
Instituto de Medicina Tropical

〝Pedro Kourí〞

Centro de investigación, Diagnóstico y

referencia

Título: Evaluación de estuches diagnósticos

comerciales para la detección de

anticuerpos igm contra virus zika

Tesis para la obtención del grado de master

en virología

Carlos miguel torres Ortiz

La habana

2018



Instituto de Medicina Tropical

〝Pedro Kourí〞

Centro de investigación, Diagnóstico y referencia

Título: Evaluación de estuches diagnósticos

comerciales para la detección de

anticuerpos igm contra virus zika

Tesis para la obtención del grado de master en

virología

Autor

Lic. Carlos miguel torres Ortiz

Tutores

Lic. Didye ruiz amores. drc.

Lic. Mayling Álvarez vera. Drc.

Asesora

Dra. María G. Guzmán tirado. Drcs.

La habana

2018



”Una ciencia es tanto más útil cuanto más universalmente

pueden comprenderse sus producciones; y, al contrario, lo serán

menos en la medida en que éstas sean menos comunicables”

Leonardo da vinci
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RESUMEN

RESUMEN

El diagnóstico serológico del Virus Zika es un gran desafío, debido a la alta reactividad

cruzada entre los Flavivirus y a la necesidad de contar con diagnósticos precisos y de alto

rendimiento que sostengan una vigilancia en grupos de riesgo, principalmente cuando se

sospecha de infección en mujeres embarazadas, donde la probabilidad de complicaciones

fetales es muy elevada. Actualmente no existe un sistema serológico de referencia para el

diagnóstico de esta arbovirosis y se han desarrollado varios estuches comerciales, los

cuales no han sido aprobados por la Organización Mundial de la Salud. En el presente

trabajo se realiza un estudio de las características funcionales y operacionales de cinco

estuches comerciales, de ellos 3 con formato ELISA, 1 definido como prueba rápida y 1

como Western Blot. Un panel de 200 muestras de suero, caracterizado por los ensayos de

referencia en el IPK fue utilizado para la evaluación. Los sistemas de formato ELISA

mostraron las mejores características funcionales, siendo el sistema DIAPRO la propuesta

de selección para el diagnóstico serológico de las infecciones recientes a VZIK. La prueba

rápida Artron no mostró utilidad y el sistema Mikrogen aunque con características

funcionales aceptables debe mejorar en sensibilidad y reactividad cruzada frente a casos

confirmados a VDEN. La prueba rápida Artron mostró las mejores características

operacionales del estudio pero no es aceptable su definición de casos con infección a

VZIK. Los resultados obtenidos en esta evaluación deben ser informados a aquellos

laboratorios que lleven el diagnostico de vigilancia para la infección  por VZIK.
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INTRODUCCIÓN

El virus Zika (VZIK) es un flavivirus emergente transmitido por mosquitos que

recientemente ha causado grandes epidemias en América del Sur y Central, así como en

el Caribe, representando una emergencia mundial de salud pública (1). Está

estrechamente relacionado con otros miembros patógenos humanos de la familia

Flaviviridae, como los virus del complejo dengue (VDEN), el virus del Nilo Occidental

(VNO), el virus de la encefalitis japonesa (VEJ) y el virus de la fiebre amarilla (VFA).

Los síntomas clínicos asociados con la infección por VZIK incluyen fiebre, erupción

cutánea, artralgia, mialgia y conjuntivitis, y normalmente son autolimitados. Las infecciones

por VZIK pueden provocar complicaciones importantes y secuelas a largo plazo, que

incluyen defectos de nacimiento congénitos, trastornos neurológicos y un riesgo

prolongado de transmisión sexual de este virus (2).

En la fase aguda de la infección por, VZIK se hace difícil la diferenciación clínica,

principalmente respecto a las infecciones por DENVs (3), de ahí que unos de los mayores

retos en la actualidad para el diagnóstico de VZIK sea la detección y confirmación de

casos en todo un entorno donde la infección por VDEN se ha extendido grandemente y

cada año aparecen más países en condiciones endémicas de esta enfermedad (4-6).

Por más de cinco décadas VZIK causó brotes esporádicos en países como Gabón,

Nigeria, Senegal, Malasia, Cambodia, Indonesia y Micronesia. Posteriormente en 2013 se

originó un segundo brote en la Polinesia Francesa, con más de 30 000 casos confirmados

(7). Un tercer brote fue identificado en Brasil en mayo de 2015, desde donde se produjo

una rápida expansión por América del Sur y el resto del mundo, reportándose casos

autóctonos en 62 países (8).

En la actualidad ningún nuevo país o territorio de las Américas confirmó transmisión

autóctona vectorial de Zika; por lo que se mantiene en 48 el número de países y territorios
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de las Américas que confirmaron casos autóctonos por transmisión vectorial de Zika y en

cinco el número de países que notificaron casos de Zika transmitidos sexualmente (9).

Desde enero de 2016 y ante la inminente presencia de VZIK en América Latina y el

Caribe, se implementó en nuestro país un sistema de Vigilancia Epidemiológica Especial

con el objetivo de detectar la presencia de casos positivos. Desde esta fecha el presente

Cuba reportó un total de 245 casos confirmados, de ellos 187 son casos autóctonos y 58

importados (9), todo este diagnóstico soportado sobre los métodos moleculares de PCR

en tiempo real.

El diagnóstico actual de la infección por el VZIK es un reto por una variedad de razones.

Generalmente se considera una infección leve en la mayoría de los casos.

