covid-19-certum/

Tabla 7

Pruebas de SARS-CoV-2 realizadas en el
HRAEI durante el afio 2020

Tabla 8

Pruebas de SARS-CoV-2 realizadas en el
HRAEI durante el afio 2021

MES No. DE POSITIVOS = NEGATIVOS MES No. DE POSITIVOS = NEGATIVOS
PACIENTES PACIENTES
ABRIL 238 138 100 ENERO 852 530 322
MAYO 604 393 211 FEBRERO 560 344 216
JUNIO 465 324 141 MARZO 514 267 247
JULIO 1009 473 536 ABRIL 373 126 247
AGOSTO 675 262 413 MAYO 308 60 248
SEPTIEMBRE 699 264 435 JUNIO 257 50 207
OCTUBRE 834 261 573 JULIO 608 292 316
NOVIEMBRE 677 332 345 AGOSTO 640 335 305
DICIEMBRE 1090 706 384 SEPTIEMBRE 486 209 277
TOTAL 6291 3153 3138 TOTAL 4598 2213 2385

Nota: En la tabla se muestra el nimero de pruebas realizadas
por mes y el resultado obtenido durante el afio 2020

Nota: En la tabla se muestra el nimero de pruebas realizadas
por mes y el resultado obtenido durante el afio 2021

Pruebas de SARS-CoV-2 realizadas en el
HRAEI durante el afio 2020

Pruebas de SARS-CoV-2 realizadas en el HRAEI
durante el aino 2021
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Figura 41. Representacion gréafica de las pruebas de PCR para
deteccion de SARAS-CoV-2, realizadas durante el afio 2020

Figura 42. Representacién gréafica de las pruebas de PCR para
deteccion de SARAS-CoV-2, realizadas durante el afio 2021

Si se pretende realizar la comparacion por mes en ambos afios, solo se podria de mayo a
septiembre que son los meses en comun entre 2020 y 2021, sin embargo, es claramente visible
gue durante los 9 meses de diagndéstico en 2020 hubo mayor predominio en cuanto al nimero
de casos sospechosos de COVID-19, desde abril que fue el mes en que se inicio el diagndstico
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hasta diciembre hubo una incidencia global de 6,291 casos, mientras que en los 9 meses que
van de enero a septiembre de 2021 la incidencai global es menor con un total de 4,598
muestras procesadas, sumando entre ambos afios 10,889 pruebas realizadas; se podria decir
gue es una de las bases de datos mas grandes del estado de México, lo que nos deja la gran
satisfaccion de haber brindado el servicio a un nimero tan representativo de la poblacion
mexicana.

En abril 2020 como fue el primer mes en que se empezaron a realizar las pruebas, el nimero
de solicitudes fue bajo y a medida que pasaron los meses esté fue incrementando, de esta
manera en julio tuvimos el primer pico alto de solicitudes, sin embargo, en este mes el nimero
de pacientes negativos fue mayor al de resultados positivos, posteriormente en diciembre se
observa otro pico elevado de pacientes incluso mayor que en julio y a diferencia de este, en
dicimebre la incidencia de casos positivos fue de 706 mientras que en julio alcanzo un total de
473 casos positivos, esto se ve en la figura nimero 43 en donde la positividad marcada en
color naranja es mayor a finales del afio 2020.

En las graficas se observa que en la transicion de diciembre 2020 a enero 2021 es en donde
hay mayor incidencia de infeccion viral por SARS-CoV-2, parte de estos resultados se
atribuyen al periodo vacacional y temporada decembrina, ademas hay que recordar que en
aquel entonces aun no se habia implementado el sistema de vacunacion, por lo que
lamentablemente la poblacién mas afectada fue la de adultos mayores.

Lo antes mencionado se comprueba al realizar una clasificacion de edades de los pacientes
hospitalizados en los diferentes servicios del HRAEI durante el afio 2020, a los que se les
realizé prueba de PCR para saber si estos eran portadores del virus o no.

Tabla 9

Positividad a SARS-CoV-2 respecto a la edad en el afio 2020

EDAD POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
(afios)
Infantes 0-6 32 183 215
Nifios 7-12 17 106 123
Adolescentes 13-20 37 139 176
J6évenes 21-25 56 125 181
Adultos jévenes 318 306 624
26-40
Adultos mayores 883 399 1282
41-60
Ancianos 728 276 1004
mas de 61
TOTAL 2071 1534 3605 Nota: En la tabla se muestra el nimero de

resultados positivos y negativos de
acuerdo con la edad durante el afio 2020
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Con los resultados obtenidos se observa que de los 3,605 pacientes hospitalizados en las
diferentes ares, el 63% fueron adultos mayores de 41 afios y ancianos con un total de 2286
hospitalizaciones, tomando en cuenta que para el mes de diciembre se hopitalizaron 424
pacientes entre estos rangos de edad se pude decir que el riesgo de adquirir el virus para esta
poblacién era de 6.28 por cada 10 ancianos durante el afio 2020. De ahi que se hace logica la
decicion del gobierno por empezar el sistema de vacunacion con esta poblacion ya que es la
gue se encontraba en mayor riesgo como se observa en la siguiente grafica.

Positividad a SARS-CoV-2 respecto
a la edad en 2020
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Figura 43. Representacion grafica de la positividad a SARAS-CoV-2 respecto
a la edad, durante el afio 2020

Claculo del riesgo de ser portadores del virus de SARS-CoV-2 para la poblacion de adultos
mayores a 41 afios y ancianos durante el mes de dicmiebre 2020

. 424 Px.mayores en diciembre
Riesgo = 24 = 0.6

(2286 ancianos en 2020)—(1611ancianos positivos) o

Para el afio 2021 a pesar de que el numero de hospitalizados fue similar, hubo mayor nimero
de pacientes negativos debido a que en este afo las hospitalizaciones fueron debido a que las
especialidades empezaron a retomar los procedimientos y las consultas a los pacientes.
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Sin embargo el nimero de positivos en los pacientes entre 26 a 60 afios fue similar al del 2020
con 1078 hospitalizados positivos a SARS-CoV-2 a pesar de que en este afio el nimero de
casos fue menor, lo que demuestra que para este entonces la poblacién mas joven ahora era
la mas afectada puesto que las cifras se mantuvieron y en el caso de los ancianos mayores de
60 afios disminuyo considerablemente la positividad ya que desde enero hasta septiembre de
2021 se hospitalizaron 713 ancianos mayores de 60 afios y en septiembre habian 66 positivos
a SARS-CoV-2, se puede decir entonces que para este mes el riesgo de contraer el virus en
esta poblacion era de 1 por cada 10 ancianos hospitalizados, mostrando una efectividad de la
vacuna en esta poblacion.

