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Cordial saludo,
 
Con la presente comunicación, hago entrega del sexto informe Técnico Trimestral presentado por la División de
Inmunología - Laboratorio de Infección e Inmunidad del proyecto titulado “FORTALECIMIENTO DE LAS CAPACIDADES
INSTALADAS DE CIENCIA Y TECNOLOGÍA DE LA GOBERNACIÓN DEL HUILA Y LA UNIVERSIDAD
SURCOLOMBIANA PARA ATENDER PROBLEMÁTICAS ASOCIADAS CON AGENTES BIOLÓGICOS DE ALTO
RIESGO PARA LA SALUD HUMANA EN EL DEPARTAMENTO DEL HUILA” BPIN 2020000100145, financiado por el
SGR. Este va acompañado de todos los soportes que son mostrados en la sección de “ANEXOS” al final del texto, como
apoyo a la información brindada. Es sometido a la Vicerrectoría de Investigación para su revisión y obtención del aval
para posteriormente ser enviado a la Secretaría de Salud Departamental quien es la entidad ejecutora de la propuesta.
 
 
Cualquier inquietud, no duden en contactarme,
 
 
 
Carlos F. Narváez 
Médico Inmunólogo
Jefe División de Inmunología
Departamento de Pediatría y Básicas
Universidad Surcolombiana - Hospital Universitario de Neiva.
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1.   INTRODUCCIÓN  
  

En  el  sexto  Informe  Técnico  Trimestral  presentado  por   la  Universidad  Surcolombiana  del  

proyecto  titulado  “FORTALECIMIENTO  DE  CAPACIDADES  INSTALADAS  DE  CIENCIA  Y  

TECNOLOGÍA   DE   LA   GOBERNACIÓN   DEL   HUILA   Y   LA   UNIVERSIDAD  

SURCOLOMBIANA  PARA  ATENDER  PROBLEMÁTICAS  ASOCIADAS  CON  AGENTES  

BIOLÓGICOS  DE  ALTO  RIESGO  PARA  LA  SALUD  HUMANA  EN  EL  DEPARTAMENTO  

DEL  HUILA”,  BPIN  2020000100145,  se  detallan  las  actividades  científicas  realizadas  por  

la  División  de   Inmunología,   Laboratorio  de   Infección  e   Inmunidad  durante   los  meses  de  

diciembre   2021,   enero   y   febrero   de   2022   en   el   marco   de   la   propuesta.   Durante   este  

trimestre,  la  pandemia  por  Coronavirus  del  síndrome  agudo  respiratorio  severo  2  (SARS-­

CoV-­2,  en  inglés)  continúa.  En  este  periodo  se  presentó  el  4º  pico  de  casos  de  infección  

por  SARS-­CoV-­2  en  Colombia,  dado  por  la  llegada  y  diseminación  de  la  variante  genética  

Ómicron,  altamente  infecciosa,  pero  al  parecer  con  menor  letalidad  (Mallapaty  S.  Nature.  

2022).  A   febrero  del  2022,  el  número   total  de  personas   infectadas   llega  a   los  6,062,701  

casos   y  un   total   de  138,693  casos   fatales,   y  para   la   fecha  de  elaboración  del   presente  

informe   (febrero   2022)   la   intensidad   del   4º   pico   esta   en   franco   descenso  

(https://www.ins.gov.co/Noticias/Paginas/Coronavirus.aspx).   En   cuanto   a   los   ensayos  

moleculares  para   detección   de  SARS-­CoV-­2,   las   dos   entidades  aliadas   cumplieron   con  

suficiencia   el   número   de   test   planeados   en   la   propuesta.   De   hecho,   la   División   de  

Inmunología  –  Laboratorio  de  Infección  e  Inmunidad  continua  con  el  aval  concedido  por  el  

Instituto   Nacional   de   Salud   (INS)   para   realizar   ensayos   de   reacción   en   cadena   de   la  

polimerasa  retrotranscrita  en  tiempo  real  (RT-­qPCR)  para  detección  del  genoma  viral  del  

SARS-­CoV-­2   con   propósito   diagnóstico.   Este   aval   fue   prorrogado   por   el   INS   hasta  

diciembre  de  2022  (Ver  Anexo  1).  Por  otro  lado,  se  realizó  la  estandarización  y  validación  

de   los  Ensayos  de   Inmunoabsorción  Ligado  a  Enzima  (ELISA)  para  detección  de   IgM  e  

IgG  circulantes  específicas  de  SARS-­CoV-­2  circulante.  

  

Durante  los  dos  primeros  meses  del  2022,  el  número  de  casos  de  dengue  en  el  Huila  ha  

permanecido  dentro  del  número  de  casos  esperados  y   la  situación  del  Departamento  en  

cuanto  a  casos  reportados  ha  permitido  establecer  que  se  ha  mantenido  dentro  del  canal  

endémico  durante  este  periodo  (INS.  Boletín  Epidemiológico  Semanal.  Semana  7).  En  lo  

corrido   del   2022,   se   han   notificado   en   el   Huila   270   casos   de   dengue,   11   de   ellos  
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clasificados   clínicamente   como   dengue   grave,   lo   que   posiciona   al   departamento   en   el  

lugar   14   a   nivel   nacional   en   número   de   casos   reportados   (INS.   Boletín   Epidemiológico  

Semanal.  Semana  7).  Durante  el  6  trimestre  de  ejecución  de  la  propuesta,  se  avanzó  en  

la  estandarización  y  validación  de  métodos  para  la  detección  de  IgM  e  IgG  específicas  de  

Dengue   virus   (DENV)   y   Zika   virus   (ZIKV).   También,   con   el   objetivo   de   socializar   los  

resultados  y  transferir  conocimientos  científicos  y  técnicos  adquiridos  con  la  ejecución  de  

la  propuesta,  se  ofreció  a   la  red  de  salud  pública  Departamental  el  primer  curso  teórico-­

práctico  de  Biología  Molecular  e  Inmunología  del  COVID-­19  y  Dengue,  actividad  que  tuvo  

una  gran  acogida  regional.  

  

En   general,   durante  el   6º   trimestre   de   ejecución   se  presentan   a   través   de   este   informe  

significativos   avances   en   las   actividades   planeadas   de   la   propuesta.   Para   un   mejor  

entendimiento  de  los  avances  logrados  durante  este  periodo  y  como  ha  sido  costumbre  a  

través   de   todos   los   cinco   Informes   Técnicos   Trimestrales   anteriores,   se   describirán   los  

avances  logrados  por  la  División  de  Inmunología  siguiendo  el  orden  de  las  actividades  de  

cada  objetivo  planteado  en  la  propuesta.  

  

2.   OBJETIVO  ESPECÍFICO  1  (OE1).  
  

2.1.   Realizar   entrenamiento   especializado   del   talento   humano   (en  
identificación  y  estudio  de  agentes  virales  por  métodos  moleculares  y  
serológicos).  

  

Como   se   ha   detallado   en   los   Informes   Técnicos   Trimestrales   Nº   2-­3-­4-­5,   esta  

actividad   ya   se   llevó   a   cabo   y   el   personal   vinculado   al   proyecto   recibió   formación  

especializada  en  centro  de  virología  con  alto  reconocimiento.  
  

Adicionalmente,  durante  el  trimestre  que  cubre  el  presente  informe  y  con  el  objetivo  de  

transferir   conocimiento   científico,   técnico   y   tecnológico  adquirido   con   la   ejecución  del  

proyecto   a   la   red   de   salud  pública   del  Departamento   del  Huila,   las   entidades  aliadas  

SSDH   y   la   Universidad   Surcolombiana   en   el   marco   del   proyecto   ofrecieron   el   curso  

titulado   “I   Curso   Teórico-­Práctico   de   Biología   Molecular   e   Inmunología   en  
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Enfermedades   Virales   de   Interés   en   Salud   Pública   para   el   Departamento   del  
Huila:  COVID-­19  y  Dengue”,  una  actividad  que  tuvo  como  objetivo  fortalecer  las  bases  
de   Biología   Molecular   e   Inmunología   del   personal   de   la   red   de   salud   pública  

departamental  aplicadas  a  los  virus  de  SARS-­CoV-­2  y  Dengue  (Ver  carta  de  invitación  

como   Anexo   2).   Esta   actividad   fue   dirigida   al   personal   de   laboratorio   y   de   salud   de  
Hospitales   y   Secretarías   de   Salud   Municipales,   que   tenían   los   requisitos   de   tener   la   mayor  

regularidad  y  preferiblemente  con  nociones  básicas  de  biología  molecular.  Como  Anexo  3  se  

presenta   el   acta   de   aprobación   administrativa   de   la   actividad   por   parte   de   la   Universidad  

Surcolombiana.   Dentro   de   las   temáticas   cubiertas   por   el   curso,   estaban   la   epidemiología  

nacional  y  regional  de  las  infecciones  emergentes  y  reemergentes  por  dadas  por  SARS-­CoV-­2  

y  por  el  dengue  virus  (DENV),  respectivamente,  además  de  principios  de  fisiopatología  de  las  

dos   enfermedades   virales,   mecanismos   inmunes,   fundamentos   diagnósticos   basados   en  

biología   molecular   especialmente   la   reacción   en   cadena   de   la   polimerasa   retrotranscrita   en  

tiempo   real   (RT-­qPCR),   además   de   métodos   basados   en   anticuerpos   para   aplicación  

diagnóstica  y  en  investigación.  La  programación  completa  del  curso  ofrecido  se  reporta  como  

Anexo  4.  

Al   curso   se   inscribieron   25  participantes  que  provenían  de   instituciones  de   salud   de  Neiva,  

además  de  una  gran  cantidad  de  Hospitales  públicos  de  los  municipios  del  Huila  como  Hobo,  

Colombia,   San   José   de   Isnos,   Salado   Blanco,   el   Pital,   Agrado   y   Aipe.   Soportes   de   la  

participación  en  una  de  las  sesiones,  además  del   listado  de  asistencia  a  sesiones  del  curso,  

además  de  los  certificados  respectivos,  se  presentan  como  Anexo  5.    

El  curso  contó  con  una  significativa  parte  práctica,  que  se  realizó  en  los  Laboratorios  aliados  

donde   se   fortalecieron   aptitudes   en   principios   y   técnicas   como   la   purificación   de   ácidos  

nucleicos,   la  amplificación  de  genes  virales  por  RT-­qPCR,   la  detección  de   inmunoglobulinas  

IgG  e  IgM  virus-­específicas  y   la  detección  de  la  proteína  viral  no  estructural  NS1  por  ensayo  

de  inmunoabsorción  ligado  a  enzima  (ELISA).  En  el  desarrollo  de  la  parte  práctica  del  curso  se  

usó   gran   parte   de   la   tecnología   adquirida   por   el   Departamento   del   Huila   a   través   de   la  

presente  propuesta.  Todas  las  anteriores  técnicas  tienen  alta  aplicabilidad  en  el  diagnóstico  y  

la  investigación  de  enfermedades  emergentes  de  etiología  viral.  Un  grupo  de  Imágenes  de  las  

sesiones  prácticas  del  curso  son  mostradas  como  Anexo  6.  

Con  este   curso,   se  mejoraron   las   capacidades   técnicas  departamentales  para  el   estudio  de  

enfermedades   virales   de   interés   para   el   Huila,   beneficiando   a   la   red   de   salud   pública   del  
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departamento.   Además,   se   transfirió   conocimiento   científico,   técnico   y   tecnológico   adquirido  

con  la  propuesta  a  personal  regional  del  sector  salud.  

  

Basados   en   el   consolidado   de   los   resultados   anteriormente   mostrados,   la   SSDH   y   la  

Universidad  Surcolombiana  reportan  un  cumplimiento  del  100%  en  esta  actividad.  

  

2.2.   Detectar  SARS-­CoV-­2  por  métodos  moleculares.  
  
Como   fue   reportado   en   los   Informes   Técnicos   Trimestrales  número   3-­4-­5,   esta  actividad   se  

cumplió  totalmente,   incluso  superando  los  números  originalmente  propuestos.  Por   lo  anterior  

reportamos  un  porcentaje  de  cumplimiento  del  130%.  

  

2.3.   Realizar   la  estandarización  y  validación  local  de  pruebas  moleculares  
para  detectar  DENV  y  ZIKV.  

  

En   los  Informes  Técnicos  Trimestrales  Nº  3   (pag  28  a  38)  y  Nº  4   (pag  13  –  15),  se  muestra  

evidencia  preliminar  de  la  validación  de  RT-­qPCR  para   la  detección  de  DENV  y  ZIKV.  Como  

mostrado  en  los  apartes  antes  citados,  actualmente  se  cuenta  con  ensayos  moleculares  con  

capacidad  de  detección  de  DENV  y  ZIKV  que  han  demostrado  su  funcionalidad.  Actualmente,  

la  Universidad  Surcolombiana  esta  a  la  espera  de  la  entrega  de  algunos  insumos  por  parte  de  

la  entidad  ejecutora  para  terminar  con  esta  actividad.    

  

Debido  a  esto,  reportamos  un  avance  del  60%  en  esta  actividad.  