Aproximadamente el 80% de las infecciones por VZIK son asintomáticas (10). Varias

organizaciones internacionales encabezadas por la OMS evaluaron disimiles  formas para

establecer un protocolo diagnóstico para la infección por VZIK basándose en los

protocolos ya establecidos para el diagnóstico de otros flavivirus, con el objetivo de

identificar las muestras idóneas y la técnica más confiable con mayor especificidad y

sensibilidad. Los ensayos moleculares para la identificación rápida del ARN del VZIK

fueron los primeros evaluados como el protocolo descrito por Lanciotti  y luego el trioplex

en el cual se diagnosticaba los virus Zika, Dengue y Chikungunya (VCHIK) (11). No

obstante, estos ensayos son costosos para soportar una vigilancia activa en el año, por lo

que la búsqueda de metodologías rápidas, menos complejas y menos costosas continua

siendo un objetivo actual.

Los ensayos serológicos comenzaron a evaluarse pero continúan siendo un gran desafío

debido a la alta reactividad cruzada entre los Flavivirus y a la necesidad de contar con

diagnósticos precisos y de alto rendimiento sobre todo a la hora de diagnosticar una

sospecha de infección por VZIK en mujeres embarazadas con una elevada posibilidad de

complicaciones fetales, y además mantener una vigilancia  a largo plazo en este grupo de

riesgo, considerado como el principal (12). En la actualidad no existe un ensayo serológico
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de referencia para el uso de los diferentes laboratorios evaluadores ya que el ensayo de

neutralización, técnica de referencia serológica, ha mostrado reactividad cruzada así como

los ELISAs que vienen usando la OMS, lo que hace más difícil el proceso de clasificación

de los casos y el propio proceso de evaluación de nuevos estuches comerciales que salen

al mercado.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, en el presente estudio nos disponemos a evaluar

cinco estuches comerciales (1 Prueba Rápida (Artron, Canada), 2 ELISA Indirecto

(DIA.PRO, Italia y Euroimmun, Alemania), 1 ELISA de Captura (IBL. Alemania), 1Prueba

tipo Western Blot (MIKROGEN. Alemania)), disponibles en el mercado internacional  para

la detección de anticuerpos IgM anti VZIK.

OBJETIVOS:

Objetivo General:

Evaluar las características funcionales y operacionales de sistemas diagnósticos

comerciales para la detección de anticuerpos IgM anti-Zika.

Objetivos específicos:

 Evaluar las características funcionales de tres sistemas diagnósticos con formato

ELISA para la detección de anticuerpos IgM anti-Zika.

 Evaluar las características funcionales del sistema diagnóstico definido como prueba

rápida para la detección de anticuerpos IgM anti-Zika.

 Evaluar las características funcionales del sistema diagnóstico con formato Western

Blot para la detección de anticuerpos IgM anti-Zika.

 Analizar las características operacionales de los cinco sistemas diagnósticos

evaluados.
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CAPÍTULO 1: REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

1.1 Agente infeccioso.

El virus del Zika (VZIK), es un flavivirus transmitido por la picadura del mosquito ,causante

de la fiebre del Zika, un síndrome de artralgia febril autolimitada y exantemática muy

parecido a las manisfestaciones producidas por los virus del complejo Dengue. Con una

mayor frecuencia, los signos y síntomas que aparecen  son erupción máculopapular,

fiebre, artralgia, mialgia, dolor de cabeza y conjuntivitis; edema, dolor de garganta, tos y

los  vómitos ocurren con una menor  frecuencia (13).

Los virus pertenecientes al género Flavivirus circulan como genotipos o linajes diferentes

(14). El análisis filogenético muestra que ZIKV puede ser clasificado en dos distintos

linajes: africano y asiático, ambos emergidos de África del Este. El genotipo Asiático se

originó durante la migración del virus desde África hasta el sudeste de Asia (15, 16).

Ambos presentan una diferencia del 5 % en la composición aminoacídica (14). Dowd y

colaboradores en 2016 demostraron que los anticuerpos originados después de una

infección por ZIKV de linaje asiático pueden neutralizar una infección por genotipo

africano; esto indica que los diferentes genotipos de ZIKV existen como un solo serotipo

(14, 17).

Recientemente, se ha convertido en el principal sospechoso causal de una inusual y

completamente inesperada epidemia de microcefalia y otras complicaciones fetales

exponiendo las necesidades urgentes de conocimiento sobre esta enfermedad (18).

1.2 Organización genómica.

El genoma de VZIK es un virus simple polaridad positiva, monocatenario (ss) (+) ARN de ~

10,7 k bases de longitud que codifica para siete proteínas no estructurales (NS1, 2A, 2B,

3, 4A, 4B, 5) y tres proteínas estructurales (Cápside, membrana precursora, envoltura)

(19) . El ARN genómico de VZIK (gRNA) está flanqueado por regiones no traducidas 5 'y 3'

altamente estructuradas (UTR) de aproximadamente 107-428 nucleótidos de tamaño (20).
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Los 5'UTR contiene una estructura metilada de caperuza en el extremo 5 ', mientras que la

3'UTR carece de cola poli (A) y termina con CUoh al final de un ARN conservado en forma

de horquilla (21) (figura 1.1).

Figura 1.1. Descripción esquemática de las características contenidas en el ARN
genómico del VZIK. Tomado de Goertza et al., 2017.

1.3 Características de las proteínas estructurales.

La proteína C es el componente básico de la nucleocápsida debido a la presencia de

residuos aminoacídicos de lisina y arginina, lo cual hace posible que interactúe con el ARN

viral. Es el primer polipéptido viral sintetizado durante la traducción, con un peso molecular

de unos 11 kD. La naciente proteína presenta un extremo C-terminal hidrofóbico que

funciona como péptido señal para la translocación que sufre prM en el retículo

endoplasmático (RE). La proteína C madura se plega formando un dímero compacto, en el

cual cada monómero contiene cuatro α-hélices. La asociación de C a la membrana es

mediada por una región hidrofóbica interna (22).