Tabla 10
Positividad a SARS-CoV-2 respecto a la edad Positividad a SARS-CoV-2 respecto
en el afio 2021 a la edad en 2021
1000
EDAD POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL o
o a 800+
(afios) o
2
Infantes 0-6 23 341 364 g 5007
T
© 400+
Nifios 7-12 18 174 192 g
= 2004
Adolescentes 13-20 35 222 257 = I I I I l
' 0= T T |. T T T
Jévenes 21-25 51 70 121 S S P ,VQ\ N N
Adultos jévenes Q\Q %\' (3" Q,"' Qb .l o@b
26-40 316 137 453 ‘{\Q’ & & \gf" & o"’\ w2
Adultos mayores év' <« @ 4@ Né °\§ o_,®
41-60 762 194 956 A A S
Ancianos QOV e(’\v.
mas de 61 ¥ \s
587 126 713
Edad (anos)
TOTAL 1792 1264 3056 POSITIVOS

B NEGATIVOS

Nota: En la tabla se muestra el nimero de resultados positivos y

negativos de acuerdo con la edad durante el afio 2021 Figura 44 Representacion grafica de la positividad a SARS-
CoV-2 respecto a la edad, durante el afio 2021

Claculo del riesgo de ser portadores del virus de SARS-CoV-2 para la poblaciéon de ancianos
durante el mes de septimbre 2021

66 Px.mayores en septiembre 0.1

R 1 = =
resgo (713 ancianos en 2021) — (66 ancianos positivos)

Por otra parte, tomando en cuenta unicamente a los pacientes hospitalizados, durante el 2020
fue mayor el nimero de positividad y por ende mayor el nimero de defunciones en
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comparacién con el afio 2021. La figura 45 muestra las llamadas olas de alza de defunciones
durante mayo y junio del 2020, posteriormente otra en el mes de diciembre del mismo afio.

Tabla 11

Defunciones de pacientes hospitalizados positivos a SARS-CoV-2
durante el afio 2020

HOSPITALIZADOS 2020
Hospitalizados = Positivos = Negativos Defunciones

Abril 145 90 55 54
Mayo 427 308 119 170
Junio 329 259 70 137
Julio 342 220 122 77
Agosto 388 169 219 62
Septiembre 491 182 309 64
Octubre 502 196 306 28
Noviembre 426 234 192 77
Diciembre 607 457 150 130
Total 3657 2115 1542 799

Defunciones de Px. Hospitalizados
durante el aino 2020
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Figura 45. Representacion gréfica del nimero de pacientes hospitalizados con resultado positivos a SARAS-CoV-2 durante
el afio 2020
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En la figura 46 se puede notar que la positividad se mantuvo en enero 2021 y fue en deceso
conforme pasaron los meses, sin embargo, el nimero de defunciones se mantuvo hasta marzo
del mismo afio, habiendo un incrememnto tanto de positividad como de defunciones en agosto
y julio del presente afio. Estos datos reflejan las olas de infeccion viral, sin embargo a la fecha
seguimos a la espectativa de la eficacia de la respuesta inmune tras el sistema de vacunacion.

Tabla 12

Defunciones de pacientes hospitalizados positivos a SARS-CoV-2 durante

el afio 2021
HOSPITALIZADOS 2021

Hospitalizados = Positivos = Negativos Defunciones
Abril 503 385 118 121
Mayo 415 310 105 116
Junio 345 232 113 111
Julio 261 112 149 38
Agosto 218 50 168 16
Septiembre 175 49 126 16
Octubre 415 249 166 67
Noviembre 457 296 161 140
Diciembre 338 192 146 94
Total 3127 1875 1252 719

Defunciones de Px. Hospitalizados
durante el ano 2021
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Figura 46. Representacion gréfica del nimero de pacientes hospitalizados con resultado positivos a SARAS-CoV-2 durante
el afio 2021
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8.2 Participacion en el libro “Estrategias del HRAEI ante el reto de COVID-
197

Como parte de los logros obtenidos en el HRAEI, destaca la participacion del personal del
laboratorio molecular en la redaccion de un capitulo del libro titulado “Estrategias del HRAEI
ante el reto de COVID-19” mismo que fue escrito por las diferentes areas que conforman el
hospital, asi el laboratorio molecular tuvo participacion en el capitulo nimero 10 titulado
“Diagnostico molecular del SARS-CoV-2 en el hospital” al inicio el libro solo se publico de forma
digital en el link:
https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al 22 oct 2020 _issu, meses
mas tarde fue impreso y cuenta con reconocimiento ISBN 978-607-99330-1-2, Numero
Internacional Normalizado del Libro por sus siglas en inglés, International Standard Book
Number, identificador que se designa a una publicacion o edicion monogréafica de forma
exclusiva, relacionado a un titulo y su editor, segun el instituto nacional de derecho de autor.