  

2.4.   Efectuar  la  estandarización  y  validación  de  un  Inmunoensayo  ligado  a  
enzima  para  detectar  anticuerpos  IgM  e  IgG  circulantes  anti-­SARS-­CoV-­2  

  
Estandarización   de   Ensayo   de   Inmunoabsorción   ligado   a   enzima   para   detectar   IgM   e  
IgG  anti-­SARS-­CoV-­2.  
  

Para  realizar  esta  actividad,  se  “poolearon”  5  especímenes  confirmados  positivos  para  IgM  e  

IgG   SARS-­CoV-­2   específica   identificados   por   Ensayo   de   Inmunoabsorción   Ligado   a  
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Fluorescencia  (ELFA),  que  es  un  ensayo  estándar  de  oro  aprobado  para  el  uso  en  humanos.  

Se  conformó  otro  pool  con  5  especímenes  confirmados  negativos  para  las  2  inmunoglobulinas.  

  

Inicialmente   para   detectar   IgM   SARS-­CoV-­2,   se   comparó   un   ensayo   de   inmunoabsorción  

ligado  a  enzima  (ELISA)  tipo  sándwich  con  uno  indirecto  ambos  basados  en  la  proteína  viral  

de   espícula   (Spike   en   inglés   [S)],   para   comprobar   cuál   de   ellos   era  más   eficiente,   usando  

diluciones   seriadas   de   los   “pooles”   de   especímenes   biológicos   positivos   y   negativos  

previamente  confirmados.  Como  mostrado  en  la  Figura  1,  comparado  con  el  ELISA  sándwich  

(mostrado   en   azul),   el   ELISA   indirecto   (mostrado   en   color   rojo),   mostró   resultados  

significativamente   mejores,   con   un   área   bajo   la   curva   (AUC,   en   inglés)   de   las   diluciones  

seriadas   6   veces   superior   a   la   obtenida   con   el   ELISA   sándwich   (0.005902   Vs   0.0009893,  

respectivamente,  P<0.001).  

  

  
Figura   1.   Detección   de   IgM   SARS-­CoV-­2   humana   por   ELISA.   La   cantidad   relativa   de   IgM  
SARS-­CoV-­2  en  pooles  de  muestras   confirmadas  positivas   (líneas   continuas)   y  confirmadas  

negativas  (líneas  punteadas)  fueron  detectadas  en  diluciones  seriadas  por  un  ELISA  sándwich  

(línea  azul)  o  un  ELISA  indirecto  (línea  roja)  usando  a  la  proteína  viral  S  como  antígeno.  Todas  

las  diluciones  fueron  hechas  por  duplicado.  

  

Posteriormente,   se   comparó   la   eficiencia   de   un   ensayo   de   ELISA   indirecto   que   usaba   un  

sistema   de   detección   con   anticuerpo   secundario   acoplado   directamente   a   peroxidasa   o  

acoplado  a  biotina  para  detectar   IgG  específica  contra  SARS-­CoV-­2   circulante,   usando  a   la  



  

   9  

proteína  de   “Spike”   (S)   como  antígeno  de   cubierta.  Como  mostrado  en   la  Figura  2,   los  dos  

sistemas  de  detección  probados  tuvieron  un  efecto  dosis-­respuesta  y  un  bajo  ruido  de  fondo.    

  

  
Figura  2.  Comparación  de  2  sistemas  de  detección  para  la  detección  de  la  cantidad  relativa  de  
IgG   SARS-­CoV-­2   específica   circulante.   Un   ELISA   indirecto   con   un   anticuerpo   secundario  

marcado   directamente   con   peroxidasa   (línea   verde)   o   marcado   con   biotina   seguido   por  

estreptavidina-­peroxidasa   (línea   roja)   fueron   comparados   usando   los   pooles   de   muestras  

positivas   (líneas   continuas)   o   confirmadas   negativas   (líneas   punteadas).   Como   antígeno  de  

cubierta  se  uso  la  proteína  viral  S.  Las  diluciones  seriadas  fueron  realizadas  por  duplicado.  El  

promedio  es  mostrado  para  cada  dilución.  

  

Sin   embargo,   el   sistema   biotinilado   mostró   mucho   mayores   valores   de   densidades   ópticas  

leídas  a  450nm  (OD450nm)  que  el  sistema  acoplado  directamente  a  peroxidasa,  con  una  AUC  

dos  veces  mayor  (0.0064  Vs  0.0032,  P<0.0001),  soportando  su  mayor  utilidad.  Basados  en  los  

resultados  acá  mostrados,  para  la  estandarización  del  ELISA  para  IgM  e  IgG  SARS-­CoV-­2  se  

seleccionó  en  ELISA  indirecto  con  un  sistema  de  detección  de  anticuerpo  secundario  acoplado  

a  biotina.  

  

Una  vez  confirmada  la  utilidad  del  ELISA  indirecto,  se  determinó  la  concentración  óptima  de  la  

proteína  recombinante  viral  usada  en  el  “coating”  de  los  ELISAS  para  detección  de  IgM  e  IgG  

específica   de   SARS-­CoV-­2.   Para   la   IgM   se   probaron   2   concentraciones   de   las   proteínas  

virales  de  Nucleocápside  (N)  y  de  “Spike”  (S)  en  diluciones  seriadas  de  los  pooles  confirmados  

positivos  y  negativos  (Figura  3).    
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Figura  3.  Identificación  de  la  concentración  óptima  de  las  proteínas  recombinantes  virales  N  y  
S  usadas  para  el   “coating”  del  ELISA  para  detección  de  IgM  SARS-­CoV-­2.  Concentraciones  

de   0.5   ug/mL   (línea   roja)   y   1   ug/mL   (línea   azul)   de   la   proteína  N   (A)   y   S   (B),   fueron  

evaluadas   usando   diluciones   seriadas   de   los   pooles   de   especímenes   confirmados  

positivos  (D)  o  negativos  (O).  La  línea  punteada  indica  el  umbral  del  ensayo  calculado  

como  el  doble  del  promedio  de   las  OD450nm  detectadas  en   los  controles  negativos.  

Todas   las   diluciones   se   realizaron  por   duplicado.  El   promedio   es  mostrado  en   cada  

dilución.  
  

  

Para   la   IgM-­N   específica,   se   observaron   mayores   densidades   ópticas   evaluadas   a   450nm  

(OD450nm)   cuando   la   concentración  usada  para  el   cubrimiento   fue  de  1  ug/mL,   comparado  

con  0.5  ug/mL,  en  la  dilución  1/100  (Figura  3A).  Por  otro  lado,  para  la  IgM-­S  específica,  no  se  

observaron   diferencias   importantes   en   las   OD450nm   obtenidas   con   las   concentraciones   de  

“coating”  probadas  (Figura  3B).  
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Figura  4.  Identificación  de  la  concentración  óptima  de  las  proteínas  recombinantes  virales  S  y  
RBD   usadas   para   el   “coating”   del   ELISA   para   detección   de   IgG   SARS-­CoV-­2.  

Concentraciones  de  0.25  ug/mL  (línea  roja),  0.5  ug/mL  (línea  azul),  y  1  ug/mL  (línea  verde)  

de  la  proteína  viral  S  (A)  y  RBD  (B),  fueron  evaluadas  usando  diluciones  seriadas  de  

los   pooles   de   especímenes   confirmados   positivos   (D)   o   negativos   (O).   La   línea  

punteada  indica  el  umbral  del  ensayo  calculado  como  el  doble  del  promedio  de  las  OD  

detectadas   en   los   controles   negativos.   Todas   las   diluciones   se   realizaron   por  

duplicado.  El  promedio  es  mostrado  en  cada  dilución.  
  

Adicionalmente,  se  evaluaron  para  el  “coating”  de  los  ELISAS,  3  concentraciones  de  proteínas  

recombinantes   de   SARS-­CoV-­2   para   la   detección   de   IgG   SARS-­CoV-­2   específica.   Las  

proteínas  evaluadas   fueron   la  proteína  N,   la  S  y   la   fracción  del  dominio  de  unión  a   receptor  

(RBD,  en  inglés).  Este  último,  es  la  fracción  de  la  proteína  S  más  específico  para  detectar  IgG  

SARS-­CoV-­2,  con   la  menor   reactividad  cruzada  con  otros  Coronavirus  y  se  ha   reportado  en  

algunos   casos   correlación   de   la   IgG-­RBD   con   los   títulos   de   anticuerpos   neutralizantes   en  

infección  natural  y  vacunación  (Katarzyna  Macida  A  et  al.  Front  in  Immunol.  2022.  Yuan  M  et  

al.  Biochem  Biophy  Res  Commun.  2021).    

  

Como   notado   en   la   Figura   5,   una   relación   dosis-­efecto   fue   observada   entre   las   distintas  

concentraciones  de  N,  S  y  RBD  probadas.  A  mayores  dosis  para  el  cubrimiento,  se  obtuvieron  

mayores  OD450nm  de  IgG  SARS-­CoV-­2  específica.  Una  clara  diferencia  en  la  relación  ruido  

de   fondo/señal   entre   los   pooles   de   muestras   confirmadas   positivas   y   negativas,  
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respectivamente,  fue  observada  en  las  distintas  diluciones  de  plasma  probadas  (Figura  5)  para  

las  3  proteínas  virales.    

  
Figura  5.   Identificación  de   la  concentración  óptima  de   las  proteínas   recombinantes  virales  N  
(A).  S  (B)  y  RBD  (C)  usadas  para  el  “coating”  del  ELISA  para  detección  de  IgG  SARS-­CoV-­2  

específica  circulante.  Concentraciones  de  0.25  ug/mL  (línea  roja),  0.5  ug/mL  (línea  azul),  y  1  

ug/mL   (línea   verde),   fueron   evaluadas   usando   diluciones   seriadas   de   los   pooles   de  

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006
0.0

0.5

1.0

1.5

1/DilutionR
el

at
iv

e 
Ig

G
-N

uc
le

op
ro

te
in

 (O
D

 4
50

nm
)

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006
0.0

0.5

1.0

1.5

1/Dilution

R
el

at
iv

e 
Ig

G
-S

pi
ke

 (O
D

 4
50

nm
)

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006
0.0

0.5

1.0

1.5

1/Dilution

R
el

at
iv

e 
Ig

G
-R

BD
 (O

D
 4

50
nm

)

0.25ug/mL Neg

0.25ug/mL Hi

0.5ug/mL Neg

0.5ug/mL Hi

1ug/mL Neg

1ug/mL Hi

A.

B.

C.



  

   13  

especímenes   confirmados  positivos   (D)   o   negativos   (O).   La   línea   punteada   indica   el  

umbral  del  ensayo  calculado  como  el  doble  del  promedio  de  las  OD450nm  detectadas  

en   los   controles   negativos.   Todas   las   diluciones   se   realizaron   por   duplicado.   El  

promedio  es  mostrado  en  cada  dilución.  
  

  

Para   las  3  proteínas   virales  probadas,   la  mayor   AUC   fue   obtenida   cuando   la   concentración  

usada   para   el   coating   fue   de   1   ug/mL   (Figura   5).   Sin   embargo,   esta   diferencia   fue  mucho  

mayor  cuando  se  usó  como  antígeno  a  las  proteínas  S  y  RBD  en  todas  las  concentraciones  de  

coating  evaluadas  (Figura  5).  Basados  en  estos  resultados,  se  seleccionó  una  concentración  

de   coating   de   1   ug/mL   y   a   las   proteínas  S   y   RBD   en   un   sistema   indirecto   biotinilado   para  

realizar  la  validación  de  los  ensayos  de  ELISA  para  detección  de  IgG  SARS-­CoV-­2  específica  

circulante.   El   protocolo   final   para   la   detección   de   IgM   e   IgG   SARS-­CoV-­2   específicas  

circulantes   por  ELISA,  aprobado  por   los   sistemas   de   calidad   de   la  Universidad,   se  muestra  

como  (Anexo  7).  

  

Validación  del  Ensayo  de  Inmunoabsorción  ligado  a  enzima  (ELISA)  para  detectar  IgM  e  
IgG  SARS-­CoV-­2  específica  circulante.  
  

Como   ha   sido   informado   en   los   Informes   Técnicos   Trimestrales   anteriores,   para   realizar   la  

validación   de   los   ensayos   de   ELISA   para   detectar   IgM   e   IgG   virus-­específica   se   reunieron  

grupos   de   especímenes   clínicos   de   pacientes   previamente   caracterizados   con   infección  

natural   confirmada   o   descartada   por   SARS-­CoV-­2   mediante   métodos   moleculares   y  

serológicos   comerciales   que   fueron   usados   como   estándar   de   oro.   Como   muestras  

confirmadas  negativas  para   la   infección   por   SARS-­CoV-­2   se   incluyeron   además   plasma   de  

voluntarios   sanos   prepandémicos,   que   fueron   tomados   entre   el   2011   y   2014   (Tabla   1),  

pertenecientes   al   repositorio   de   la   División   de   Inmunología   de   la   Facultad   de   Salud   de   la  

Universidad  Surcolombiana.  Adicionalmente,  45  especímenes  clínicos  de  plasma  de  pacientes  

con  sintomatología   respiratoria  entre  el   3  –  7  día  de   inicio  de   los   síntomas  y   tomados  en  el  

2013,  fueron  incluidos  para  probar  los  niveles  de  reactividad  cruzada  de  los  ensayos  (Tabla  1).  