La glicoproteína de membrana (prM) (26kD) es el precursor de la proteína de membrana

(M) madura, la cual se origina mediante su escisión proteolítica por la enzima celular

furina. Una de las principales funciones de prM es evitar que E sufra una reorganización

estructural, catalizada por la acidez (23, 24).

E es la mayor proteína en la superficie de los viriones de Flavivirus (53 kD) y también la

más conservada del género. E es una proteína de fusión que media tanto la unión a

receptor celular como la fusión de membranas (22). Cada proteína E contiene tres
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dominios: DI) expresados en la siguiente manera barril de hojas β y es el dominio central;

DII) un dominio de dimerización y DIII) un dominio inmunoglobulínico (25). El Dominio I

está involucrado en la organización estructural de la envoltura, Dominio II y Dominio III

están relacionados con la interacción entre los monómeros y en la unión al receptor

respectivamente (22).

1.4 Características de las proteínas virales no estructurales (NS).

La proteína NS1 (46 kD) forma homodímeros estables y adquiere afinidad por las

membranas. Se ha planteado que juega un papel en la replicación temprana (26).

La proteína NS2 está constituida por dos proteínas: NS2a y NS2b. NS2a es una proteína

hidrofóbica  de unos 22kD, que se origina en el citoplasma debido a la escisión por NS2b-

NS3. Puede estar relacionada en función con el reclutamiento de los ARN moldes para la

replicasa, así como inhibir la señalización vía interferón (27). NS2b forma un complejo

estable con NS3 y sirve para anclar este complejo a las membranas celulares, además de

actuar como un cofactor necesario para la actividad serina -proteasa del complejo NS2b-

NS3 (28).

La proteína NS3 tiene un peso molecular de 70 kD. Está altamente conservada en los

Flavivirus y es un componente de la maquinaria enzimática de la replicación del ARN viral,

llevando a cabo funciones importantes requeridas para el procesamiento de la poliproteína

y la replicación del ARN. Funciona como proteasa, helicasa y ARN-trifosfatasa, esta última

actividad es necesaria para la formación de la caperuza en el extremo 5`del genoma viral

(28). Además de su papel en la replicación viral, el dominio helicasa de NS3 se encuentra

implicado en el ensamblaje de las partículas virales (29).

La proteína NS4 se modifica post-traduccionalmente y da lugar a NS4a y NS4b, proteínas

hidrofóbicas pequeñas (16kD y 27kD respectivamente). NS4a está implicada en la

replicación del ARN viral a través de su interacción con NS1 (30). NS4b es una proteína

de membrana que se localiza con NS3 en los presuntos sitios de replicación de ARN(31).
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La proteína NS5 es la proteína de mayor tamaño (103 kD), altamente conservada y

multifuncional con actividades necesarias para la formación de la caperuza del ARN como

metiltransferasa y ARN polimerasa-ARN dependiente (RpRd). NS3 y NS5 funcionan juntas

durante la formación de la caperuza del ARN viral (32).

1.5 Manifestaciones clínicas.

La infección por VZIK puede cursar de forma asintomática, que es la manera más

frecuente, o con sintomatología presentando: fiebre, conjuntivitis no purulenta, cefalea,

mialgia y artralgia, astenia, exantema máculopapular, edema en miembros inferiores, y,

menos frecuentemente, dolor retro-orbitario, anorexia, vómito, diarrea, o dolor abdominal.

Los síntomas de la enfermedad producida por el VZIK son similares a los de otras

enfermedades transmitidas por el mosquito Aedes aegypti, tales como Chikungunya y

Dengue, y similar a otras enfermedades infecciosas como paludismo, la rubéola,

parvovirus B19, adenovirus, enterovirus, leptospirosis, rickettsia, y las infecciones por

estreptococos del grupo A.

En algunos casos los síntomas cursan entre los 4 a 7 días, y son autolimitados. La

hospitalización y los casos fatales son raros. En el brote registrado en la Polinesia

Francesa en octubre de 2013, se identificaron casos con complicaciones neurológicas

(síndrome de Guillain Barré, meningoencefalitis) o autoinmunes (púrpura

trombocitopénica, leucopenia) (33, 34).

El Ministerio de Salud de Brasil, en el marco del brote iniciado en mayo de 2015, identificó

un aumento inusitado de casos de microcefalia en la región Nordeste del país coincidiendo

con la circulación del virus VZIK en esa región. Esta última situación plantea un nuevo

desafío para la implementación de un sistema de vigilancia destinado a la prevención y

control de la infección congénita por virus VZIK (35).
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1.5.1 Síndrome Neurológico asociado a VZIK.

Se conoce como Síndrome de Guillain Barré (SGB) a una serie heterogénea de

neuropatías periféricas de alivio espontáneo mediadas inmunológicamente. El hallazgo

común en ellas es la polirradiculo-neuropatía de evolución rápida que se desencadena

casi siempre después de un proceso de tipo infeccioso. Se manifiesta más frecuentemente

con parálisis motora simétrica, con o sin pérdida de la sensibilidad, y en ocasiones con

alteraciones de tipo autonómico. El SGB suele afectar a personas de cualquier edad y

sexo con 2 picos de presentación: uno en la etapa adulta joven y otra en ancianos, es rara

en niños menores de un año de edad. El SGB tiene una incidencia mundial de 1-4 por

100,000 personas (36).