HOSPITAL RECIONAL
ALTA ESPECIALIDAD

IXTAPALUCA

ESTRATEGIAS HOSPITAL REGIONAL DE ALTA ESPECIALIDRD

DEL HRAEI
ANTE EL
RETO DE
COVID-19

DE IXTAPALUCA

Figura. 47. Dra. Alma Rosa Sanchez Conejo, directora del Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca. Imagen tomada del
libro digital “Estrategias del HRAEI ante el reto de COVID-19”, recuperado de:
https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al_22_oct 2020 _issu
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Figura. 48. Doctor Gustavo Acosta Altamirano, director de Planeacion, Ensefianza e Investigacion, jefe del
Laboratorio molecular y responsable del proyecto del libro “Estrategias del HRAEI ante el reto de COVID-19”,
recuperado de: https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al 22 oct 2020 issu

S

Figura. 49. Dr. Gustavo Acosta Altamirano, Dra. Ménica Sierra Martinez, Susana Bernardo Hernandez en el
laboratorio de diagnodstico molecular, imagen del libro “Estrategias del HRAEI ante el reto de COVID-19",
recuperado de: https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al 22 oct 2020 issu
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Figura. 50. Equipo de trabajo del LabMol presentado el libro “Estrategias del HRAEI ante el reto de COVID-19”, recuperado de:

https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al 22 oct 2020 _issu

HOSPITAL REGIONAL
ALTA ESPECIALIDAD

IXTAPALUCA

ESTRATEGIAS DEL HRAEI
ANTE EL RETO DE COVID-19

Derechos reservados para la presente edicion:
Hospital Regional de Alta Especialidad Ixtapaluca HRAEI
Carretera Federal México-Puebla Km. 34.5, Zoquiapan,
Ixtapaluca, C.P. 56530 Estado de México.
https://www.hraei.gob.mx/

Primera edicion, 2021
ISBN 978-607-99330-1-2
Edicion en espafiol
Tiraje 1000 ejemplares

Figura. 51. Portada del libro “Estrategias del HRAEI ante el reto de COVID-19” mostrando el registro ISBN, recuperado de:

https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al 22 _oct 2020 _issu
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DEL SARS-COV-2 EN EL HOSPITAL

Mrra, Masmana Jamoum Mastvez, Lic. Laosiao Asaoos Tzaror, Lic, Susana Beswaroo Hemsanoez, Dr. Gustavo Acosta ALtammano, Dra. Moseca Sesna Marraaz.

Una de las preocupaciones de las autoridades del Hospital Reglonal de Alta Especialidad de DIAGNOSTICO MOLECULAR de SARS-

Estrategias del HRAE! ante of reto de COVID.
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Médico cirujano, Especialidad en Inmunologia en
el Instituto de Patologia Molecular Universidad

de Lovaina, Maestria y Doctorado en Ciencias en
Inmunologia de la Escuela Superior de Medicina
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Ensefianza e Investigacion del HRAEL. Profesor de
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2. Ma. del Rocio Acosta Reyes.

Meédico geriatra por el Hopital Charles Foix-AP-HP
Responsable del Centro Geriatrico La Cieneguita
San Miguel Allende, Guanajuato.

Capitulo 20

6. Carolina Balderas Delgado.

Especialista en Medicina Interna. Subespecialista
en Hematologia. Alta Especialidad en Trasplante
de Células Progenitoras Hematopoyéticas en
Adultos. Maestria en Ciencias de la Salud. Adscrito
del Servicio de Hematologia del HRAEI.

Capitulo 17

7. Adriana Barreto Sosa.

Alergdloga por la UNAM. Médico Adscrito

al Servicio de Medicina Interna del HRAEI.
Profesor asociado al curso de posgrado en la
especializacion de Medicina Interna en el HRAEI/
UNAM.

Capitulo 13

8. Geovanni Benitez Valdez.

Neumélogo adscrito al Departamento de Urgencias
Respiratorias, Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias Ismael Cosio Villegas.

3. Rosio Albarran Ordaz. Capitulo 13
Licenciada en Trabajo Social por el Instituto
Politécnico Nacional. Maestria en Tanatologia 9. E | Bermeo Mald d

por el Instituto Mexicano de Psicooncologia.
Doctorado en Administracion y Politicas Publicas
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Juridicas y Criminolégicas. Posdoctorado en
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Capitulo 11

4. Alfredo Arellano Ramirez.
Meédico intensivista y urgenciélogo. Responsable

Cirujano General. Subdirector de Especialidad
Quirdrgicas.
Capitulo 16

10. Susana Bernardo Hernandez.

Egresada de la Licenciatura en Bioquimica
Diagnéstica, con especialidad en Citogenética
Toxicologica y Humana, de la FES Cuautitian-
UNAM.

Capitulo 10

Figura 53. Lista de autores del libro “Estrategias del HRAEI ante el reto Qe COVID-19”
en el que aparece el nombre de la que escribe el presente trabajo profesional, Susana
Bernardo Hernandez, recuperado de:
https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al 22 oct 2020 _issu

59


https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al_22_oct_2020__issu
https://issuu.com/liderazgoexperienciamedica/docs/libro_hraei_al_22_oct_2020__issu

8.3 Proyecto de extension del laboratorio de diagndstico molecular HRAEI

Después del servicio que se brindo al hospital tras la pandemia, se vio la necesidad de ampliar
el panorama para realizar diferentes determinaciones ya que como laboratorio molecular se
cuenta con la capacidad de implementar nuevos diagnosticos y no solo COVID, a la fecha se
esta trabajando en la estandarizacion de nuevas pruebas que a continuacion se detallan, con
la finalidad de ampliar la cobertura de diagndstico dentro del hospital ya que la mayoria de las
determinaciones son subsidiadas a laboratorios particulares, presentando varios
inconvenientes o desventajas como la obtencién de resultados tardios, la degradacion de
muestras, mayor inversion por parte del hospital y poca comunicacién entre los servicios y los
analistas.

Hasta el momento se ha tenido éxito en la mayoria de las pruebas que a continuacion se
mencionan, sin embargo, aun no se realizan de forma permanente en el laboratorio ya que hay
gue seguir protocolos y acuerdos por parte de los directivos, pero se sigue trabajando y
presentando resultados certeros para obtener el nombramiento oficial que permita crecer como
laboratorio y poder brindar estos paneles de diagndstico por parte del laboratorio molecular del
HRAEI, enriqueciendo la capacidad misma de hospital para un mejor servicio a la comunidad
mexicana.