La  Tabla  1  muestra  el  número  y  características  de  las  muestras  usadas  para  la  validación  de  

los  respectivos  ELISAS.  
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Tabla   1.   Características   de   los   especímenes   usados   para   la   validación   de   los   ensayos   de  
ELISA  para  detección  de  IgM  e  IgG  SARS-­CoV-­2  específica.  

  
RT-­qPCR  

RT-­qPCRa  y    
ELFAb  

Sanos    
prepandémicos  

Respiratorios  
prepandémicos  

Total  

  

Positivas  

  

68  

  

  

84  

  

  

0  

  

  

0  

  

152  

  

                 

Negativas   19  

  

96  

  

66  

  

45   226  

  

Total   87   180   66   45   378  
a.   Reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  retrotranscrita  en  tiempo  real.  

b.   Ensayo  de   inmunoabsorción   ligado  a   fluorescencia   para   IgM  e   IgG  SARS-­CoV-­2  

(VIDASÒ   SARS-­CoV-­2   IgM,   ref:   423833-­01;;   VIDASÒ   SARS-­CoV-­2   IgG,   ref:  

423834-­01.  Biomérieux,  Lyon,  Francia).  
  

Inicialmente,   usando   los   protocolos   de   detección   de   IgM   e   IgG  SARS-­CoV-­2   anteriormente  

estandarizados,  se  analizaron  muestras  de  plasma  de  pacientes  hospitalarios  con  RT-­qPCR  

negativa  y  positiva  para  SARS-­CoV-­2.  Es  conocido  que  las  inmunoglobulinas  específicas  para  

SARS-­CoV-­2  aparecen  en  un  alto  porcentaje  después  de   la  primera  semana  de   iniciado   los  

síntomas  (Lee  YL  et  al.  J  Infection.  2020).  Por  lo  tanto,  los  pacientes  hospitalarios  confirmados  

con  COVID-­19  por  RT-­qPCR  a  su  vez   fueron  divididos  en  aquellos  cuya  muestra  de  plasma  

fue  tomada  antes  o  después  del  día  10  de  inicio  de  los  síntomas.  En  ellos  se  realizó  el  ensayo  

de  ELISA  para  detectar  IgM  e  IgG  virus-­específica.  
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Figura  6.  Detección  de  IgM  e  IgG  SARS-­CoV-­2  en  pacientes  hospitalizados  con  COVID-­19  
confirmados  por  RT-­qPCR.  Pacientes  fueron  divididos  en  RT-­qPCR-­  y  RT-­qPCR+.  A  su  vez,  

los  pacientes  positivos  fueron  separados  según  el  tiempo  de  inicio  de  síntomas  en  <10  y  >10  

días.  La  línea  punteada  muestra  el  valor  considerado  el  punto  de  cohorte.  El  valor  de  P  con  

el  post-­test  de  Dunns  es  mostrado.  

  

  

Los   resultados   de   la   IgM   virus-­específica   para   la   proteína   viral   S   fueron   claros   y   en   los  

pacientes  con  infección  confirmada  <10  y  >10  días,  el  %  de  pacientes  positivos  fue  del  65  y  

95%,   respectivamente,   con   una   diferencia   estadísticamente   significativa   entre   los   pacientes  

RT-­qPCR-­  y  los  pacientes  positivos  evaluados  después  del  día  10  (P=0.01,  Figura  6).  Para  la  

IgG  SARS-­CoV-­2  específica,  se  observó  también  un  incremento  en  el  porcentaje  de  pacientes  

positivos  cuando  se  compararon   los  grupos  confirmados  positivos   tomados  <10  con   los  >10  

días   (55%  Vs   85%,  P=0.01),   Figura   6.   Los   anteriores   resultados   demuestran   la   utilidad  del  

ELISA  para  IgM  e  IgG  SARS-­CoV-­2  específica  acá  estandarizado  para  el  análisis  de  pacientes  

hospitalarios  con  infección  natural  y  su  capacidad  de  detectar  Inmunoglobulinas  inducidas  por  

la  infección  después  de  la  primera  semana  de  iniciados  los  síntomas.  

  

Comparación  del  Ensayo  de  Inmunoabsorción  ligado  a  enzima  para  detección  de  IgM  e  
IgG  SARS-­CoV-­2  específica  y  el  ensayo  de  inmunoabsorción  ligado  a  fluorescencia.  
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Finalmente,   para   validar   el   ELISA   para   IgM   e   IgG   basado   en   proteínas   recombinantes   de  

SARS-­CoV-­2  estandarizado  aquí,  se  comparó  su  desempeño  en  especímenes  caracterizados  

previamente   a   quienes   se   les   había   evaluado   las   inmunoglobulinas   específicas   por   ELFA.  

Como  mostrado  en  la  Tabla  1,  un  total  de  180  especímenes  contaban  con  evaluación  por  RT-­

qPCR,   además   de   ELFA   para   IgM   e   IgG.   De   ellos,   85   fueron   dobles   positivos   (IgM+IgG+  

SARS-­CoV-­2)  y  95  correspondieron  a  casos  negativos  confirmados.    

A   las   180  muestras   caracterizadas,   se   les   realizó   la   detección   de   IgM   e   IgG   SARS-­CoV-­2  

específica  para  al  menos  2   proteínas  estructurales   virales,   usando   los  ELISAS  previamente  

estandarizados.    

  
Figura  7.  Detección  de  IgM  SARS-­CoV-­2  en  muestras  previamente  caracterizadas  por  ELFA.  
A.   Para   la   IgM   se   usó   a   las   proteínas   N   y   S   para   su   detección.   B.   La   IgG   SARS-­CoV-­2  

específica   fue   detectada   usando   a   las   proteínas   RBD   y   S.   Línea   continua   en   cada   grupo  

corresponde  a   la  mediana.   Línea   punteada,  marca   el   doble   del   promedio  de   las  OD450nm  

encontradas   en   los   controles   negativos.   El   valor   de   P   encontrado   con   la   prueba   de  Mann-­

Whitney  es  mostrado.  

  

  

Las  muestras  caracterizadas  fueron  divididas  en  negativas  y  positivas  para  IgM,  determinadas  

por   ELFA   (Figura   7A).   Para   la   IgM   SARS-­CoV-­2   detectada   por   ELISA,   niveles  

significativamente  altos  de  IgM-­N  e  IgM-­S  fueron  encontrados  en  los  especímenes  clasificados  

como   positivos  por   ELFA   (P<0.0001,  Mann-­Whitney   test).   Sin   embargo,   un  menor   ruido   de  

fondo,   más   altas   OD450nm   y   mayor   relación   ruido   de   fondo/señal   fue   encontrada   en   los  

ELISA   para   IgM-­S,   comparado   con   la   IgM-­N   (Figura   7).   Adicionalmente,   el   número   de  

muestras  negativas  por  ELISA  en  el  grupo  de  positivas  por  ELFA  fue  significativamente  menor  
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cuando   se   detectó   la   IgM-­S   comparado   con   la   IgM-­N   (P<0.001,   test   exacto   de   Fisher).  

Soportado  en  los  anteriores  resultados,  se  puede  concluir  que  el  ELISA  para  detección  de  IgM  

basado  en  la  proteína  S  tiene  un  mejor  desempeño  comparado  con  el  ensayo  que  evalúa  la  

IgM-­N  (Figura  7).  

  

Posteriormente,   se   evaluaron   las   correlaciones   entre   los   valores   de   IgM   (Figura   8A)   e   IgG  

(Figura  8B)  SARS-­CoV-­2  específicas  entre  los  ELISAS  y  el  estándar  de  oro  usado  (ELFA).  

  
Figura  8.  Correlación  entre  los  valores  de  IgM  (A)  e  IgG  (B)  SARS-­CoV-­2  específica  entre  el  
ELISA  estandarizado  acá  y  el  estándar  de  oro  usado.  Valor  del  coeficiente  de  correlación  de  

Pearson  (r),  pendiente  y  P,  son  mostrados  para  cada  caso.  

  

Una  variable,  pero  muy  significativa  relación  en  los  niveles  de  IgM  e  IgG  SARS-­CoV-­2  entre  el  

ELISA  y  el  ELFA,  dependiendo  de  la  proteína  viral  usada  fue  identificada  (Figura  8).  Como  se  

muestra  en  la  Figura  8,  el  coeficiente  de  correlación  de  Pearson  (r)  para  la  IgM-­N,  IgM-­S,  IgG-­

RBD   e   IgG-­S   cuando   se   compararon   con   el   ELFA   fue   de   0.37,   0.61,   0.66   y   0.61,  
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respectivamente.   Como   observado   en   la   Figura   8,   el   menor   coeficiente   de   correlación   fue  

encontrado   entre   el   ELISA   IgM-­N   y   el   ELFA   (r=0.37,   P<0.0001),   mientras   que   el   mayor  

correspondió   al   ELISA   IgG-­RBD   y   ELFA   SARS-­CoV-­2   (r=0.66,   P<0.0001).   Esto   puede   ser  

debido  a  la  proteína  antigénica  usada  como  base  de  la  detección,  ya  que,  en  el  último  caso,  el  

fragmento  RBD  es  usado  para  detección  de  la  IgM  e  IgG  tanto  en  el  ELISA  como  en  el  ELFA  

(VIDASÒ   SARS-­CoV-­2   IgM,   ref:   423833-­01;;   VIDASÒ   SARS-­CoV-­2   IgG,   ref:   423834-­01.  

Brochere.  Biomérieux,  Lyon,  Francia).  

  

Posteriormente,  todos  los  especímenes  incluidos  para  la  validación  de  los  ELISAS  para  IgM  e  

IgG  SARS-­CoV-­2  circulante,  fueron  analizados  siguiendo  los  siguientes  criterios:  

  

Prepandémicos:  Correspondió  a  especímenes  de  voluntarios  sanos  tomados  en  el  año  2013  
(mucho  antes  de  la  pandemia).  Adicionalmente,  para  probar  el  nivel  de  reactividad  cruzada  en  

los  ELISA,  también  se  incluyeron  muestras  clínicas  de  pacientes  pediátricos  hospitalizados  por  

sintomatología  respiratorio  tomadas  en  el  año  2012.    

  

Pandémicos:   Correspondió   a   especímenes   clínicos   tomados   durante   la   pandemia   (2020-­
2021).   Este   se   dividió   a   su   vez   en   pacientes   no   expuesto,   quienes   fueron   muestras   con  

resultados   de   ELFA   y/o   RT-­qPCR   negativos   y   pacientes   expuestos   que   correspondió   a  

pacientes   ELFA   y/   RT-­qPCR   positivas,   quienes   tuvieron   diferente   grado   de   severidad   de  

COVID-­19,  que  va  desde   infección  asintomática,   pasando  por   leve   con  manejo  ambulatorio,  

hasta  COVID-­19  grave,  que  requirió  manejo  en  Unidad  de  Cuidado  Intensivo  (UCI).  

  

Como   mostrado   en   la   Figura   9,   una   evidente   y   significativa   reactividad   fue   notada   en   los  

pacientes  Pandémicos,  en  comparación  con  los  Prepandémicos,  soportando  especificidad  de  

los  ensayos  probados.  En   los  dos  grupos  de  pacientes  Prepandémicos,  poca   reactividad  en  

IgM  fue  encontrada.  Esta   reactividad  cruzada   fue  considerablemente  más  alta  para   la   IgM-­N  

que   para   la   IgM-­S   (Figura   9).   Una   fracción   de   muestras   Pandémicas   consideradas   No-­

expuestas  mostraron  presencia  de  IgM  e  IgG  a  las  proteínas  evaluadas.  Esto  posiblemente  es  

debido  pacientes  con   resultado  de  RT-­qPCR  negativa  debido  a  que   fue   tomada   tardíamente  

desde   el   inicio   de   los   síntomas.   Así   que   pueden   corresponder   a   pacientes   naturalmente  

infectados,   con   prueba   de   RT-­qPCR   negativa   por   la   dinámica   de   la   carga   viral   y   que  

desarrollaron  finalmente  respuesta  de  sistémica  de  anticuerpos  virus-­específicos  (Figura  9).  
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Por   otro   lado,   la   IgG-­RBD   e   IgG-­S,   mostraron   muchos   más   bajos   niveles   de   reactividad  

cruzada   en   las  muestras  Prepandémicas,   que   la   IgM-­N   (Figura  9).   Como  esperado,  masiva  

respuesta  de  IgG  SARS-­CoV-­2  se  detectó  en  los  pacientes  Pandémicos.  Al  igual  que  para  la  

IgM,  unos  pocos  pacientes  Pandémicos  considerados  como  No-­expuestos,  mostraron  niveles  

claramente   detectables   de   IgG   virus-­específica,   posiblemente   por   la   razón   explicada   arriba  

para  la  IgM.    

FFiigguurraa     99..   Evaluación   de   IgM-­N   (plot   izquierdo,   puntos   rojos),   IgM-­S   (plot   izquierdo,   puntos  
azules),  IgG-­RBD  e  IgG-­S  (derecha,  puntos  rojos  y  azules,  respectivemente)  en  especímenes  

clínicos  tomados  antes  (Prepandemic)  o  durante  la  Pandemia  de  COVID-­19  (Pandemic).  Línea  

contínua  corresponde  a  la  mediana.  Línea  punteada  corresponde  al  valor  de  referencia  usado  

para   identificar  muestras  positivas   y  negativas,   que  correpondió  al  doble  del  promedio  de   la  

OD450nm  encontrado  en  los  controles  negativos.  