Durante la aparición de VZIK en la Polinesia Francesa, entre 2013 y 2014, fueron

diagnosticados con SGB  un elevado número de pacientes. Se realizó un estudio donde un

grupo de pacientes que presentaban SGB se les realizó la detección de anticuerpos

neutralizantes específicos para VZIK detectándose entonces la presencia de anti-VZIK IgM

o IgG, lo cual sugiere que la infección por VZIK puede desencadenar el SGB. A diferencia

del resto de las enfermedades infecciosas que pueden desencadenar el síndrome, en el

caso de VZIK no se origina durante la etapa de convalecencia sino durante la etapa aguda

de la infección (37).

1.5.2 VZIK y Embarazo.

Los conocimientos sobre las mujeres embarazadas infectadas con VZIK son limitados. Las

embarazadas pueden infectarse con VZIK en cualquier trimestre, y los síntomas

reportados durante embarazo son similares a los de cualquier individuo. No existen

evidencias que sugieran que en el embarazo las mujeres son más susceptibles a la

infección por el virus per se o más severamente afectadas.

La transmisión materno-fetal de VZIK se ha demostrado a lo largo del embarazo

principalmente en el período embrionario (aproximadamente hasta la semana 9 de edad



REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

11

gestacional) el cual  se considera como el de mayor riesgo. El completo espectro de

resultados que podría estar asociado con infección congénita de VZIK es desconocido; sin

embargo, microcefalia, atrofia cerebral, dilatación ventricular, y calcificaciones

intracraneales se han reportado en los recién nacidos que han dado positivo para la

infección por VZIK. Otras manifestaciones que se han informado son: defectos oculares,

rugosidades en el cuero cabelludo y patología articular. La manifestación más

sobresaliente de la infección congénita por VZIK en recién nacidos sería la microcefalia

(35, 38).

1.5.3 VZIK y Microcefalia.

Uno de los aspectos más graves de la aparición de VZIK es la infección en mujeres

embarazadas, debido al riesgo de microcefalia en recién nacido (39). Estudios recientes

confirman que la introducción de VZIK en el noreste de Brasil coincidió con un

considerable aumento de malformaciones congénitas en recién nacidos (40).

El neurotropismo de VZIK es acompañado por una importante degeneración neuronal,

infiltración celular y áreas de reblandecimiento. La infección entonces resulta en un

incremento de la muerte celular y una desregulación del ciclo celular (39, 41).

1.6 Patogénesis de la infección por VZIK.

En la actualidad se conoce poco acerca de la patogénesis de la infección por VZIK, sin

embargo, se presume que ocurre replicación viral en las células dendríticas (CD) cercanas

al sitio de infección después de la inoculación del virus por la picadura de un mosquito, se

produce entonces una subsecuente propagación hacia los nódulos linfáticos y luego hacia

el torrente sanguíneo. La viremia se observa generalmente de tres a cuatro días de la

aparición de los síntomas. El virus es detectable en sangre días antes de la aparición de

los síntomas y hasta once días después. El virus ha sido también detectado en muestras

de orina, saliva y esperma de individuos infectados (42, 43).
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Cuando un mosquito Aedes pica a un individuo infectado, este ingiere sangre que contiene

VZIK. Como en el caso de otros Flavivirus, en el mosquito, VZIK puede replicarse en las

células epiteliales y subsecuentemente en glándulas salivares. Después de un período de

incubación de 5-10 días, VZIK se encuentra en la saliva del mosquito, de esta manera

puede infectar a otro humano. Cuando el mosquito infectado con VZIK  introduce su saliva

dentro de la piel del humano, el virus puede infectar a los queratinocitos epidérmicos,

fibroblastos de la piel en las capas subcutáneas y a las células de Langerhans. Los

queratinocitos y fibroblastos contienen AXL, tirosina quinasa y TIM-1, los cuales pueden

funcionar como factores de adhesión o receptores para VZIK. Las células de Langerhans

contienen DC-SIGN, el cual funciona como receptor permitiendo la entrada del virus. La

infección de los fibroblastos primarios de la piel es asociada con la regulación de la

expresión de ARN mensajero y potencia la transcripción de RIG-1 y MDA5, los cuales son

reconocidos en la respuesta inmune innata que se origina a raíz de la infección por virus

ARN. Esto es seguido por la potenciación de la expresión de interferón α y β. Los

interferones tipo I y II pueden suprimir la carga viral de las células infectadas. Además,

VZIK  es capaz de incrementar su replicación por inducción de autofagos en células

hospederas. De este modo los autofagos inhibidores pueden disminuir la carga viral en

células infectadas. Las células de la piel que están infectadas pueden presentar

vacuolación citoplasmática y edema en el estrato granuloso. Después de la replicación en

células del tejido local y en la región de los nódulos linfáticos, VZIK puede entonces

diseminarse por vía sanguínea hacia otros órganos y tejidos incluyendo el sistema

nervioso central, los músculos esqueléticos y el miocardio. El virus es altamente

neurotrópico, puede causar degeneración neuronal e infiltración celular. El neurotropismo

y la persistencia de VZIK explican determinadas anomalías fetales como la microcefalia y

las complicaciones neurológicas (44, 45)

1.7 Respuesta inmune innata.

La expresión del receptor de reconocimiento de patógenos (RRP) s, receptor de tipo TLR,

RIG-1 y MDA-5, que posteriormente desencadena la expresión de tipo 1-IFN, genes
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estimulados por IFN, incluidos OAS2, ISG-15 y MX -1, y las citocinas inflamatorias se

regulan positivamente por la infección de fibroblastos dérmicos con el VZIK. Ambos tipos

de IFN inhiben la replicación del VZIK en fibroblastos humanos. El papel de estas citocinas

en los mecanismos de defensa del huésped se confirma aún más en el modelo murino, en

el que los ratones deficientes en el receptor tipo 1-IFN (A129) o tipo 1 y tipo 2-IFN (AG129)

son altamente susceptibles al VZIK infección, con viremia y mortalidad dependiente de la

edad. Las células dendríticas de sangre de pacientes con infección convaleciente del