De forma conjunta también se esté trabajando en diferentes proyectos de investigacion en
colaboracion con otras instituciones como el Hospital Judrez de México, el Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV), asi
como algunas colaboraciones con investigadores de diferentes areas de trabajo lo que brinda
la ampliacion de conocimientos en nuevas técnicas, la inmersion dentro del &mbito cientifico,
la posibilidad de ser participes en el desarrollo de nuevos proyectos, adquirir mas conocimiento
y experiencia laboral.

Como parte del crecimiento de laboratorio también se esta planteando la implementacion de
otras areas como citogenética, citogendmica, citometria y criopreservacion que daran al
personal la oportunidad de especializarse de forma concreta en algun &rea especifica de
acuerdo a los intereses de los colaboradores y como parte de la formacion del personal se ha
estado enviando a cursos de capacitacion al equipo de trabajo del laboratorio molecular para
asegurar buenos resultados en lo que se pretende hacer a futuro.

Tabla 12

Nuevas determinaciones dentro del Laboratorio de Diagndstico Molecular del HRAEI

Determinacion Agentes identificados Ventajas

Panel respiratorio Aparte de SARS incluye: *A diferencia de los
otros coronavirus laboratorios
Influenza HIN1, HIN3 subsidiados, se
Rinovirus identifican multiples
Metapneumovirus patbgenos en una
Parainfluenza sola reaccion de
Virus sincitial PCR.
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Adenovirus
Enterovirus

Panel bacteriano (IAAS)

Se identifican:
Acinetobacter baumannii
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae

Agentes causantes de

Infecciones de
Transmision Sexual
(ITS)

Se hace determinacién de:
Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis
Tricomona vaginalis
Mycoplasma genitalum
Mycoplasma hominis
Ureoplasma urealyticum
Ureaplasma parvum

Determinacion DE TB

Mycobacterium tuberculosis

Identificacion de
Variantes de SARS-
CoV-2

Mutacién D614G
Mutacion T478K
Mutacién P681H
Mutacion T732A
K417N

N501Y

E484K

E484Q

Del 88/70
L452R

Identificacion de genes
de fusiéon o
translocaciones

Estudio de 30 translocaciones
que incluye 140 puntos de
rompimiento, entre las mas
representativas:

t(15;17) (q24;021) PML-RARA
t(8;21) (922;922) AML-ETO
t(12;21) (p13;g22) TEL-AML
t(9;22) (g34;q11) BCR-ABL1
del(4) (q12) FIP1L1-PDGFRA
del(9)(g34) SET-CAN

%(17;19) (q23;p13) E2A-HLF

t(6:9) (p23:9q34) DEK-CAN
t(X;11)g24:923) MLL-SEPT6
t(5:17)(g32;921) NPM-RARA
t(3;5)(q25;q35)  NPM-MLF1

t(11;17)(g23;921) PLZF-RARA

Citometria de flujo

Determinacion de relacién
CD4/CD8

Cuantificaciéon de CD34
Inmunofenotipos para

pacientes oncohematologicos

*Optimizacién de
costos ya que en el
laboratorio se hace
la identificacion de
estas bacterias en
panel y no de forma
individual.

*Se darian los
resultados de forma
pronta y oportuna.

*Establecer
acuerdos con todos
los servicios 'y

promover la
comunicacion para
complementar el
diagnéstico.

*Engrandecer la
capacidad del

HRAEI para brindar
un  servicio con
mayor eficacia.

*Impulsar al personal
para el crecimiento
laboral.
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8.4 Conclusiones

La experiencia lograda a lo largo de un afio de trabajo sin duda es mas grande de lo esperado,
el hecho de haber ingresado al campo laboral en el area de salud me dio la oprtunidad de
conocer un amplio panorama para el egresado de la Licenciatura en Bioquimica Diagnadstica.

La licenciatura de Bioquimica Diagnostica proporciona conocimientos relevantes y a la
vanguardia ya que siendo recien egresada de esta carrera tuve la capacidad de involucrarme
en el area molecular de una isntitucion de salud que no estaba preparada para enfrentar una
contingencia nacional y que tras la implementacion del laboratorio molecular pudo hacer frente
a la pandemia por SARS-CoV-2. Mucho del éxito obtenido en el diagnéstico de este virus fue
conocer y poner en practica algunas de las técnicas aprendidas como estudiante, asi mismo
se mostro la capacidad de razonamiento y analisis como profesional para la emision de
resultados e implementacion de estrategias que permitieran optimizar recursos, reactivos,
equipo y tiempo ya que la pandemia puso en crisis al pais entero, en donde la forma de
diagnodstico estuvo en cambio constante pero siempre acatando las indicaciones del sector
salud.

Tras el desempefio bajo el puesto de Auxiliar de Lboratorio se adquirio la capacidad de
estandarizar diferentes determinaciones implementando multiples técnicas que abarcan desde
la toma de muestra, extraccion de acidos nucleicos, deteccién de una amplia gama de
patdégenos causantes de enfermedades o infecciones de diferente indole hasta la participacion
en proyectos de investigacién, resaltando la oportunidad que tuvo el laboratorio en la redaccién
de un capitulo del libro escrito dentro del HRAEI.

Otro atributo es que esta carrera brinda la oportunidad de crecimiento en el ambiente cientifico
ya que los conocimientos que proporciona son lo bastante solidos para participar en estrategias
de innovacion e investigacion de situaciones relevantes que se pueden proyectar para mejora
a la comunidad. E incluso la inmersion en este tipo de proyectos puede dar la oportunidad de
crecer profesionalmente, puesto que muchos de los protocolos son propuestos por estudiantes
de maestria o posgrados que engrandecen la formacion académica.