  

En  los  pacientes  Pandémicos,  tanto  para  la  IgM  como  para  la  IgG  virus-­específicas  evaluadas,  

sus   valores   fueron  mucho  más  elevados  en   los  pacientes  expuestos   comparado  con   los  no  

expuestos   (Figura   9).   Finalmente,   en   cuanto   a   la   IgM,   la   magnitud   de   la   respuesta   fue  

significativamente  más   alta,   cuando   la   proteína   viral   usada   en   el   ensayo   fue   la   proteína   S  

(Figura  9).  En  resumen,  los  patrones  de  reactividad  de  la  IgM  e  IgG  SARS-­CoV-­2  específica,  
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concuerdan   con   la   dinámica   de   aparición   del   COVID-­19   y   en   general,   los   ensayos  

desarrollados  acá  mostraron  una  baja  reactividad  cruzada  (en  especial  para  la  IgG).  

  

Finalmente,   se   analizó   la   concordancia,   índice   Kappa,   sensibilidad,   especificidad   y   valores  

predictivos   positivo   y   negativo   de   los   ELISAS   para   IgM   e   IgG  SARS-­CoV-­2.   Los   pacientes  

analizados  fueron  los  siguientes:  

  

Pacientes  confirmados  negativos:  ELFA  negativos  +  Sanos  Prepandémicos:  96  +  66  =  162  

Pacientes  confirmados  positivos:  ELFA  positivos  =  84.  

Total:  246  pacientes.  

  

Usando  el  website  de  análisis  estadístico  computacional  VassartStats  (http://vassarstats.net/),  

se   realizaron   los   análisis   para   cada  una   de   los  ELISAS   estandarizados   acá:   IgM-­N,   IgM-­S,  

IgG-­RBD   y   finalmente   IgG-­S.   Todos   y   cada   uno   de   los   soportes   de   la   forma   como   se  

obtuvieron  los  resultados,  son  mostrados  en  la  sección  de  anexos  (Anexo  8).  En  resumen,  del  

análisis  de  las  tablas  de  contingencia  de  2x2  mostradas  en  el  Anexo  8,  se  obtuvieron  en  los  

siguientes  resultados:  

  

Tabla  2.  Resumen  de  los  resultados  de  validación  de  los  métodos  de  ELISA  para  IgM  e  IgG  
SARS-­CoV-­2  específica  circulantes,  estandarizados  en  este  trabajo.  

Tipo  de  test  
Concordan

cia  
Índice  
Kappa  

Sensibilidad   Especificidad   VPP   VPN  

IgM  SARS-­CoV-­2                    

IgM-­Nucleoprotein   81.3%  
0.58  (0.47-­

0.69)  
72.6%   85.8%   72.6%   85.8%  

IgM-­Spike   94.3%  
0.87  (0.81-­

0.93)  
90.6%   96.2%   92.8%   95%  

IgG  SARS-­CoV-­2                    

IgG-­  RBD   95.1%  
0.88  (0.82-­

0.94)  
91.1%   97.6%   94.7%   95.8  

IgG-­Spike   94.2%  
0.87  (0.81-­

0.94)  
88.8%   97.5%   94.7%   94.7  

VPP:  Valor  predictivo  positivo;  VPN:  Valor  predictivo  negativo.  
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Como   mostrado   en   la   Tabla   2,   4   métodos   de   ELISA   para   detección   de   Inmunoglobilunas  

SARS-­CoV-­2  específicas  fueron  estandarizados  y  validados.  Dos  para  detectar  IgM  y  dos  para  

detectar  IgG  virus  específica.  De  notar,  el  método  con  los  más  pobres  resultados  fue  el  ELISA  

basado   en   proteína   N   (Tabla   2),   con   una   concordancia   e   índice   Kappa   considerado   como  

moderado  (0.58).  Los  restantes  3  métodos  tuvieron  un  grado  de  acuerdo  con  el  estándar  de  

oro  usado,  obtenido  a  través  del  índice  Kappa  >0.92,  que  es  considerado  como  casi  perfecto  

(Abraira  V.  Semergen.  2000).  Un  soporte  fotográfico  de  la  estandarización  y  validación  de  los  

ensayos  es  mostrado  como  Anexo  9.  

  

Teniendo   en   cuenta   los   resultados   anteriormente   mostrado,   reportamos   un   avance   y  

cumplimiento  en  esta  actividad  del  100%.  

  

2.5.   Efectuar   la   estandarización   y   validación   de   un   Inmunoensayo   ligado   a   enzima  
para  detectar  anticuerpos  IgG  e  IgM  circulantes  anti-­DENV  y  anti-­ZIKV.  

  

En  el  segundo  Informe  Técnico  Trimestral  sometido  por  la  División  de  Inmunología  a  la  entidad  

ejecutora  se  presentaron  resultados  preliminares  del  ELISA  para  detección  de  Inmunoglobulinas  

específicas  para   la  proteína  no  estructural  1   (NS1,  en   inglés)  para  DENV  y  ZIKV.  En  ellos  se  

demostró   la   especificidad   del   ensayo   a   través   de   ensayos   de   inhibición   competitiva   usando  

anticuerpos   monoclonales   específicos   contra   NS1   de   DENV1-­4   y   ZIKV   (Figuras   7,   8   y   9,  

Segundo   Informe   Técnico   Trimestral).   Durante   el   presente   trimestre,   profundizamos   en   la  

estandarización   del   ELISA   para   IgM   e   IgG   para   DENV   y   ZIKV.   Para   esto,   comparamos   la  

eficiencia  del  uso  de  un  sistema  de  detección  que  usa  anticuerpo  secundario  biotinilado  y  otro  

que   usa   uno   acoplado   a   peroxidasa   en   muestras   de   plasma   de   pacientes   con   infección  

confirmada  o  descartada  por  PCR  y  caracterizados  previamente  para  la  IgM  e  IgG  DENV.  Como  

muestra  la  Figura  10,  valores  más  altos  fueron  encontrados  con  el  ensayo  desarrollado  aquí,  en  

los  pacientes   caracterizados  como  positivos  en  comparación   con   los  negativos.  En  cuando  al  

sistema   de   anticuerpo   secundario   acoplado   a   biotina   y   el   acoplado   a   peroxidasa   (dilución  

1/2,000),   una   significativa  diferencia   fue  notada,   con   valores  de  OD450nm  más  altos   para  el  

sistema  basado  en  anticuerpos  secundario  biotinilado  (Figura  10).    
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Figura  10.  Comparación  de  un  ELISA  para  detección  de  IgG  NS1  DENV.  Anticuerpo  secundario  
acoplado   a   peroxidasa   (círculos   blancos)   o   a   biotina   (círculos   negros)   fueron   usados   en   un  

ELISA  para  detectar  IgG  NS1  DENV  circulante.  Muestras  de  plasma  de  pacientes  previamente  

caracterizados   como   negativos   o   positivos   para   IgG   DENV   por   estuche   comercial   Panbio  

capture  ELISA.  La  línea  continua  representa  la  mediana.  La  línea  punteada  representa  el  doble  

del  promedio  de  las  OD450nm  encontrada  en  los  controles  negativos.  La  P  del   test  de  Mann-­

Whitney  es  mostrada.  

  

  

Durante  el  trimestre,  también  se  avanzó  en  la  estandarización  de  los  ensayos  para  detección  de  

IgM   DENV   y   ZIKV   circulantes.   Lo   primero   que   se   realizó   es   identificar   el   tipo   de   ELISA   con  

mayor  desempeño  para   lograr  este  objetivo.  Para  esto,  se  comparó   la  eficiencia  de  un  ELISA  

tipo   sándwich   y  un  ELISA   indirecto,   probando  varias   condiciones  para   la   optimización   de   los  

mismos,   como   la   concentración   del   anticuerpo   monoclonal   (Mab,   e   inglés)   contra   NS1,   las  

concentraciones  de   la  proteína   recombinante  usadas   como   cubierta,   entre   otras.  Comparado  

con  el  ELISA  indirecto,  el  ELISA  sándwich  mostró  un  peor  desempeño  para  la  detección  de  IgM  

NS1  DENV   (Figura  11).  No  se  observó  dosis-­efecto  con   los   cambios  de   la   concentración  del  

Mab  o   la  proteína  recombinante  NS1  DENV1-­4  usadas.  Como  se  observa  en  la  Figura  11,  un  

muy   pequeño   delta   de   las   OD450nm   obtenidas   entre   los   pacientes   IgM   DENV   negativos   y  

positivos   fue   observado.   A   diferencia   del   anterior,   mejores   resultados   se   obtuvieron   con   el  

ELISA  indirecto,  con  claro  dosis-­efecto  en  cuanto  a   las  diluciones  y  concentración  de  proteína  

recombinante  usada  para  la  cubierta  del  inmunoensayo  (Figura  11B),  además  se  notó  un  delta  

de  3  a  5  veces  entre  los  pacientes  negativos  y  positivos  en  las  primeras  diluciones  con  el  ELISA  
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indirecto.  Con   lo  anterior,  un  diseño   indirecto,  con  sistema  biotinilado,  a  una  concentración  de  

2ug/mL  para  el   “coating”   fueron  condiciones  seleccionadas  para  ser  usadas  en  el  ELISA  para  

detectar  IgM  DENV  específica  circulante.  

  

  

  
Figura  11.  Estandarización  del  ensayo  de  ELISA  basado  en  NS1  para  detección  de  IgM  DENV  
específica  circulantes.  Un  ELISA  sándwich  (A)  y  un  ELISA  indirecto  (B)  fueron  probados.  Pool  

de  5  pacientes   IgM  negativos   (círculos)  y  5  pacientes  IgM  DENV  positivos   (triángulos),   fueron  

evaluados.  En  el  ELISA  sándwich   (izq)  se  probaron  diferentes  concentraciones  del  anticuerpo  

monoclonal   (Mab)   anti-­NS1   pandengue   (DA034,   Native   Antigen   Co,   Inglaterra),   además   de  

1ug/mL   (línea   roja)   o   2ug/mL   de   NS1   DENV1-­4.   En   el   ELISA   indirecto   (der),   se   probaron  

diluciones  seriadas  de  2  concentraciones  de  NS1  DENV1-­4  para  la  cubierta  del  ensayo:  1ug/mL  

(rojo)  y  2ug/mL  (azul).  Línea  punteada  representa  el  doble  del  ruido  de  fondo.  

  

  

Basados   en   los   resultados   anteriores,   incluidos   los   mostrados   en   los   anteriores   Informes  

Técnicos   trimestrales,   se   estandarizaron   los   ensayos   de   inmunoabsorción   ligados   a   enzima  

para   detectar   IgM   e   IgG   basados   en   NS1   contra   Flavivirus.   Próximamente   se   realizará   la  

validación  usando  especímenes  clínicos  previamente  caracterizados.    

  

Teniendo  en  cuenta  los  resultados  mostrados  anteriormente,  reportamos  un  avance  del  60%  en  

esta  actividad.  
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2.6.   Aplicar  las  pruebas  moleculares/serológicas  
  

En  el  quinto  Informe  Técnico  Trimestral  sometido  por  la  Universidad  Surcolombiana,  se  reportó  

la  caracterización  clínica  y  paraclínica  de  los  pacientes  incluidos  en  el  repositorio  del  Grupo  de  

Parasitología   y   Medicina   Tropical   y   planeados   en   el   documento   técnico   de   la   propuesta.  

Correspondió  a  más  de  2,000  pacientes,  la  gran  mayoría  de  ellos  pediátricos  que  provenían  de  

todo   el   departamento   con   sospecha   de   infección   por   DENV,   que   cubren   el   espectro   clínico  

completo,  desde  dengue  hasta  dengue  grave  y  a  quienes  se  les  analizaron  marcadores  clínicos,  

celulares  y  bioquímicos  de  dengue  (quinto  Informe  Técnico  Trimestral,  Tabla  2,  Figura  4  y  5).    

  

Durante   el   presente   trimestre,   se   evaluaron   los   niveles   de   antigenemia   (NS1   circulante   por  

ELISA  comercial)  en  una  fracción  de  los  pacientes  incluidos  en  el  proyecto.  Los  seleccionados  

fueron  pacientes  con  sospecha  clínica  inicial  de  infección  por  DENV,  que  acudieron  aun  primer  

nivel   y   se   manejaron   ambulatoriamente.   La   Tabla   2,   muestra   los   pacientes   junto   con   el  

respectivo  análisis  de  antígeno  viral  circulante:  

  

Tabla   2.   Evaluación   de   la   antigenemia   en   pacientes   con   diagnóstico   clínico   de   infección   por  

DENV.  

NS1  circulante   #  Pacientes  

Negativos   125  

Indeterminados   12  

Positivos   203  

Total   340  

  

De   notar,   sobre   estos   pacientes   a   quien   ya   se   les   evaluó   la   antigenemia,   se   analizará   la  

concordancia  con  la  viremia  evaluada  por  RT-­qPCR.  

  

Con   los   anteriores   avances   reportamos   un   avance   del   50%   en   el   cumplimiento   de   esta  

actividad.  