VZIK, demostraron funciones de captura de antígenos similares a las de donantes sanos,

lo que indica que la recuperación de la enfermedad por el VZIK  podría estar relacionada

con la restauración de la función normal de células presentadoras de antígeno (CPA).Se

informa que algunos pacientes con la enfermedad del VZIK tienen monocitosis durante la

fase aguda, pero se vuelven normales durante la fase de convalecencia. A diferencia de la

infección DENV, no se identificaron "efectos de las tormentas de citoquinas" en el suero

durante la fase aguda de pacientes con enfermedad VZIK con una elevación más

pronunciada de las quimiocinas que las citoquinas inflamatorias. Por lo tanto, el papel de

los monocitos en la infección por el VZIK permanece indefinido.

1.8 Respuesta de anticuerpos.

Las proteínas estructurales E y PrM junto con la proteína secretada NS1 representan los

objetivos principales para anticuerpos específicos de flavivirus (46, 47). Los estudios

iniciales muestran que la respuesta de anticuerpos específicos de VZIK se ajusta a este

patrón (48), aunque serían útiles los experimentos adicionales de mapeo exhaustivo.

Los estudios han demostrado que los anticuerpos específicos de VZIK son cruciales para

el control viral en modelos de infección en ratones. Una vacuna de ADN que comprende

VZIK PrM y E fue capaz de proteger a los ratones del desafío viral, dando como resultado

una ausencia de viremia detectable. Esta protección fue mediada por la proteína de

envoltura E-anticuerpos específicos, como lo demuestran los experimentos de
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transferencia pasiva (49). Esta misma vacuna también se encontró que es protectora en

macacos rhesus (50).

1.9 Respuesta de células T.

Los estudios que investigan las respuestas de las células T durante la infección por VZIK

humana son escasos en la actualidad. Las células T CD4 + que proliferan en respuesta a

la estimulación con E y NS1 se han identificado en humanos que han experimentado una

infección por VZIK reciente (48), y el análisis in silico se ha usado para predecir los

epítopes de células T de VZIK (51). Por lo tanto, es necesaria una investigación adicional

sustancial requerida para confirmar un papel protector de las células T durante la infección

por VZIK en humanos.

1.10 Respuestas inmunes reactivas cruzadas de Flavivirus.

La transmisión de VZIK se lleva a cabo en áreas donde otros flavivirus están circulando.

Por lo tanto, las infecciones por VZIK ocurren en poblaciones con inmunidad previa a

flavivirus. Siendo importante entender cómo dicha inmunidad tiene un impacto en el

resultado de la infección por VZIK. Prestándole especial atención a la reactividad cruzada

entre VDEN y VZIK, ya que las proteínas E están estrechamente relacionadas. Además, la

inmunopatogenia se ha visto implicada en la contribución a los síntomas graves de la

infección por VDEN.

Varios estudios han identificado anticuerpos que tienen reactividad cruzada entre VDEN y

VZIK (52, 53). Además, se ha demostrado que los anticuerpos específicos de VDEN son

capaces de mejorar la infección de células portadoras de receptores de Fc con VZIK in

vitro (54, 55). Por el contrario, la inmunidad VDEN preexistente no dio como resultado una

enfermedad más grave por VZIK en los macacos Rhesus(55).

Por lo tanto, si el mecanismo de ADA está o no en juego durante la infección natural

requiere más investigación, y en particular el desarrollo de reactivos serológicos para
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distinguir las infecciones previas de VZIK y VDEN es esencial para sondear las cohortes

epidemiológicas. Se han identificado anticuerpos específicos VDEN con la capacidad de

neutralizar la infección por VZIK in vitro, y se ha descubierto que los anticuerpos

monoclonales aislados de pacientes con dengue protegen a los ratones durante el desafío

a VZIK (56).

1.11 Formas de transmisión de VZIK.

El VZIK es transmitido por vectores especialmente por mosquitos Aedes; se han reportado

otras vías de transmisión no vectorial (57), como la vía sexual (semen), la sangre, los

trasplantes, orina, saliva, la perinatal, y la transplacental (58).

1.11.1 Transmisión vectorial del VZIK.

El mosquito Aedes aegypti es el principal vector del VZIK en América. Los seres humanos

se infectan por picaduras de hembras infectadas. Este mosquito es el mismo que

transmite el dengue, Chikungunya y la fiebre amarilla. Aedes aegypti es un vector

doméstico que de preferencia se alimenta y descansa en el intra-domicilio (endofagia y

endofilia, respectivamente), su fuente de alimento primordial son los seres humanos

(antropofilia), y puede alimentarse en varias ocasiones durante su ciclo de reproducción,

transmitiendo el virus si se trata de una hembra infectada. También se ha atribuido

transmisión de VZIK a Aedes albopictus, que es una especie originaria de la selva asiática,

que se ha adaptado a entornos rurales, suburbanos y urbanos habitados por personas,

pero que aún no logra tener la gran competencia vectorial de Aedes aegypti para la

transmisión de Arbovirus en el continente (59).