El haber sido participe en la implementacion de un laboratorio de diagnostico molecular en la
desesperacion de brindar servicio a la comunidad por pandemia, es un logro que fortalcié y
puso a prueba desde el caracter hasta la capacidad misma de superar limites, ademas de
resaltar que los conocimientos con los que sale un egrersado de la licenciatura en Bioquimica
Diagnostica, son lo bastante completos para ser capaces de enfrentar al ambito laboral con
éxito.
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8.5 Anexos

8.5.1 Anexo 1. Oficio de Acreditacion del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgico
(InDRE)

+#39

— /’——

ia de Prevencion

SALUD &2020 ecratara do Provencite

@ SALUD | Direccion Ceneral de Epidemiciogia

PR B A - p——
Direccion Ceneral

Ciudad deMéxico.a 2 1 ABR 2020

.1 ABR 2000 -~
: ) == Oficio. No. DGE-DDYR-DSAT- 03799 - 2020.
Mo | YI,( Butncx 3
Recive: LISl 8 A Asunto: Liberacién Diagnéstica SARS-COV2
Ot T '[LL

Dn. Alma Rosa Sanchez Conejo
Directora General del Hospital Regional

de Alta Especialidad de Ixtapaluca
Carretera México- Puebia Km 345, Col. Zoquiapan
S6530, Ixtapaiuca, Estado de Méxice

Att. Dra. Monica Sierra Martinez
Responsable del Laboratorio de Diagnéstico Molecular del
Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca

Presente

Como parte de la transferencia de la metodologia para la identificacién del SARS-COV2, me
complace informar a usted que, después de haber revisado sus graficos de los controles
positivos y sus diluciones procesadas, el Instituto de Diagnéstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE) "Dr. Manuel Martinez Baez", ha liberado el diagnéstico del SARS-
COV2 al Laboratorio del Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca. a su digno
cargo, para cumplir con el Aseguramiento de la Calidad, por lo que puede procesar las
muestras que reciba para este diagndstico y sus resultados tienen validez, situacion que le
fue informada el pasado 18 de marzo del presente a través de listado oficial que se publica
en la plataforma de www.gob.mx/salud.

Es importante sefalar que los resuitados positivos se deben notificar al INDRE de inmediato,
para que un servidor, como veocero oficial, comunique e informe al Subsecretario de
Prevencion y Promocién de la Salud, Dr. Hugo Lépez Gatell-Ramirez.

Los resultados de las muestras procesadas positivas 0 negativas se deberan informar al
InDRE de forma inmediata, mediantejla mascara de captura COVID-19 y enviar los gréficos
obtemdos a la M en C. Cisela Barrera Badillo, Jefa del laboratoric de Virus Respiratorios al
correo ﬂmwg_%mmgm_m, para hacer un corte de informacién
dlarlo asimismo, deberan enviar las muestras positivas a SARS-CoV-2 y negativas a SARS-
CoV-2 de casos graves y defunciones en forma inmediata al INDRE para la basqueda de
Olros virus respiratorios, en caso de que no se realice en la institucién o Laboratorio a su
digno cargo. Cabe mencionar que las muestras positivas a SARS-CoV-2 se van a banco de
muestras y solo algunas de ellas se seleccionaran para sus secuenciacion y aisiamiento.

Figura 54. Oficio de acreditacion oficial por parte del INDRE en 2020. Documentacién del
laboratorio molecular del HRAEI.




. SALUD 2020 Subssereai gobrevncin

Direccitdn General de Epidemidiogia

Lo exhorto a continuar con el correcto trabajo que hasta hoy ha evidenciado para contribuir
con la vigilancia epidemiolégica del pais.

Sin otro particular, hago propicia la ocasion para enviarle un cordial saludo

Atentamente
Directora de Diagnéstico y Referencia del Directora de Servicios y Apoyo Técnico
InDRE del INDRE

Biol. | z Martinez M.en GS. Lu Hernandez Rivas
|

Cu&.wm-wm‘wm-ercmmonyD'No‘otasauc-DMQ
Biol irma Lopez Martinez Directora de Dagnost <o y Referencia o nORE
M en CS. Lucia Herndndez Rivas. - Directors ce Servicios y Agoyo Técnco o InDRE.
M en C Judith Estevéz Ramirez, Jefa e Deomsmoucwre-ccm'uys«woso«l-m!_
M en C. Gisela Barrera Badillo.-Jefa del Latorstor o de Virus Respiratonos oe nDRE.

SecconSere 652

ML

zig:u;aRSS. Oficio de acreditacion oficial por parte del INDRE en 2020. Documentacién del laboratorio molecular
e AEI.
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8.5.2 Anexo 2. Cartel informativo de Lavado de manos

Evita contraer y transmitir

la enfermedad del

COVID-19 &

Al entrar, entre diferentes actividades
v al salir del laboratorio, lava tus
manos con agua y jabon.

Los virus y microorga-
nismos pueden permane-
cer en las manos después
de tocar superficies conta-
minadas con éstos.

El lavado adecuado de
manos con aguay jabén
reduce el contagio y la
transmision.

Lava tus manos: Al entrar al laboratorio; antes y después
de manipular muestras, materiales biolégicos o quimicos
y; antes de salir del laboratorio. Asi mismo: después de
usar el transporte publico y tocar dinero; al llegar a tu %
casa; antes y después de ir al baifo; antes de preparar o

Del despachador de
toallas, toma un trozo
para abrir la llave
del agua y dispensa
otro trozo para el
sacado de manos

Frota la palma de la
mano derecha contra
el dorso de la mano
izquierda entrelazando
los dedos y viceversa

Frota las
mufecas

Abre la llave con la
primera toalla

Frota las palmas
de las manos entre
si, con los dedos
entrelazados

[ ET-ENET
manos con agua

consumir alimentos y; después de tocar mascotas.