  

  

  

  



  

   25  

2.7.   Realizar  la  administración  del  proyecto  
  

Como  responsable  del  componente  científico  y  representante  de  la  entidad  aliada  (Universidad  

Surcolombiana)   ante   la   Secretaría   de   Salud   Departamental   (entidad   ejecutora),   se   ha  

participado   en   la   planeación   y   obtención   de   resultados   en   el   aspecto   científicos,   según   plan  

original,   siguiendo   el   documento   técnico.   Se   ha   participado   activamente   en   todas   las  mesas  

técnicas  de  la  propuesta,  como  por  ejemplo   la  realizada  en  el  mes  de  febrero  de  2022.  Es  de  

notar  que  la  administración,  supervisión  y  apoyo  a  la  supervisión  del  proyecto  lo  esta  llevando  a  

cabo  la  Secretaría  de  Salud  Departamental  como  entidad  ejecutora  de  la  propuesta.  

  

2.8.  Realizar  el  apoyo  a  la  supervisión  
  
Desde   la  entidad  ejecutora   se  ha   recibido   información  que   se   designó   a  un  profesional   para  

adelantar  el  apoyo  a   la  supervisión  de  la  propuesta,  ambas  actividades  llevadas  a  cabo  por   la  

entidad  ejecutora.  El  porcentaje  de  avance  en  esta  actividad  será  reportado  por  la  SSDH.  

  

3.   Objetivo   específico   2   (OE2):   Fortalecer   la   Infraestructura  para   el   desarrollo  
de   investigación   para   atender   problemáticas   asociadas   con   agentes  
biológicos  de  alto  riesgo  para  la  salud  humana  del  departamento  del  Huila.  

  

3.1.   Gestionar  la  compra  e  instalación  de  equipos  
  

Todos  los  equipos  planeados  originalmente  en  el  proyecto  fueron  adquiridos  y  entregados  a  las  

entidades  aliadas.  Estos  han  sido  usados  para  obtener   todos   los   resultados  mostrados  en   los  

Informes   Técnicos   Trimestrales,   demostrando   su   total   operatividad   y   eficiencia   en   el  

cumplimiento  de  las  actividades  planeadas.  

  

Reportamos  cumplimiento  del  100%  en  la  actividad.  

 
3.2.   Adquirir  insumos  para  laboratorio    

  
La  gran  mayoría  de  los  recursos  destinados  para  la  adquisición  de  reactivos  e  insumos,  ya  han  

sido   ejecutados.   Su   apropiado   uso   se   demuestra   en   los   informes   Técnicos   Trimestrales.  
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Actualmente   esta   en   fase   de   contratación   la   adquisición   algunos   reactivos   para   Flavivirus.  

Desde  la  entidad  ejecutora  se  informa  que  las  vías  de  contratación  han  debido  ajustarse  debido  

a  la  entrada  en  vigencia  de  la  ley  de  garantías  electorales.    

  

Teniendo   en   cuenta   la   cantidad   del   presupuesto   destinado   para   adquisición   de   insumos   de  

laboratorio  ejecutado  a  la  fecha,  se  reporta  un  cumplimiento  de  la  actividad  de  un  90%.  

  

3.3.   Realizar  mantenimiento  y  calibración  de  equipos  de  laboratorio.  
  

El  mantenimiento   y   la   calibración  de  equipos  usados  para  el   cumplimiento  de   las  actividades  

planeadas  en  la  propuesta,  ya  se  llevó  a  cabo.  

  

Reportamos  cumplimiento  del  100%  para  esta  actividad.  

  

3.4.   Adelantar  obras  de  adecuación  de  espacios.  
  

Desde   la  entidad  ejecutora   se  ha   informado  que  el   proceso  de   contratación  esta  avanzando.  

Hay  2  oferentes  que  cumplen  requisitos.  Se  espera  inicio  de  adecuaciones  pronto.  Información  

más   precisa   debe   ser   proporcionada   por   la   entidad   ejecutora.   Este   tema   ha   sido   tratado  

múltiples  veces  en  las  Mesas  Técnicas.    

  

Reportamos  desde  la  entidad  aliada  un  40%  de  avance  en  el  cumplimiento  de  esta  actividad.  

  

4.   ANÁLISIS  DE  RESULTADOS  
  

Durante   el   periodo   de   tiempo   cubierto   por   el   presente   informe   se   realizaron   significativos  

avances  en  las  actividades  de  la  propuesta.  Específicamente,  se  ofreció  el  primer  curso  teórico-­

práctico  en  Biología  Molecular  e  Inmunología  de  COVID-­19  y  Dengue  a  los  miembros  de  la  red  

departamental  de  salud  pública.  Esta  actividad  tuvo  una  significativa  acogida,  con  participantes  

provenientes  de   los  Hospitales  y   laboratorios  particulares  de  un  amplio  número  de  Municipios  

del  Departamento,   además  de   la   ciudad  de  Neiva.  Con  esta  actividad  se  buscó   fortalecer   las  

capacidades   de   respuesta   regional   a   la   presente   y   futuras   emergencias   causadas   por  
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enfermedades   virales   emergentes   y   reemergente,   además   de   socializar   y   transferir   los  

conocimientos  logrados  a  través  de  la  ejecución  de  la  presente  propuesta.  

  

Se   logró   también  estandarizar  y  validar  varios  ensayos  de   inmunoabsorción   ligados  a  enzima  

para   detectar   IgM   e   IgG   SARS-­CoV-­2   específica   en   pacientes   con   COVID-­19   que   varió   de  

asintomático   hasta   grave.   De   los   4   ensayos   estandarizados,   3   mostraron   una   sensibilidad   y  

especificidad  ³90%.  

  

En  cuanto  a  Flavivirus,  se   logró  estandarizar  y  probar  Ensayos  de   Inmunoabsorción   ligados  a  

Enzima  basados  en  la  proteína  viral  NS1.  Ellos  pasarán  a  fase  de  validación.  

  

5.   PROBLEMAS  Y  PROPUESTAS  DE  SOLUCIÓN  
  

En  el  periodo  de  ejecución  del  sexto  Informe  Técnico  Trimestral,  se  presentaron  los  siguientes  

inconvenientes:  

-­   Retraso  en  la  contratación  de  los  últimos  insumos  destinados  al  cumplimiento  de  las  

actividades  relacionadas  con  los  Flavivirus.  

  

-­   Continúa   el   retraso   en   la   contratación   de   las   adecuaciones,   aunque   se   han  

presentado   avances   en   el   proceso.   Estos   dos   aspectos   han   sido   tratados  

regularmente  en  las  agendas  de  las  Mesas  Técnicas.  
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1.   TIPO  DE  ACTIVIDAD  DE  EXTENSIÓN  (Seleccione  con  una  X)  

ACTIVIDAD  
ACTIVIDAD  CULTURAL1      CURSOS   X  
EDUCACIÓN  CONTINUA2      EVENTO  CULTURAL3     
  
  

2.   INFORMACIÓN  GENERAL  

*NOMBRE  DE  LA  ACTIVIDAD  DE  FORMACIÓN  CONTINUADA   CÓDIGO  
I   Curso   teórico   práctico   de   Biología   Molecular   e   Inmunología   en  
enfermedades  virales  de   interés  en  salud  pública  para  el   departamento  
del  Huila:  COVID-­19  y  Dengue.  

  

*FACULTAD   SALUD  
*PROGRAMA  Y/O  
UNIDAD   DIVISON  DE  INMUNOLOGIA  -­  MEDICINA  

*FECHA  INICIO   29-­11-­2021   *FECHA  FINAL   07-­12-­
2021   *DURACIÓN  EN  HORAS   26  

*LUGAR     
  
  
  

3.   INFORMACIÓN  COORDINADOR(A)  DE  LA  ACTIVIDAD  DE  FORMACIÓN  CONTINUADA   (Los   datos  
del  (la)  coordinador(a)  deben  ser  diligenciados  en  su  totalidad).  

*NOMBRES  Y  APELLIDOS   CARLOS  FERNANDO  NARVAEZ  ROJAS  
*No.  IDENTIFICACIÓN   7.705.326   TELEFONO   8718311  EXT.  3144  
*CORREO  ELECTRÓNICO   cfnarvaez@usco.edu.co  
*VINCULACIÓN4   Profesor  de  Planta  –  Jefe  de  Inmunología  
*DEPARTAMENTO   Y/O  
PROGRAMA   Dpto.  Ciencias  Básicas  y  Programa  de  Medicina  
GRUPO  DE  INVESTIGACIÓN  
(Si  Aplica)   Parasitología  y  Medicina  Tropical  
*NIVEL  DE  FORMACIÓN5   Doctorado  
  

  
  
  
  
  

                                                
1 Actividad cultural: Se caracterizan porque no tienen costo para los participantes y son actividades recurrentes sin una fecha de 
terminación definida. 
2 Actividades de formación continua: Cuya duración sea mínimo de 16 horas (cursos, talleres), los diplomados (duración mínima de 
90 horas) y seminarios, congresos y simposios. 
3 Eventos cultural: Las actividades de extensión que la realización no es periódica, no se hace una programación definida ni es 
recurrente; son eventos culturales: Conciertos, Exposiciones, Obras Teatrales. 
4 (Docente Tiempo Completo,  Docente Medio Tiempo, Docente Ocasional, Catedrático) 
5 Pregrado, Especialización Maestría, Doctorado, Posdoctorado. 
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4.   CONTENIDOS  (Especificar  en  el  siguiente  cuadro  los  módulos  y/o  temarios  que  se  impartirán  en  la  actividad)  

DISEÑO  DEL  CURSO:  10h  teóricas  (Virtuales)  –  16h  prácticas  (Presenciales)  

Modalidad   Descripción   Fecha   Sección  encargada   Intensidad  
horaria  

Vi
rt
ua
l  –
  P
la
ta
fo
rm
a  
M
EE
T  

Sesión  teórica    

Presentación   del  
curso:  
Generalidades,  
objetivos,   alcance,  
situación   actual   e  
impacto   regional   de  
COVID-­19   y  
Dengue.  

29-­11-­2021  

-­   Dr.  Cesar  Alberto  
Polanía.  

-­   Dra.   María  
Clemencia  
Rojas.  

-­   Dr.   Carlos   F.  
Narváez.  

2  horas    
4:00-­6:00  pm  

Sesión  teórica    

SARS-­CoV-­2   –   COVID-­
19  (4-­5pm)  
-­‐   Estructura   viral   –  

genoma.  
-­‐   Perspectiva  clínica  
-­‐   Fisiopatología   y  

respuesta  inmune  
-­‐   Vacunas   y   su  

impacto  
Dengue  virus  –  Dengue  
(5-­6pm)  
-­‐   Estructura  viral  
-­‐   Perspectiva  clínica  
-­‐   Inmunidad  
-­‐   Vacunas  

30-­11-­2021  

Laboratorio   de   Salud  
Pública.  
  
  
  
  
  
  
  
División   de   Inmunología   -­  
USCO  

2  horas    
4:00-­6:00  pm  

Sesión  teórica    
Fundamento   PCR   de  
punto   final   y   PCR   en  
tiempo  real.    

01-­12-­2021   Laboratorio   de   Salud  
Pública  

2  horas    
4:00-­6:00  pm  

Sesión  teórica  
Fundamentos   de  
Inmunoensayo  ligado  a  
enzima  e  Inmunospot    

02-­12-­2021   División  Inmunología   2h  
4:00-­6:00  pm  

Sesión  teórica   Aplicación   en   SARS-­
CoV-­2  y  DENV   03-­12-­2021   LDSP   –   División   de  

Inmunología  
2h  
4:00-­6:00  

Pr
es
en
ci
al
  

Practica  LSP  
Secretaría   de  
Salud  
Departamental  

-­‐   Postura   y   retiro   de  
EPP  

-­‐   Recepción   de  
muestras    

-­‐   RT-­   qPCR   SARS-­
CoV-­2  

-­‐   Anticuerpos   IgM   e  
IgG   SARS-­CoV-­2  
específicos.  

06-­12-­2021  
Laboratorio   de   salud  
publica  
  

8  horas    
8:00-­12:00m  
2:00-­6:00  pm  

Práctica   División  
de   Inmunología  
I&I  Lab  -­  USCO  

-­‐   RT-­qPCR   serotipo-­
específica   para  
para  Dengue  virus.    

-­‐     ELISA   para   IgM   e  
IgG  de  Dengue    

07-­12-­2021   División   de   Inmunología   -­  
USCO  

8  horas    
8:00-­12:00m  
2:00-­6:00  pm  

  
Nota:  Los  campos  procedencia  y  filiación  solo  aplica  cuando  el  docente  y/o  conferencista  es  externo  a  la  Universidad.  El  
campo  departamento  y/o  programa  solo  aplica  para  docentes  y/o  conferencistas  vinculados  a   la  Universidad.  Duplique  
cuantas  veces  sea  necesaria  la  tabla  anterior.  
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5.   METODOLOGÍA  (Especificar  las  estrategias  didácticas  a  utilizar,  teniendo  en  cuenta  que  faciliten  el  aprendizaje  
y  respondan  a  los  objetivos  de  la  actividad).  
  