1.11.2 Transmisión no vectorial.

En el período de febrero 6 al 22 del 2016, Los Centros de Control de Enfermedades de

Atlanta (CDC) publicaron 14 casos en Estados Unidos en los que se sospechaba

transmisión sexual de VZIK en mujeres cuyo único factor de riesgo era el de haber tenido

contacto sexual con una pareja masculina sintomática o que su pareja hubiese viajado
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recientemente a una zona de transmisión activa del virus (60). Se ha descrito que el VZIK

puede estar presente en el semen por más tiempo que en la sangre, pero no se sabe con

certeza por cuánto tiempo (61). Tampoco se sabe si los hombres infectados que nunca

han presentado síntomas pueden tener el VZIK en su semen o si pueden transmitir el

VZIK mediante el contacto sexual, o si una mujer puede transmitir el VZIK a sus parejas

sexuales, o si el VZIK puede contagiarse a través del sexo oral (62). Se ha descrito que

existe el riesgo de otras vías de transmisión del VZIK entre las que se incluye las

transfusiones de sangre y hemoderivados, lactancia materna, gotas de Flügge y por

mordeduras (63). La posible transmisión de VZIK por transfusiones de sangre se magnifica

al considerar que, alrededor de un 80% de las infecciones agudas por este virus son

asintomáticas, y hasta el momento 11 no se realizan pruebas de tamizaje para este virus

en ningún banco de sangre del mundo. Por tal motivo, la OPS/OMS(64), emitió en el 2016

una serie de recomendaciones a los servicios de sangre tendientes a disminuir el impacto

del VZIK en la seguridad de los suministros de sangre (65).

1.12 Diagnóstico virológico de la infección por VZIK.

Debido a que la infección por VZIK puede causar signos y síntomas similares a los

observados en pacientes con infecciones por otros arbovirus, incluido VDEN y virus VCHK

(66), es necesaria la realización de pruebas diagnósticas que permitan discernir entre

todos estos agentes. Un resultado positivo para uno de estos virus no descarta una

infección con los demás. Las co-infecciones de VZIK con VDEN o VCHK, no son

frecuentes pero son posibles, particularmente en aquellas áreas donde estos virus circulan

en conjunto (67, 68). Por ello, a la hora de emitir un diagnóstico, convendría tener en

cuenta la realización de pruebas moleculares para otros arbovirus/flavivirus circulantes

(69).

De manera general, se propone el suero como la muestra clínica empleada para la

detección de la infección por VZIK, pero es importante destacar que se ha encontrado baja

carga viral de corta duración del VZIK en este tipo de muestra, y que en neonatos y niños
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se dificulta la colecta de la misma (70). A la luz de los conocimientos actuales, se ha

demostrado que también se pueden utilizar otros tipos de muestras y entre ellas se

pueden citar la orina, sangre total, semen, saliva, tejidos como placenta y cordón, líquido

cefalorraquídeo (LCR) y líquido amniótico (LA) (66). Aunque el período de viremia aún no

está plenamente establecido, el ARN viral se ha detectado en suero y saliva de 3-5 días y

hasta 20 días en orina después de iniciados los síntomas (71). El diagnóstico virológico a

partir de estas muestras clínicas se realiza mediante detección directa de ARN viral o por

serología, importante destacar que aunque no es factible como diagnóstico de rutina.

También se puede realizar el aislamiento viral, ya sea por inoculación intracerebral en

ratones o por inoculación en varias líneas celulares dentro de las que se incluyen Vero,

LLC-MK2, MOS61 ó AP61 y C6/36 (72).

1.12.1 Pruebas moleculares.

Durante el período de viremia se recomienda la realización de la RT-PCR, dado que es

una prueba altamente sensible, específica y es considerada la prueba de oro para la

detección de VZIK (73). Existen diferentes metodologías para llevar a cabo esta prueba

molecular. Entre ellas podemos citar los ensayos TaqMan® RT-PCR, SYBR® Green RT-

PCR y el PCR convencional (74). Un estudio realizado por Colombo y colaboradores en

2017, en el que comparan las 3 metodologías antes mencionadas, encontró mayor

especificidad y sensibilidad al realizar los ensayos TaqMan® RT-PCR y SYBR® Green

RT-PCR, pero señalan que las diferencias entre las cepas circulantes y la baja viremia

pueden constituir factores que comprometan el diagnóstico (74). Debido al gran impacto

de la infección por VZIK y su cocirculación con otros arbovirus, la Agencia de Alimentos y

Medicamentos (FDA -del inglés- Food and Drug Administration) autorizó el uso de una RT-

PCR en tiempo real que incluye las sondas de hidrólisis TaqMan®, la prueba del Trioplex

RT-PCR en tiempo real (TrioplexrRT-PCR) (73). Esta, tiene como objetivo la detección y

diferenciación cualitativa del ARN de VDEN, VCHK y VZIK, en suero, sangre total o líquido

cefalorraquídeo; además de la detección cualitativa del ARN del VZIK en orina y líquido

amniótico (66).
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La prueba se ha concebido para utilizarse con las muestras obtenidas de personas que

cumplen los criterios clínicos y epidemiológicos del Centro para el control de

enfermedades de los Estados Unidos (CDC -del inglés- Control Disease Center) para el

VZIK y solo durante el período de emergencia internacional. Es válido señalar, que existen

otros RT-PCR en tiempo real que emplean, por ejemplo, 5-FAM como fluorocromo y que

aunque solo detectan VZIK, son altamente sensibles (75).