Frota el dorso de
los dedos de una
mano con la palma
de la mano opuesta,
agarrandote los dedos

131

Seca tus manos
con una toalla
desechable

SALUD | o

Deposita en la palma
de la mano una
cantidad suficiente
para lavar todas
las superficies

Frota con un
movimiento de
rotacion el pulgar
derecho, atrapandolo
con la palma de la mano
derecha y viceversa

Sirvete de la toalla para
cerrar la llave del agua
y evita tocar la llave
o el lavamanos

INDRE

Frota las palmas
de las manos
entre si

Frota la punta de
los dedos de la mano
derecha contra la palma
de la mano izquierda,
haciendo un movimiento
de rotacién y viceversa

En este momento tus
manos estan limpias
Yy son seguras

Figura 56. Lavado correcto de manos. Secretaria de salud. Fecha de publicaciéon: 15-05-21. Recuperado de: Documentos de apoyo para el
i Gobierno | gob.mx (www.go
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https://www.gob.mx/salud/documentos/documentos-de-apoyo-para-el-laboratorio?state=published

8.5.3 Anexo 3. Secuencia de colocacion de Equipo de Proteccion Personal (EPP)

SECUENCIA DE COLOCACION DE EPP EN EL
LABORATORIO PARA LA TOMA Y PROCESAMIENTO DE
MUESTRA DE PACIENTES SOSPECHOSOS DEL VIRUS

SARS-COV-2 (COVID-19)
Y OTROS VIRUS RESPIRATORIOS

e 1 > & = o
El zapato - f‘ = T2

de seguridad A
cerrado (rigido T p @ @ ﬁ @
y antiderrapante;

no tenis). Identificar tipo

y talla a emplear

COLOCAR EL ZAPATO DE
SEGURIDAD CERRADO VERIFICAR LA INTEGRIDAD DEL EPP

N
amarrar por S | ~

Q s R ?!
Sentado y \ -
parte trasera "
Ajustar con cinta
l B micropore al pufio
) ” 2 de la bata y el guante.
(Trabaja en binomio) Dejar pestana para el retiro

Ajustar por detras a la altura
del cuello y la cintura.

COLOCAR PRIMER
ZAPATONES COLOCAR LA BATA QUIRURGICA PAR DE GUANTES
L o - p »

-~

Previamente cumpla la
prueba de ajuste, verifique
que esté correctamente
colocado

COLOCAR LENTES DE SEGURIDAD,
COLOCAR EL RESPIRADOR GOGGLES O CARETA

=S
I
o

COLOCAR EL SEGUNDO
PAR DE GUANTES

SALUD | :FE _ INDRE

S SECRETARIA DE SALUD

FIE0© @ gob.mx/salud

Figura 57. Secuencia de colocacion de EPP. Fecha de publicacion: 15-05-21. Recuperado de: Documentos de apoyo para el laboratorio
Secretaria de Salud | Gobierno | gob.mx (www.gob.mx
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8.5.4 Anexo 4. Secuencia de retiro de Equipo de Proteccion Personal

SECUENCIA DE RETIRO DE EPP EN EL LABORATORIO

SARS-COV-2 (COVID-19) &
Y OTROS VIRUS RESPIRATORIOS

RECUERDEN RETIRAR EPP

DE LO MAS CONTAMINADO A i o LA
LO MENOS CONTAMINADO D e e

RETIRAR EL SEGUNDO
PAR DE GUANTES

Con la pestafia contemplada
Con el primer par de guantes en la colocacién de EPP,
puestos, desatar los dos cordones posteriormente sacar manga o
| del guante con cuidado
" — 7 4

‘ ‘ Evitar que las manos con el primer par de guantes,
Posteriormente

- desechable y pasar por encima del cuelio y de los
desatar el cordén (4 2
trasero o la cinta hombros. Retirar la bata voitedndola al revés

velcro que se encuentra
a la altura del cuello - RETIRO DE CINTA MICROPORE RETIRO DE BATA QUIRURGICA

¥ Evite tocar la Evite tocar su
parte exterior piel con el guante
Tomar el gorro quirdrgico o cubre cabello de la

parte trasera y se jala hacia adelante para retirario

RETIRO DEL GORRO QUIRURGICO RETIRO DE RETIRO DEL PRIMER
O CUBRE CABELLO ZAPATONES PAR DE GUANTES
0 0 V WE A

tengan contacto con el exterior de la bata

Retirar los lentes o careta por la parte de
Ila banda de la cabeza o de las orejas sin

c 4
tocar la parte delantera. Si las manos se S ' ' ) \l" y “
contaminan lavar inmediatamente ’ \ ! biocustodia para el

‘ ¥ ' manejo de pacientes

- - durante la toma
‘ v Sin tocar la parte delantera de muestray
) Si sus manos se contaminan durante procesamiento de

| &y | la remocién de la mascara / muestras

d » respirador, lavarias inmediatamente

RETIRO DE LENTES DE SEGURIDAD, RETIRAR MASCARILLA LAVADO
GOGGLES O CARETA QUIRURGICA O RESPIRADOR N95 DE MANOS

SALUD | £ INDRE

Recomendado en
el protocoilo de
bioseguridad y

Figura 58. Secuencia de retiro de EPP. Fecha de publicacién: 15-05-21. Recuperado de: Documentos de apoyo para el laboratorio |

Secretaria de Salud | Gobierno | gob.mx (www.gob.mx)
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8.5.5 Anexo 5. Embalaje para el transporte seguro de muestras sospechosas de SARS-CoV-2 y otros

virus respiratorios.

EMBALAJE PARA EL TRANSPORTE
SEGURO DE MUESTRAS SOSPECHOSAS DE

SARS-COV-2 (COVID-19)

Y OTROS VIRUS RESPIRATORIOS

Las muestras de pacis h d CdVID-‘IBsondasiflmdaseomo La persona encargada del embalaje

;ﬁ\ sumnch-!hléglasmnydebener-‘ all ly &\ y envio de estas muestras debe
al INDRE garantizando el cumplimiento del Regi! Para EI'T estar capacitada y contar con los
mmmvmmmr—m—wzmsyduMam insumos necesarios para el embalaje
Estandarizado para la Vigilancia Epidemiolégica y por laboratorio de la Enfermedad de muestras Categoria B.
Respiratoria Viral. Abril 2020.