La   inscripción   de   los   participantes   se   realizará   mediante   encuesta   electrónica   y   la   aceptación   de   los  
participantes  miembros  de  la  red  de  salud  pública  departamental  será  realizada  por  la  Secretaría  de  Salud  
Departamental   y   la  División   de   Inmunología  mediante   análisis   del   formato   electrónico   y   cumplimiento   del  
perfil  previamente  definido.  El  curso  de  educación  continua  tendrá  una  duración  total  de  26  horas,  divididas  
en   5   sesiones   de   2h   diarias   de   manera   virtual   usando   la   plataforma   Google-­Meet.   Se   harán   charlas  
magistrales   de   corta   duración   con   espacio   de   pausa   activa.   Las   charlas   magistrales   virtuales   usarán  
presentaciones   gráficas   en   power   point,   que   serán   complementadas   con   videos.   Las   preguntas   e  
inquietudes   serán   resueltas   en   tiempo   real   y   también   se   dejará   contacto   para   responderlas  
retrospectivamente.  
  
La   parte   práctica   del   curso   tendrá   una   duración   de   16h   divididas   en   cada   uno   de   los   Laboratorios  
participantes.   Posterior   a   una   breve   introducción,   se   formarán   dos   grupos   que   tomarán   por   separado   los  
ensayos  de  biología  molecular  viral  y  el  otro  estará  en   la  práctica  de  análisis  de  respuesta  de  anticuerpos  
isotipo-­específicos  para   los  virus  de   interés.  Durante  cada  una  de   las  sesiones   los  participantes  realizarán  
un  ensayo  de  aislamiento  de  ácido  desoxirribonucleico  e   identificación  de   Inmunoglobulina  G  no-­antígeno  
específica.  Al  final  de  las  sesiones  se  evaluará  el  resultado  de  los  experimentos  realizados  individualmente.  
  
6.   ENTIDAD   PROPONENTE   Y   PARTICIPANTES   (Este   punto   debe   ser   diligenciado   para   cada   entidad   que  
participe  en  la  ejecución  del  proyecto).  

NOMBRE   DE   LA  
INSTITUCIÓN UNIVERSIDAD  SURCOLOMBIANA   NIT   891180084-­2  
RESPONSABLE   Ó  
CONTACTO Carlos  F.  Narváez   C.C     7.705.326  
DIRECCIÓN   Calle  9  #14-­02,  Segundo  piso.  FacSalud   EMAIL   cfnarvaez@usco.edu.co  
TELÉFONOS 8718310  ext.  3144   FAX   
CIUDAD Neiva   DEPARTAMENTO Huila  
Tipo  de  entidad:  (Marque  con  X): 
Universidad  Pública X   Universidad  Privada      Entidad  o  Instituto  Público    Empresa    
Centro   de  
Investigación  Privado    Centro   de   Desarrollo  

Tecnológico        Centro   Empresarial   o  
Gremio    ONG     

  
NOMBRE   DE   LA  
INSTITUCIÓN 

SECRETARÍA   DE   SALUD  
DEPARTAMENTAL   NIT   800103913-­4  

RESPONSABLE   Ó  
CONTACTO María  Clemencia  Rojas     C.C       

DIRECCIÓN   Carrara  20  Nº  5B-­36   EMAIL   clemencia_charry@yahoo.es  
TELÉFONOS 3134104158   FAX 8701989  
CIUDAD Neiva   DEPARTAMENTO Huila  
Tipo  de  entidad:  (Marque  con  X): 
Universidad  Pública X   Universidad  Privada      Entidad  o  Instituto  Público    Empresa    
Centro   de  
Investigación  Privado    Centro   de   Desarrollo  

Tecnológico        Centro   Empresarial   o  
Gremio    ONG     
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CARLOS FERNANDO NARVÁEZ ROJAS

La Facultad de Ciencias de la Salud 

CERTIFICA QUE

Participó en calidad de coordinador y organizador del

I CURSO TEÓRICO PRÁCTICO DE BIOLOGÍA MOLECULAR E INMUNOLOGÍA EN
ENFERMEDADES VIRALES DE INTERÉS EN SALUD PÚBLICA PARA EL DEPARTAMENTO

DEL HUILA: COVID-19 Y DENGUE.

Neiva,  29 de noviembre al 07 de diciembre (26 horas)

Julio César Quintero Vieda
Decano



LA DIVISIÓN DE INMUNOLOGÍA DE 

LA FACULTAD DE SALUD

La Facultad de Ciencias de la Salud 

CERTIFICA QUE

Participó en calidad de organizador de la actividad de educación continua
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ENFERMEDADES VIRALES DE INTERÉS EN SALUD PÚBLICA PARA EL DEPARTAMENTO

DEL HUILA: COVID-19 Y DENGUE.

Neiva,  29 de noviembre al 07 de diciembre de 2021  (26 horas)

Julio César Quintero Vieda
Decano
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I"CURSO"DE""BIOLOGIA"MOLECULAR"E"INMUNOLOGÍA"EN"ENFERMEDADES
VIRALES"DE"INTERÉS"PARA"LA"SALUD"PÚBLICA"DEL"DEPARTAMENTO"

DEL"HUILA:"COVID919"Y"DENGUE
DIVISIÓN"DE"INMUNOLOGÍA""USCO"– SECRETARÍA"DE"SALUD"DEPARTAMENTAL

1"día"de"práctica"presencial"0 Curso"Biología"Molecular





GENERALIDADES*+ INTRODUCCIÓN



Curso&Teórico&, práctico&capacitación&manejo de&
elementos&de&protección&

personal.



Iniciamos)con)teoría)y)práctica)para)toma)de)muestras)
(hisopado))para)detección)de)SARS:CoV:2)mediante)RT:PCR



Se#inicia#el#proceso#de#Desembalaje#e#inactivación#de#las#
muestras#de#Hisopado







Extracción*automatizada*
de*RNA*viral*

**Nótese*el*uso*del*dispositivo*de*extracción*automatizada*KingFisherTM Flex*adquirido*mediante*la*propuesta,*en*las*sesiones*prácticas*del*curso.



Proceso'de'RT+qPCR'para'SARS+CoV+2



Amplificación+SARS.CoV.2+por+RT.qPCR+e+interpretación+de+los+resultados*

*"Nótese"el"uso"del"termociclador"en"tiempo"real"Quant"Studio,""adquirido"mediante"la"propuesta,"en"las"sesiones"prácticas"del"curso.



Sesión'de'amplificación'DENV'por'RT7qPCR

*
*

*Nótese'el'uso'de'los'equipos'de'congelación'de'especímenes'biológicos'adquiridos'con'el'proyecto'en'las'actividades'
del'curso'de'biología'Molecular'e'Inmunología.'



Análisis'de'la'detección'serotipo1específica'de'
DENV'por'RT1qPCR



RT#qPCR serotipo#específica para DENV. En verde: DENV#1 detectado en sobrenadante de cultivo
celular y plasma de un paciente con infección confirmada y sus respectivos controles negativos.

En azul: DENV#2 detectado en sobrenadante de cultivo y plasma de un paciente con infección
confirmada y sus respectivos controles negativos.

DetecciónEserotipo#específicaEdeEDENVEporERT#qPCR



Práctica(de(extracción(de(ácido(nucléico



Inicio&del&ensayo&de&inmunoabsorción&&ligado&a&enzima&
para&detectar&antigenemia&e&inmunoglobulina&DENV:

especifica&circulante



Detección(de(inmunoglobulina(DENV4especifica(circulante*

*"Nótese"el"uso"del"lector"automatizado"multiuso"de"microplacas"VarioSkan,""adquirido"mediante"la"propuesta,"en"las"sesiones"prácticas"del"curso.



Aplicando*el*segundo*paso*del*ensayo*de*inmunoabsorción*para*Igs*anti6DENV.

Momento*de*trabajo*en*el*ELISA*para*detección*de*
Inmunoglobulinas*DENV6especificas*circulantes



CIERRE%DE%UNA%SESIÓN%DEL%CURSO
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1.  OBJETIVO  
Describir  la  metodología  del  Laboratorio  de  Infección  e  Inmunidad  (I&I  Lab)  para  la  detección  cualitativa  y  semicuantitativa  de  anticuerpos  de  
isotipo  IgM  específicos  circulantes  contra  el  Coronavirus  del  Síndrome  Agudo  Respiratorio  Severo  2  (SARS-­CoV-­2,  en  inglés).  

  
2.  ALCANCE  
  
Este   procedimiento   va   dirigido   a   todo   el   personal   con   formación   básica   en   técnicas   de   laboratorio   como   profesionales   en   Bacteriología,  
Microbiología,  Bioanalistas,  Médicos,  entre  otros.  

  
3.  LÍDER  DEL  PROCEDIMIENTO:  

El  líder  de  este  procedimiento  es  el  I&I  Lab  –  División  de  Inmunología,  Programa  de  Medicina,  Facultad  de  Salud,  Universidad  Surcolombiana.  

  
5.  DEFINICIONES  
  
•   ELISA  El  ensayo   inmunoabsorbente   ligado  a   enzimas   (ELISA)  utiliza  como  sus  siglas   lo   indican  una  enzima  como  marcador  para  
identificar  la  formación  de  complejos  antígeno-­anticuerpo.  Existen  diversas  variaciones  al  método  de  ELISA  para  detectar  y  cuantificar  
ligandos  de  bajo  y  alto  peso  molecular  (>30  Kd),  el  marcador  enzimático  que  se  emplea  en  estos  análisis  se  conjuga  con  anticuerpo  
que  a  su  vez  se  une  a  un  ligando  generalmente  antígeno  proteico  o  un  anticuerpo  específico  para  el  antígeno  de  interés  o  un  anti-­
anticuerpo  para  el  anticuerpo  primario.  
  

•   ANTICUERPOS  Los  anticuerpos  utilizados  en  el  ELISA  son  de  origen  monoclonal  o  policlonal  que  se  suministran  como  antisuero  no  
fraccionado  o   fracciones  de   inmunoglobulina  purificada,  o   fragmentos  de  anticuerpos  que  contienen   la   región  variable  de  unión  al  
antígeno  (Fab  o  Fab´2),  pueden  ser  solubles  o  estar  inmóviles  en  un  soporte  sólido,  son  empleados  como  conjugados  no  marcados  o  
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enzimáticos  y  por  ultimo   reaccionan  con  determinante  antigénico  específico  de  un  antígeno  o  de  un  anticuerpo   ligando-­específico  
(anticuerpo  primario)  según  el  protocolo  de  análisis.  
  

•   ANTIGENO:  Los  antígenos  se  purifican  o  se  producen  con  tecnología  recombinante,  y  al  igual  que  los  anticuerpos  se  utilizan  como  
conjugados  marcados  o  enzimáticos  y  son  inmóviles  o  solubles,  dependiendo  del  protocolo  de  análisis.  
  

•   CONJUGADOS  ENZIMATICOS:  son  antígenos  o  anticuerpos  unidos  en  forma  covalente  a  la  enzima  de  elección.  Así  pues,  el  reactivo  
que  se  forma  de  la  unión  covalente  entre  enzima  y  antígeno  o  anticuerpo  es  el  conjugado  

  
  
6.  DESCRIPCIÓN  DE  LA  ACTIVIDAD  
Nº   ACTIVIDAD   DESCRIPCIÓN   RESPONSABLE   REGISTRO  

1.    

Preparación  de  
Materiales,  
Equipos  y  
Reactivos  

    
Se  preparan  los  siguientes  materiales  para  el  procesamiento:  
  
Reactivos  y  equipo:  

-­  1X  PBS  estéril  (Thermo  Gibco,  ref:  10010-­023).  

-­  Blotto,  leche  en  polvo  descremada  (Slight  Colanta  leche  
descremada).  

-­  Tween  20  (Sigma-­Aldrich,  ref:  p-­1379).  

-­  Dulbeco  fosfato  saline  buffer,  PBS  en  pólvo,  sin  calcio  ni  
magnesio,  para  resuspender  en  10L  (Thermo  Gibco,  ref:  
21600069).  

Bacteriólogo   Ninguno  
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-­  SARS-­CoV-­2  Glucoproteína  de  Espícula  (S)  recombinante.  
Native  Antigen  Co.  Ref:  REC31868-­500  (concentración  de  stock:  
0.5  mg/mL).  Batch  #20112609D.  Descripción:  Glucoproteína  de  
Espícula  (dominio  soluble)  de  SARS-­CoV-­2  de  longitud  completa,  
expresada  y  purificada  desde  células  CHO  His-­tag.  Pureza  
>95%.  

-­  Anti-­IgM  humana  hecho  cabra  biotinilado  (Seracare-­KPL,  ref:  
5260-­0029).  

-­  Estreptavidina  marcada  con  peroxidasa  (Seracare-­KPL,  ref:  
5270-­0029).  

-­  2-­componentes  peroxidasa-­substrato  (Seracare-­KPL,  ref:  5120-­
0050).  

-­  Ácido  Sulfúrico  (H2SO4,  Merk,  98%  pureza),  2M.  

-­  Microplacas  de  ELISA  96  pozos  (ThermoScientific  Immulon  
4HBX,  fondo  plano,  ref:  3855)  

-­  Micropipetas  de  0.5-­10uL,  20-­200uL,  200-­1000uL.  

-­  Pipeta  multicanal  de  20-­200uL.  

-­  Lector  de  microplacas  multiuso  (VarioSkan  DeLux,  Thermo  
Scientific).  

Nota:  Todos  los  reactivos  deben  alcanzar  la  temperatura  
ambiente  (TA)  para  ser  usados  en  el  ELISA.  
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2.    