1.12.2 Diagnóstico serológico.

Debido a la naturaleza temporal de la viremia del VZIK en suero y orina, una prueba

molecular negativa no excluye una infección por VZIK reciente (66). La detección

serológica de la infección por el VZIK puede ayudar a confirmar la exposición al virus en

casos de personas que no hayan estado expuestas a VZIK con anterioridad. Los

anticuerpos (IgM/IgG) suelen detectarse después de que el ARN viral comienza a

disminuir (66). Es importante destacar que los flavivirus comparten una característica que

dificulta el diagnóstico serológico, y es que existe un alto grado de reactividad  cruzada

entre los anticuerpos generados frente a distintos virus. Así, las reactividades positivas

deben ser cuidadosamente evaluadas en el contexto de infecciones recientes o pasadas,

por otros flavivirus (VDEN, VNO, entre otros), o de vacunaciones previas frente al VFA,

virus de la encefalitis japonesa (VEJ) o virus de la encefalitis transmitida por garrapatas

(VEG). De todos estos patógenos con reacción cruzada, el que causa mayores problemas

en la interpretación de los resultados de laboratorio es, sin dudas, VDEN, muy prevalente

en las zonas afectadas por VZIK en la epidemia actual (71). También es importante

señalar que solo mediante pruebas de biología molecular se puede detectar el genotipo

que circula en una determinada región, ya que los anticuerpos que se producen tras la

infección con linajes asiáticos o africanos protegen contra la infección de cepas de VZIK

homólogas y heterólogas, no pudiendo así discriminar entre ellas (76).

La detección de anticuerpos IgM específicos para ZIKV es posible por ensayos de ELISA o

inmunofluorescencias a partir del día 5 de iniciados los síntomas. Ya que un suero único
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en fase aguda es presuntivo, se recomienda la toma de una segunda muestra entre una y

dos semanas después de la primera muestra para demostrar seroconversión (negativo a

positivo) o un incremento hasta cuatro veces el título de anticuerpos (con un ensayo

cuantitativo).

La interpretación de los ensayos serológicos tiene relevancia para el diagnóstico de ZIKV.

En infecciones primarias (primera infección con un Flavivirus) se ha demostrado que las

reacciones cruzadas con otros virus genéticamente relacionados son mínimas. Sin

embargo se ha demostrado que algunos sueros de individuos con historia previa de

infección por otros Flavivirus (especialmente dengue, fiebre amarilla y virus del Nilo

Occidental) pueden cruzar con estos ensayos. La técnica de neutralización por reducción

de placas (PRNT), ofrece mayor especificidad para la detección de anticuerpos

neutralizantes IgG, la reacción cruzada también ha sido documentada; de hecho, se han

encontrado pacientes con historia previa de infección por otros Flavivirus que ante

infección por ZIKV elevan hasta cuatro veces los títulos de anticuerpos neutralizantes.

1.13 Tratamiento.

No se dispone de tratamiento específico para ZIKV. El tratamiento es de soporte e incluye

reposo, controlar la hidratación, analgésicos y antipiréticos (indicados sólo por el médico)

OPS/OMS. Infección por virus Zika. (64).

1.14 Prevención y control.

No hay disponibles vacunas para la prevención de esta enfermedad. La prevención

consiste en reducir las poblaciones de mosquitos y evitar las picaduras, que suelen ocurrir

principalmente durante el día. Con la eliminación y el control de los criaderos del mosquito

Ae aegypti, disminuyen la posibilidad de transmisión de ZKV, CHIKV y DENV. Para ello

son necesarias no solo las medidas y acciones de los organismos de salud sino la

colaboración de toda la población (64).
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Para controlar las poblaciones de mosquitos se debe:

 Evitar conservar el agua en los recipientes en el exterior (macetas, botellas, envases que

puedan acumular agua) que pueden convertirse en criaderos de mosquitos.

 Tapar los tanques o depósitos de agua de uso doméstico para no permitir la entrada de

mosquitos.

 Evitar acumular basura, y tirarla en bolsas plásticas cerradas y mantener en recipientes

cerrados.

 Destapar los desagües que pueden dejar el agua estancada.

 Utilizar mallas/mosquiteros en ventanas y puertas también contribuye a disminuir el

contacto del mosquito con las personas.

 Además debemos evitar la picadura del mosquito y para ello se recomienda tanto a

personas que habitan en zonas donde hay casos como a los viajeros y especialmente a

embarazadas a usar repelentes recomendados por las autoridades de salud y aplicar

como indica las etiquetas.

 Dormir en lugares que estén protegidos con mosquiteros.

 Tratar de cubrir el cuerpo con camisas de manga larga, pantalones y sombreros

 No automedicarse, y ante la aparición de un cuadro febril acudir a la consulta médica.

1.15 Utilidad de los métodos diagnósticos para la investigación.

Una amplia variedad de métodos diagnósticos están disponibles en la actualidad para el

diagnóstico de las diferentes infecciones virales y las investigaciones básicas

correspondientes que evalúan la respuesta de los distintos marcadores de la enfermedad

tanto en modelos animales como en el humano.
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Durante la fase febril aguda, el diagnóstico puede ser definido por el aislamiento viral,

detección del genoma o de antígenos virales de la muestra. El aislamiento puede

realizarse mediante la inoculación del mosquito o cultivos celulares. También puede

utilizarse la inoculación intracerebral de ratones (77). El virus puede ser recuperado de

muestras de suero, plasma, sangre total o tejidos seleccionados de autopsia. La

inoculación del mosquito es el método de aislamiento más sensible, pero no es utilizado

como diagnóstico rutinario debido a los requerimientos especializados y alto costo de

mantenimiento (78). Los cultivos celulares tienen un amplio uso con preferencia de las

líneas celulares de mosquito C6/36 o EB66. Otras líneas menos sensibles incluyen

cultivos de mamíferos como Vero, LLC-MK2, y BHK-21. Una de las grandes utilidades del

aislamiento es la caracterización del virus aislado mediante estudios in vitro como:

secuenciación genómica, neutralización viral y estudios de infección (79). Aunque en la

práctica el aislamiento es altamente específico tiene su principal propósito para la

vigilancia epidemiológica de las arbovirosis y no el diagnóstico habitual.