SAQUE EL
ENVASE
SECUNDARIO

ASEGURES

EL (LOS) TUBO(S)
CON LA(S)
MUESTRA(S)
ANTES DE EMPEZAR, REALICE ABRA EL EMBALAJE/
EL LAVADO DE MANOS ENVASE EXTERNO

ENVUELVA EL RECIPIENTE
PONGASE DESINFECTE EL ENVASE AR OO . MATEEIAG COLOQUE LA MUESTRA EN QUITESE
LOS GUANTES PRIMARIO CON ETANOL AL 70% AMORTICUADOR EL ENVASE SECUNDARIO LOS GUANTES

-
S
“

COLOQUE EL CONTENEDOR SECUNDARIO COLOQUE LA LISTA CON EL CIERRE BIEN LA PARTE SUPERIOR DE
REALICE EL LAVADO CIERRE EL EMBALAJE/ENVASE DENTRO DE LA CAJA DE UNICEL, RODEELO CONTENIDO E INSTRUCCIONES DE LA CAJA Y COLOQUE CINTA PARA

DE MANOS SECUNDARIO by o~ ol LAS PRUEBAS DE LABORATORIO SELLARLA DE FORMA SEGURA

1 14

COMPRUEBE QUE
EL EMBALAJE/ENVASE
EXTERIOR ESTA
DEBIDAMENTE MARCADO:

DEL
B. NOMBRE Y DIRECCION DEL
DESTINATARIO.
. DESIGNACION OFICIAL DE
YnANsPonYE

s OLOGICAS AL TERMING DEL EMBALAJE ¥
5 ANTES DE SALIR DEL LABORATORIO,
- NUMERO ONU' UnNssTE REALICE EL LAVADO DE MANOS

PARA ACCEDER AL LINEAMIENTC
POR LABORATORIO DE LA ENFE
neamiento_estandarizado_para_la_VE_y_Lab_Enfermedad_Respiratoria_Viral...pdf

ARA EL LABORATORIO
https://www.gob.mx/salud/documentos/documentos-de-apoyo-para-el-laboratorio?state=published

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

IO O©®@ gob.mx/salud

Figura 59. Embalaje seguro de muestras sospechosas de SAR-CoV-2 (COVID-19). Fecha de publicacién: 15-05-21. Recuperado de:
Documentos de apoyo para el laboratorio | Secretaria de Salud | Gobierno | gob.mx (www.gob.mx)
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8.5.6 Anexo 6. Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos no anatomicos

MANEJO DE EN EL LABORATORIO

RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS

NO ANATOMICOS

==
m SEMARNAT
EEM PARA LA PREVENCION Y
N f GESTION INTEGRAL DE LOS RESIDUOS
\ Ly S

S
e
A
‘\

EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL COMO:

% BATA DESECHABLE % CARETA DESECHABLE
#MASCARILLAS % GUANTES
% COFIA O CUBRE PELO

~| NOM-087-
MATERIAL DESECHABLE COMO: SEMARNAT-
SOAI-ZUUL

%TUBOS CONICOS
% HISOPOS
#GASAS PARA MANIPULACION O DESINFECCION

[?,l;j;%‘ —_— i‘&@@ — h.!‘ — !:TT

IDENTIFICACION 2 ENVASADO RECOLECCION ALMACEN
Y SEPARACION INTERNA DE RESIDUOS TEMPORAL

FASES DE MANEJO INTEGRAL DE RPBI

SALUD | ot INDRE

FIO© @ gob.mx/salud

Figura 60. Manejo De Residuos Biolégico-Infecciosos No Anatdmicos. Fecha de publicacién: 15-05-21. Recuperado de: Documentos de
apoyo para el laboratorio | Secretaria de Salud | Gobierno | gob.mx (www.gob.mx)
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8.5.7 Anexo 7. Desinfeccion y limpieza en el laboratorio

DESINFECCION . LIMPIEZA DE
DE AREAS: 2 - { Y AREAS:
PREVIO Y iANALISIS ‘ PREVIA AL TRABAJO
POSTERIOR DE RIESGOS! o PARA ELIMINAR
AL TRABAJO \ SUCIEDAD,
| oETE ES NECESA MATERIA

ORGANICA

Y MANCHAS

A

& LIMPIEZA EXHAUSTIVA:
PROGRAMADA, LIMPIEZA DE TODO EL LABORATORIO
(AREAS DE TRABAJO, MOBILIARIO Y EQUIPO MEDICO)

DETERMINACION DEL
DESINFECTANTE Y
CONCENTRACION IDEAL .
PREPARACION E
IDENTIFICACION DE
DESINFECTANTES
EMPLEA EL SISTEMA
| ETANOL AL 70%: PARA UN LITRO, AGREGA 730ML GLOBALMENTE ARMONIZADO
DE ETANOL AL 96% A 270ML DE AGUA. (SGA) Y REQUERIMIENTOS
ESPECIFICOS
1 HIPOCLORITO DE SODIO AL 0.1%: PARA PREPARAR NOM-018-STPS-2015
B UN LITRO, AGREGA 7.7ML DE HIPOCLORITO AL 13%
A 992.3ML DE AGUA.

LA OMS RECOMIENDA EL USO DE HIPOCLORITO
DE SODIO AL 0.1% O ETANOL AL 70%

NOTA: PARA PREPARAR MODIFICAR EL VOLUMEN REQUERIDO PUEDES
UTILIZAR LA SIGUIENTE FORMULA, CONSIDERANDO LA CONCENTRACION
INICIAL DEL REACTIVO Y EL VOLUMEN A PREPARAR:
(C, X V,)
C.
OTROS DESINFECTANTES RECOMENDADOS SON:

£

. CONTROL Y REGISTRO
» PEROXIDO DE HIDROGENO AL 0.5% DE LOS DESINFECTANTES
» COMPUESTOS CUATERNARIOS DE AMONIO - ALMACENALOS EN CONDICIONES
Y COMPUESTOS FENOLICOS, DEBE SEGUIRSE AMBIENTALES ADECUADAS
LAS INDICACIONES DEL FABRICANTE. - REGISTRE LA FECHA DE PREPARACION Y CADUCIDAD

PARA MAS INFORMACION:
» PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD Y BIOCUSTODIA PARA LA TOMA Y PARA EL DE SARS-COV-2.
ooy - i — e
httpsy/ par y-por
- 018 SISTEMA PARA LA IDENTIFICACION Y DE PELIGROS Y QUIMICAS PELIGROSAS EN LOS CENTROS DE TRABAJO.