Cálculos  para  
ELISA:  

  

•   Solución  para  cubrir  pozos:  Proteína  S  recombinante  a  
1ug/mL  en  1X  PBS  estéril.  

•   Para  preparar  Blotto  al  5%:  para  50  mL:  2.5  g  de  leche  
descremada  en  1X  PBS  +  500  uL  de  Tween  20  al  10%  
(diluido  en  agua  destilada).  (Blotto  2.5%:  se  puede  diluir  
al  2.5%  con  PBS  1X).  

•   Buffer  de  lavado:  Tween  20  al  0.1%  en  1X  PBS:  10  mL  
de  Tween  20  al  10%  en  1L  de  1X  PBS.  

•   Concentración  de  anti-­IgM  marcado  con  biotina,  solución  
de  trabajo:  0.5ug/mL  en  blotto  al  2.5%  (1/1,000).  

•   Estreptavidina  marcada  con  peroxidasa,  concentración  
de  trabajo  (0.5ug  /  mL  en  blotto  2.5%)  (1/1,000).  

  

Bacteriólogo   MI-­INV-­LAB-­FO  
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3.    

PROCEDIMIENTO  

  

1.  Agregue  50uL/pozo  de  proteína  S  recombinante  (1ug/mL).  
Incubar  durante  la  noche  a  4ºC.    

2.  Al  día  siguiente,  deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  
invirtiendo  la  placa  y  frotándola  con  toallas  de  papel  limpias.  
Luego,  agregue  150  uL/pozo  de  blotto  al  5%  para  bloquear  las  
uniones  inespecíficas.  Incubar  durante  1  hora  a  37ºC.  

3.  Desechar  y  añadir  50  uL/pozo  de  las  muestras  de  plasma  
diluidas  1/100  en  Blotto  2.5%.  Incubar  durante  2  horas  a  37ºC.  

4.  Desechar  y  lavar  manualmente  con  buffer  de  lavado  tres  
veces.  Deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  invirtiendo  la  
placa,  golpeándola  suavemente  y  secando  con  toallas  de  papel  
limpias.  

Bacteriólogo   MI-­INV-­LAB-­FO  
Mapa   y   Hoja   de  
Cálculo  para  ELISA  
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5.  Añada  50uL/pozo  de  anti-­IgM  humana  biotinilado.  Incubar  
durante  1  hora  a  37ºC.  

6.  Desechar  y  lavar  manualmente  con  buffer  de  lavado  tres  
veces.  Deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  invirtiendo  la  
placa  y  secando  con  toallas  de  papel  limpias.  

7.  Añada  50uL/pozo  de  estreptavidina  marcada  con  HRP  e  
incube  durante  1  hora  a  37ºC.  

8.  Desechar  y  lavar  manualmente  con  buffer  de  lavado  tres  
veces.  Deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  invirtiendo  la  
placa,  golpeando  sutilmente  y  secando  con  toallas  de  papel  
limpias.  

9.  Agregue  50uL/pozo  de  TMB.  La  mezcla  de  los  componentes  A  
y  B  del  TMB  debe  estar  a  temperatura  ambiente  para  su  uso.  
Incubar  a  TA  el  tiempo  necesario,  tomando  como  referencia  los  
controles  positivo  y  negativo.  Evite  colocar  la  placa  a  la  luz  
directa.  

10.  Agregue  50uL/pozo  de  H2SO4  2M  para  detener  la  reacción.  
Esperar  2  min  a  que  se  detenga  por  completo  la  reacción.  

11.  Leer  la  placa  a  450nm  en  el  VarioSkan  DeLux.  Antes  de  
colocar  la  placa  en  el  lector  multiuso,  limpiarla  con  toalla  
absorbente,  en  especial  los  fondos  de  los  pozos.  
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4.    

CONDICIONES  DE  
LA  MUESTRA    

  

El  traslado  de  las  muestras  biológicas  al  Laboratorio  de  Infección  
e   Inmunidad   debe   efectuarse   de   acuerdo   con   las   normas   de  
transporte  de  muestras  biológicas  de  la  IATA.    

Se  debe  realizar  lista  de  chequeo  en  el  formato  MI-­INV-­LAB-­FO  
Criterios  de  Rechazo  de  muestras.  

Al  recibir  las  muestras,  estas  vienen  en  tubo  tapa  lila,  se  deben  
centrifugar  a  200  xg  por  10  minutos  y  separar  el  plasma  en  viales,  
estos  deben  ser  congelados  inmediatamente  a  -­80  y  deben  ser  
codificadas  según  la  base  de  datos  del  I&I  Lab.  Realizar  al  menos  
3  alícuotas  con  400uL  cada  una  de  los  pacientes  incluidos.    

Descongele  las  muestras  directamente  a  temperatura  ambiente.  

Realizar   la  menor  cantidad  de  veces  posibles  la  descongelación  
de  las  muestras.    

Bacteriólogo   y  
Auxiliar   de  
Laboratorio  

MI-­INV-­LAB-­FO  
Criterios   de  Rechazo  
de  muestras    

5.    

CONTROLES   Y  
MATERIAL   DE  
REFERENCIA  

  

CONTROL  NEGATIVO:  
Pool  de  pacientes  (mínimo  5),  caracterizados  negativos  por  ELFA  
y   RT-­qPCR   ó   pacientes   sanos   con   muestra   tomada   antes   del  
2015.  
CONTROL  POSITIVO:  
Pool   de   pacientes   con   infección   confirmada   por   SARS-­CoV-­2  
tomada  entre  14  a  30  días  después  del  inicio  de  síntomas,  RT-­
qPCR  y  ELFA+.    

Bacteriólogo     
MI-­INV-­LAB-­FO  
Mapa   y   Hoja   de  
Cálculo  para  ELISA  

  
  
6.2  ENSAYO  
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Nº   ACTIVIDAD   DESCRIPCIÓN   RESPONSABLE   REGISTRO  

1.  

Recomendaciones  

  

•   Tener   en   cuenta   los   criterios   de   rechazo   para   estas  
muestras:  

o   Muestras  hemolíticas  
o   Muestras  lipémicas  

•   Utilizar  todas  las  medidas  de  protección  necesarias  con  el  
buen  uso  de  EPP.  

•   Recuerde   verificar   los   cálculos   antes   de   iniciar   el  
procesamiento.  

•   Las  pipetas  deben  estar  al  día  con  su  calibración.  
•   El  material  debe  estar  limpio  y  estéril.  
•   Mantenga  los  reactivos  a  la  temperatura  adecuada.    
•   El   flujo   de   trabajo   debe   ser   en   un   sólo   sentido   y   sin  
devolverse,  ya  que  esto  puede  generar  contaminaciones.  

Bacteriólogo   No  Aplica  

  

  
6.   OBSERVACIONES  

•   Todos  los  equipos  que  se  usen  deben  ser  registrados  en  el  formato  MI-­INV-­LAB-­FO-­93  CONTROL  USO  DE  EQUIPOS  
•   Usar  todos  los  EPP  a  lo  largo  de  todos  los  experimentos  para  prevenir  la  contaminación    
•   Se  debe  hacer  cambio  o  desinfección  de  guantes  después  de  tocarse  la  piel  (por  ejemplo,  la  cara)    
•   Contar  con  un  juego  de  micropipetas  dedicado  exclusivamente  al  trabajo  con  ELISA.  
  

7.   DOCUMENTOS  REFERENCIADOS:  
  
-­   World  Health  Organization.  WHO  manual  for  the  establishment  of  national  and  other  secondary  standards  for  antibodies  against  
infectious  agents  focusing  on  SARS-­CoV-­2.  2021.  Draft  version  12/10/2021.  
  

-­   Ministerio  de  Salud  y  Protección  Social.  Lineamientos  para  el  uso  de  pruebas  moleculares  RT-­PCR,  pruebas  de  antígeno  y  pruebas  
serológicas  para  SARS-­CoV-­2  (COVID-­19)  en  Colombia.  
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-­   Stadlbauer  D  et  al.  A  detailed  protocol  for  a  serological  assay  to  detect  SARS-­CoV-­2  seroconversion  in  humans:  antigen  production  
and  test  setup.  Current  Protocols  in  Microbiology.  2020.  57:1-­15.  
  

-­   Amanat  F  et  al.  A  serological  assay  to  detect  SARS-­CoV-­2  seroconversion  in  humans.  2020.  Nature  Medicine.  26:  1033-­1036  
  
  

8.   CONTROL  DE  CAMBIOS    
  
  

  
VERSION   DOCUMENTO  Y  FECHA  DE  APROBACIÓN   DESCRIPCIÓN  DE  CAMBIOS  

1   Febrero  de  2022   Creación  del  Documento.  
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1.  OBJETIVO  
Describir  la  metodología  del  Laboratorio  de  Infección  e  Inmunidad  (I&I  Lab)  para  la  detección  cualitativa  y  semicuantitativa  de  anticuerpos  de  
isotipo  IgG  específicos  circulantes  contra  el  Coronavirus  del  Síndrome  Agudo  Respiratorio  Severo  2  (SARS-­CoV-­2,  en  inglés).  

  
2.  ALCANCE  
  
Este   procedimiento   va   dirigido   a   todo   el   personal   con   formación   básica   en   técnicas   de   laboratorio   como   profesionales   en   Bacteriología,  
Microbiología,  Bioanalistas,  Médicos,  entre  otros.  

  
3.  LÍDER  DEL  PROCEDIMIENTO:  

El  líder  de  este  procedimiento  es  el  I&I  Lab  –  División  de  Inmunología,  Programa  de  Medicina,  Facultad  de  Salud,  Universidad  Surcolombiana.  

  
5.  DEFINICIONES  
  
•   ELISA  El  ensayo   inmunoabsorbente   ligado  a   enzimas   (ELISA)  utiliza  como  sus  siglas   lo   indican  una  enzima  como  marcador  para  
identificar  la  formación  de  complejos  antígeno-­anticuerpo.  Existen  diversas  variaciones  al  método  de  ELISA  para  detectar  y  cuantificar  
ligandos  de  bajo  y  alto  peso  molecular  (>30  Kd),  el  marcador  enzimático  que  se  emplea  en  estos  análisis  se  conjuga  con  anticuerpo  
que  a  su  vez  se  une  a  un  ligando  generalmente  antígeno  proteico  o  un  anticuerpo  específico  para  el  antígeno  de  interés  o  un  anti-­
anticuerpo  para  el  anticuerpo  primario.  
  

•   ANTICUERPOS  Los  anticuerpos  utilizados  en  el  ELISA  son  de  origen  monoclonal  o  policlonal  que  se  suministran  como  antisuero  no  
fraccionado  o   fracciones  de   inmunoglobulina  purificada,  o   fragmentos  de  anticuerpos  que  contienen   la   región  variable  de  unión  al  
antígeno  (Fab  o  Fab´2),  pueden  ser  solubles  o  estar  inmóviles  en  un  soporte  sólido,  son  empleados  como  conjugados  no  marcados  o  
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enzimáticos  y  por  ultimo   reaccionan  con  determinante  antigénico  específico  de  un  antígeno  o  de  un  anticuerpo   ligando-­específico  
(anticuerpo  primario)  según  el  protocolo  de  análisis.  
  

•   ANTIGENO:  Los  antígenos  se  purifican  o  se  producen  con  tecnología  recombinante,  y  al  igual  que  los  anticuerpos  se  utilizan  como  
conjugados  marcados  o  enzimáticos  y  son  inmóviles  o  solubles,  dependiendo  del  protocolo  de  análisis.  
  

•   CONJUGADOS  ENZIMATICOS:  son  antígenos  o  anticuerpos  unidos  en  forma  covalente  a  la  enzima  de  elección.  Así  pues,  el  reactivo  
que  se  forma  de  la  unión  covalente  entre  enzima  y  antígeno  o  anticuerpo  es  el  conjugado  

  
  
6.  DESCRIPCIÓN  DE  LA  ACTIVIDAD  
Nº   ACTIVIDAD   DESCRIPCIÓN   RESPONSABLE   REGISTRO  

1.    

Preparación  de  
Materiales,  
Equipos  y  
Reactivos  

    
Se  preparan  los  siguientes  materiales  para  el  procesamiento:  
  
Reactivos  y  equipo:  

-­  1X  PBS  estéril  (Thermo  Gibco,  ref:  10010-­023).  

-­  Blotto,  leche  en  polvo  descremada  (Slight  Colanta  leche  
descremada).  

-­  Tween  20  (Sigma-­Aldrich,  ref:  p-­1379).  

-­  Dulbeco´s  fosfato  saline  buffer,  PBS  en  pólvo,  sin  calcio  ni  
magnesio,  para  resuspender  en  10L  (Thermo  Gibco,  ref:  
21600069).  

Bacteriólogo   Ninguno  
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-­  SARS-­CoV-­2  Glucoproteína  de  Espícula  (S)  recombinante.  
Native  Antigen  Co.  Ref:  REC31868-­500  (concentración  de  stock:  
0.5  mg/mL).  Batch  #20112609D.  Descripción:  Glucoproteína  de  
Espícula  de  SARS-­CoV-­2  de  longitud  completa,  expresada  y  
purificada  desde  células  CHO  His-­tag.  Pureza  >95%.  

-­  SARS-­CoV-­2  glucoproteína  de  Espícula  S1,  RBD,  expresada  en  
células  HEK293  (Native  Antigen  Co,  ref:  REC31882-­500,  Bacht  
#20112609D).  Pureza  95%.  

-­  Anti-­IgG  humana  hecho  cabra  biotinilado  (Seracare-­KPL,  ref:  
5260-­0031).  

-­  Estreptavidina  marcada  con  peroxidasa  (Seracare-­KPL,  ref:  
5270-­0029).  

-­  2-­componentes  peroxidasa-­substrato  (Seracare-­KPL,  ref:  5120-­
0050).  

-­  Ácido  Sulfúrico  (H2SO4,  Merk,  98%  pureza),  2M.  

-­  Microplacas  de  ELISA  96  pozos  (ThermoScientific  Immulon  
4HBX,  fondo  plano,  ref:  3855)  

-­  Micropipetas  de  0.5-­10uL,  20-­200uL,  200-­1000uL.  

-­  Pipeta  multicanal  de  20-­200uL.  

-­  Lector  de  microplacas  multiuso  (VarioSkan  DeLux,  Thermo  
Scientific).  
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Nota:  Todos  los  reactivos  deben  alcanzar  la  temperatura  
ambiente  (TA)  para  ser  usados  en  el  ELISA.  

2.    

Cálculos  para  
ELISA:  

  

•   Solución  para  cubrir  pozos:  Proteína  S  recombinante  a  
1ug/mL  en  1X  PBS  estéril  ó  RBD  recombinante  a  1ug/mL  
en  PBS  estéril.  

•   Para  preparar  Blotto  al  5%:  para  50  mL:  2.5  g  de  leche  
descremada  en  1X  PBS  +  500  uL  de  Tween  20  al  10%  
(diluido  en  agua  destilada).  (Blotto  2.5%:  se  puede  diluir  
al  2.5%  con  PBS  1X).  

•   Buffer  de  lavado:  Tween  20  al  0.1%  en  1X  PBS:  10  mL  
de  Tween  20  al  10%  en  1L  de  1X  PBS.  

•   Concentración  de  anti-­IgM  marcado  con  biotina,  solución  
de  trabajo:  0.5ug/mL  en  blotto  al  2.5%  (1/1,000).  

•   Estreptavidina  marcada  con  peroxidasa,  concentración  
de  trabajo  (0.5ug  /  mL  en  blotto  2.5%)  (1/1,000).  

  

Bacteriólogo   MI-­INV-­LAB-­FO  
Mapa   y   Hoja   de  
Cálculo  para  ELISA    

3.    

PROCEDIMIENTO  

  

1.  Agregue  50uL/pozo  de  proteína  S  o  RBD  recombinante  
(ambas  a  1ug/mL).  Incubar  durante  la  noche  a  4ºC.    

2.  Al  día  siguiente,  deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  
invirtiendo  la  placa  y  frotándola  con  toallas  de  papel  limpias.  
Luego,  agregue  150  uL/pozo  de  blotto  al  5%  para  bloquear  las  
uniones  inespecíficas.  Incubar  durante  1  hora  a  37ºC.  

3.  Desechar  y  añadir  50  uL/pozo  de  las  muestras  de  plasma  
diluidas  1/200  en  Blotto  2.5%.  Incubar  durante  2  horas  a  37ºC.  

Bacteriólogo   MI-­INV-­LAB-­FO  
Mapa   y   Hoja   de  
Cálculo  para  ELISA  
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4.  Desechar  y  lavar  manualmente  con  buffer  de  lavado  tres  
veces.  Deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  invirtiendo  la  
placa,  golpeándola  suavemente  y  secando  con  toallas  de  papel  
limpias.  

5.  Añada  50uL/pozo  de  anti-­IgG  humana  biotinilado.  Incubar  
durante  1  hora  a  37ºC.  

6.  Desechar  y  lavar  manualmente  con  buffer  de  lavado  tres  
veces.  Deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  invirtiendo  la  
placa  y  secando  con  toallas  de  papel  limpias.  

7.  Añada  50uL/pozo  de  estreptavidina  marcada  con  HRP  e  
incube  durante  1  hora  a  37ºC.  

8.  Desechar  y  lavar  manualmente  con  buffer  de  lavado  tres  
veces.  Deseche  y  elimine  cualquier  líquido  restante  invirtiendo  la  
placa,  golpeando  sutilmente  y  secando  con  toallas  de  papel  
limpias.  

9.  Agregue  50uL/pozo  de  TMB.  La  mezcla  de  los  componentes  A  
y  B  del  TMB  debe  estar  a  temperatura  ambiente  para  su  uso.  
Incubar  a  TA  el  tiempo  necesario,  tomando  como  referencia  los  
controles  positivo  y  negativo.  Evite  colocar  la  placa  a  la  luz  
directa.  

10.  Agregue  50uL/pozo  de  H2SO4  2M  para  detener  la  reacción.  
Esperar  2  min  a  que  se  detenga  por  completo  la  reacción.  



  

UNIVERSIDAD  SURCOLOMBIANA  
LABORATORIO    

  
ENSAYO  DE  INMUNOABSORCIÓN  LIGADO  A  ENZIMA  (ELISA)  PARA  

DETECCIÓN  DE  IgG  SARS-­CoV-­2  ESPECÍFICA  CIRCULANTE  
CÓDIGO   MI-­INV-­LAB-­PR   VERSIÓN   1   VIGENCIA   2021   PÁGINA   6  de  9  

  

Vigilada  Mineducación  
La  versión  vigente  y  controlada  de  este  documento,  solo  podrá  ser  consultada  a  través  del  sitio  web  Institucional    www.usco.edu.co,  link  Sistema  Gestión  de  Calidad.  La  copia  o  

impresión  diferente  a  la  publicada,  será  considerada  como  documento  no  controlado  y  su  uso  indebido  no  es  de  responsabilidad  de  la  Universidad  Surcolombiana.  

11.  Leer  la  placa  a  450nm  en  el  VarioSkan  DeLux.  Antes  de  
colocar  la  placa  en  el  lector  multiuso,  limpiarla  con  toalla  
absorbente,  en  especial  los  fondos  de  los  pozos.  

  

4.    

CONDICIONES  DE  
LA  MUESTRA    

  

El  traslado  de  las  muestras  biológicas  al  Laboratorio  de  Infección  
e   Inmunidad   debe   efectuarse   de   acuerdo   con   las   normas   de  
transporte  de  muestras  biológicas  de  la  IATA.    

Se  debe  realizar  lista  de  chequeo  en  el  formato  MI-­INV-­LAB-­FO  
Criterios  de  Rechazo  de  muestras.  

Al  recibir  las  muestras,  estas  vienen  en  tubo  tapa  lila,  se  deben  
centrifugar  a  200  xg  por  10  minutos  y  separar  el  plasma  en  viales,  
estos  deben  ser  congelados  inmediatamente  a  -­80  y  deben  ser  
codificadas  según  la  base  de  datos  del  I&I  Lab.  Realizar  al  menos  
3  alícuotas  con  400uL  cada  una  de  los  pacientes  incluidos.    

Descongele  las  muestras  directamente  a  temperatura  ambiente.  

Realizar   la  menor  cantidad  de  veces  posibles  la  descongelación  
de  las  muestras.    

Bacteriólogo   y  
Auxiliar   de  
Laboratorio  

MI-­INV-­LAB-­FO  
Criterios   de  Rechazo  
de  muestras    

5.    

CONTROLES   Y  
MATERIAL   DE  
REFERENCIA  

  

CONTROL  NEGATIVO:  
Pool  de  pacientes  (mínimo  5),  caracterizados  negativos  por  ELFA  
y   RT-­qPCR   ó   pacientes   sanos   con   muestra   tomada   antes   del  
2015.  
CONTROL  POSITIVO:  

Bacteriólogo     
MI-­INV-­LAB-­FO  
Mapa   y   Hoja   de  
Cálculo  para  ELISA  
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Pool   de   pacientes   con   infección   confirmada   por   SARS-­CoV-­2  
tomada  entre  14  a  30  días  después  del  inicio  de  síntomas,  RT-­
qPCR  y  ELFA+.    

  
  
6.2  ENSAYO  
  
Nº   ACTIVIDAD   DESCRIPCIÓN   RESPONSABLE   REGISTRO  

1.  

Recomendaciones  

  

•   Tener   en   cuenta   los   criterios   de   rechazo   para   estas  
muestras:  

o   Muestras  hemolíticas  
o   Muestras  lipémicas  

•   Utilizar  todas  las  medidas  de  protección  necesarias  con  el  
buen  uso  de  EPP.  

•   Recuerde   verificar   los   cálculos   antes   de   iniciar   el  
procesamiento.  

•   Las  pipetas  deben  estar  al  día  con  su  calibración.  
•   El  material  debe  estar  limpio  y  estéril.  
•   Mantenga  los  reactivos  a  la  temperatura  adecuada.    
•   El   flujo   de   trabajo   debe   ser   en   un   sólo   sentido   y   sin  
devolverse,  ya  que  esto  puede  generar  contaminaciones.  

Bacteriólogo   No  Aplica  

  

  
6.   OBSERVACIONES  

•   Todos  los  equipos  que  se  usen  deben  ser  registrados  en  el  formato  MI-­INV-­LAB-­FO-­93  CONTROL  USO  DE  EQUIPOS  
•   Usar  todos  los  EPP  a  lo  largo  de  todos  los  experimentos  para  prevenir  la  contaminación    
•   Se  debe  hacer  cambio  o  desinfección  de  guantes  después  de  tocarse  la  piel  (por  ejemplo,  la  cara)    
•   Contar  con  un  juego  de  micropipetas  dedicado  exclusivamente  al  trabajo  con  ELISA.  
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-­   World  Health  Organization.  WHO  manual  for  the  establishment  of  national  and  other  secondary  standards  for  antibodies  against  
infectious  agents  focusing  on  SARS-­CoV-­2.  2021.  Draft  version  12/10/2021.  
  

-­   Ministerio  de  Salud  y  Protección  Social.  Lineamientos  para  el  uso  de  pruebas  moleculares  RT-­PCR,  pruebas  de  antígeno  y  pruebas  
serológicas  para  SARS-­CoV-­2  (COVID-­19)  en  Colombia.  

  
  

-­   Stadlbauer  D  et  al.  A  detailed  protocol  for  a  serological  assay  to  detect  SARS-­CoV-­2  seroconversion  in  humans:  antigen  production  
and  test  setup.  Current  Protocols  in  Microbiology.  2020.  57:1-­15.  
  

-­   Amanat  F  et  al.  A  serological  assay  to  detect  SARS-­CoV-­2  seroconversion  in  humans.  2020.  Nature  Medicine.  26:  1033-­1036  
  
  

8.   CONTROL  DE  CAMBIOS    
  
  

  
VERSION   DOCUMENTO  Y  FECHA  DE  APROBACIÓN   DESCRIPCIÓN  DE  CAMBIOS  

1   Febrero  de  2022   Creación  del  Documento.  
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ANEXO  8.  
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IgG-S
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ANEXO  9.  
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Titulación*de*la*concentración*de*las*proteínas*
recombinantes*usada*para la*cubierta*de*los*ELISAS*para*

detectar*IgG*SARS<CoV<2*específica

0.25ug/mL 0.5ug/mL 1ug/mL PBS

Especímen*neg

Especímen*neg

Especímen*dim

Especímen*posit

Especímen*posit

Especímen*dim

0.25ug/mL 0.5ug/mL 1ug/mL PBS

IgG<Spike IgG<RBD



IgM$Spike

IgM$Nucleoprotein

Control3($)

Control3dim

Control3(+)

Control3($)

Control3dim

Control3(+)

Detección3de3IgM3SARS$CoV$23específica3en3pacientes3pandémicos

453pacientes3
Pandémicos3
por3duplicado
Para3las3dos3
proteínas



Detección(de(IgG(SARS0CoV02(específica(en(pacientes(pandémicos

Control((0)

Control(dim

Control((+)

Control((0)

Control(dim

Control((+)

IgG0RBD

IgG0Spike



Evaluación*de*la*reactividad*cruzada*para*IgM*SARS7CoV72*específica
Control*(7)

Control*dim

Control*(+)

Control*(7)

Control*dim

Control*(+)

IgM7Spike

IgM7Nucleoprotein

21*voluntarios*sanos
Prepandémicos*por*

duplicado



Evaluación*de*la*reactividad*cruzada*para*IgG*SARS7CoV72*específica

21*voluntarios*sanos
Prepandémicos*por*

duplicado

Control*(7)

Control*dim

Control*(+)

Control*(7)

Control*dim

Control*(+)

IgG7RBD

IgG7Spike



Detección(de(IgG-Spike(specífica(circulante:(Comparación(entre(
prepandémicos(y(pandémicos

45(voluntarios(sanos(
Prepandémicos(por(duplicado

45(pacientes(pandémicos
por(duplicado

Control((-)

Control(dim

Control((+)

Control((-)

Control(dim

Control((+)



Resultados*finales*validación*de*Inmunoensayo*ligado*a*enzima*para*detección*
de*IgM*e*IgG*SARS<CoV<2*específica*circulante

Especímenes*positivos*evaluados:*84
Especímenes*negativos*evaluados:*162