SECRETARIA DE SALUD

SALUD | o= INDRE

FEOO@ gob.mx/salud

Figura 61. Desinfeccion Y Limpieza En El Laboratorio. Fecha de publicacion: 15-05-21. Recuperado de: Documentos de apoyo para el
laboratorio | Secretaria de Salud | Gobierno | gob.mx (www.gob.mx)
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8.5.8 Anexo 8. Colocacion del respirador de cara completa

Antes de iniciar a colocar el respirador es necesario tener el cabello recogido, no tener
accesorios como aretes o collares y si el tiempo de uso sera prolongado puede colocar parches
0 bandas en los puntos de apoyo que tendra la mascara sobre el rostro (frente, barbilla, nariz

y laterales de las mejillas).

RESPIRADOR DE CARA COMPLETA LIBUS FEEL
SAFE 9955/3M

VISOR  ----eese ]

ROSCAS CON .~
EMPAQUES PARA
ADAPTACION DE
FILTROS

v
VALVULA
FRONTAL

4.- Forma adecuada de retirar el respirador

Se recomienda tener doble par de guantes y retirar los filtros
o cartuchos girando en sentido contrario a las manecillas del
reloj. Es importante no mojar los filtros y guardarlos en
bolsas e grado médico por separado.
- Retirar el gorro ciuirurgico o cofia y el primer par de
guantes. -Levantar los broches de las bandas ajustables
inferiores y superiores sujetando el respirador con la mano
no dominante y con la otra retirar por completo las bandas
de la cabeza de atras hacia adelante sin tocar la cara.
-rociar el resdpirador con antiséptico la parte interna y
externa, introducir en bolsa transparente, cerrar y retirar el
segundo par de guantes.
-Rotular para llevar a CEYE o al laboratorio para su posterior
esterilizacién.

1.-  Colocacion  del  respirador

Antes de colocar el respirador se debe
recoger el cabello, retirar accesorios,
colocar gorro quirurgico o cofia y si el
tiempo de uso sera prolongado puede
colocar parches o bandas en los puntos de
atpoyo que tendra la méscara sobre el rostro
(frente, barbilla, nariz y laterales de las
meillas).

-Aflojar las bandas ajustables y colocar el
arnés sobre la cabeza de forma que no se
obstruya la visibilidad facial, posteriormente
se ajustan las bandas inferiores como
superiores sin apretar exageradamente para
no lesionar la piel.

2.- Revision del sello

-Una vez que el respirador se ha colocado,
se tapa la valvula frontal para después
exhalar, se tiene que notar un ligero
abultamiento ya que se esta impidiendo la
salida de aire.

-Se procede a cubrir las roscas e inhalar,
notando que el respirador se pega a la cara.
-Al realizar estas pruebas no debe haber
fugas de aire, de lo contrario hay que
reajustar el respirador.

3.- Colocacion de filtros

Debido a que los filtros se van a encontrar
expuestos en todo momento, para realizar
la colocacién se debe utilizar doble par de
uantes como medida de seguridad.
-Posteriormente se alinea la guia de los
fitros con la ranura mas pequefia del
respirador y se girar el filtro o cartucho en
sentido de las manecillas del reloj hasta
escuchar clic.

Figura 62. Colocacion de respirador de cara completa, creado con BioRender.com

Created in BioRender.com bio
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Anexo 9. Consentimiento para uso de datos del laboratorio molecular del Hospital Regional de
Alta Especialidad Ixtapaluca.

=3

HOSPITAL REGIONAL DE ALTA ESPECIALIDAD DE IXTAPALUCA A —
DIRECCION DE PLANEACION, ENSENANZA E INVESTIGACION Adta Larrc i o

| e
-

CARTA DE CONSENTIMIENTO DEL JEFE DIRECTO PARA USO DE DATOS
Ixtapaluca, Estado de México a 12 de noviembre de 2021

PRESENTE:

Yo, Ménica Sierra Martinez, como responsable del laboratorio de diagndstico molecular del Hospital
Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca (HRAEI), manifiesto que estoy de acuerdo con el uso de
la base de datos de las pruebas de SARS-CoV-2 que se han realizado en el laboratorio durante el aflo
2020 y 2021, esto con fines estrictamente académicos. Asi mismo confirmo que la informacion,
documentos Y fotografias que se le han proporcionado a la pasante de licenciatura en Bioguimica
diagnostica Susana Bernardo Hernandez, son veridicos y que corresponden al laboratorio de
diagnoéstico molecular del HRAEL

Dado lo anterior y por tener la facultad para este permiso, firmo esta carta al tiempo que lo hace el
director del drea de Planeacion, enseflanza e investigacion.

ATENTAMENTE
CAlY \
A\
¢ AP I
L L in Gustavo Acosta Altamirano
Responsable del Laboratorio de Director de planeacion, enseflanza e
Diagnéstico Molecular investigacion
Tel: (55) 5972 9800 Tel: (55) 5972 9800
Ext. 1083 Ext. 1202

Carretera Federal. México Puebla Km 34.5, Pueblo de Zoquiapan, Municipio de Ixtapaluca,
Estado de México, C.P. 56530 Tel. 5972 9800 Ext. 1108.

Figura 63. Carta de consentimiento para el uso de datos de las pruebas para deteccion de SARS-CoV-2.
Documentacion del laboratorio molecular del HRAEI.
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