Por otra parte, las técnicas de detección del ácido nucleico viral se llevan a cabo en

muestras agudas, ofreciendo una mejor sensibilidad con un tiempo mucho más rápido de

desarrollo. El ácido nucleico viral pude ser detectado durante unos días adicionales, más

allá del período de viremia y mediante los métodos de RT-PCR, PCR-TR y la amplificación

isotérmica. Todos estos métodos involucran tres pasos básicos: extracción del ARN viral,

amplificación, y detección y caracterización del producto amplificado (80). Hay una amplia

variedad de muestras que pueden ser procesadas por el PCR donde incluye sangre,

suero, plasma, y tejidos fijados en parafina. La orina procesada por el PCR-TR

proporciona una ventana más grande para la detección viral pasado el período de viremia.

El RNA de VZIK puede ser detectado en orina hasta un día 16 de inicio de los síntomas

comparado a un día 8 en muestras de sangre (81). El PCR-TR en relación al PCR

convencional, es una metodología más rápida, de baja contaminación, elevada

sensibilidad y especificidad y que eventualmente puede remplazar al aislamiento y el RT-
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PCR como mejor ensayo de referencia para el diagnóstico rápido en muestras agudas

(82).

La amplificación isotermal (LAMP del inglés: Loop-mediated isothermal amplification) es un

método de amplificación de DNA que puede combinarse con el RT-PCR para la detección

de RNA. Es un método rápido y específico que utiliza 6 primers diferentes que reconocen

8 regiones distintas del gen diana. Entre sus ventajas se encuentra su desarrollo a una

temperatura constante (60-65oC) por lo que no requiere de termociclador y todo ocurre en

una sola reacción con una elevada sensibilidad de detección. Por su rapidez y sensibilidad

este método sería extremadamente útil en la toma de medidas de acción rápida,

incluyendo el manejo temprano del paciente (83-85)

Después del período de viremia, la mejor estrategia de diagnóstico sería la detección de

los anticuerpos, lo que es indicativo de una respuesta inmunológica del hospedero frente

al virus infectante. Sin embargo, la gran desventaja de estos métodos es que los

individuos residentes en áreas endémicas con circulación de varios arbovirus,

frecuentemente presentan niveles inmunológicos a estos, contribuyendo a una respuesta

cruzada de anticuerpos que no permite la definición del agente infectante (86). Entre los

métodos serológicos incluyen los ELISA, la inmunofluorescencia indirecta (IFI), IH y la

PNRP. Estos métodos son comúnmente empleados para la detección de anticuerpos IgM

e IgG, y para este último se utilizan generalmente pares de sueros para lograr una

confirmación serológica del caso. Los ensayos IH y PNRP actualmente no son muy

utilizados como métodos diagnósticos de rutina por la complejidad de los procedimientos,

pero son aplicados en estudios seroepidemiológicos. Por otra parte estos ensayos

serológicos pudieran ser aplicados en estudios de evaluación de inmunógenos vacunales,

en el seguimiento de la respuesta humoral presentada ante la inoculación, inclusive la

caracterización de la respuesta neutralizante generada ante tales candidatos.
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CAPÍTULO 2:
MATERIALES Y MÉTODOS
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CAPÍTULO 2: MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Universo de estudio.

Como parte de los objetivos del presente trabajo, cinco estuches diagnósticos comerciales

fueron evaluados en cuanto a la detección de anticuerpos IgM frente a la infección por

VZIK. Un total de 200 muestras de suero fueron procesadas por estos ensayos, las cuales

habían sido conservadas a -20 o C hasta su utilización.

2.2 Panel de sueros.

El panel de suero estaba constituido por 200 muestras procedentes todas de los

Laboratorios Nacionales de Referencia (LNR) de las Enfermedades Virales en el IPK. Un

primer grupo de 100 muestras de suero correspondieron al panel de sueros positivos

colectados de casos por infección a VZIK confirmados mediante el ensayo de referencia

PCR en tiempo real desarrollado en el IPK (10) y procedentes del actual brote de este

agente en el período del año 2017. Un segundo grupo de 100 sueros validados como

negativos a infección por VZIK fueron caracterizados de la siguiente manera: 40 muestras

de sueros de individuos donantes de sangre supuestamente sanos, chequeados

previamente por los ensayos serológicos de referencia (MAC-ELISA y MEI) para la

confirmación de infección por VDEN (87, 88);  30 sueros con infección  a los serotipos 2, 3

y 4 del complejo VDEN, identificados mediante serotipificación de anticuerpos IgM (MAC-

ELISA) y confirmación serológica IgM/IgG (MAC-ELISA/MEI) (87, 88); 8 sueros de

individuos vacunados contra VFA y con inmunidad serológica IgM/IgG desarrollada (MAC-

ELISA/MEI FA-IPK) (89); 8 sueros con infección a VCHIK determinada por serología de

IgM mediante el protocolo diagnóstico obtenido por la OPS (MAC-ELISA-OPS) (90); 7

sueros agudos confirmados con infección a virus de Hepatitis A (VHA) mediante el MAC-

ELISA-VHA desarrollado por el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) de Hepatitis

Virales del IPK (91) y 7 sueros confirmados con infección a Rubeola mediante los sistemas
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serológicos comerciales SIEMENS (92) utilizados por el LNR para la confirmación de las

infecciones por Parotiditis, Rubeola y Sarampión (PRS).

Los sueros confirmados a VZIK y VDEN que constituyeron el panel fueron colectados

entre los días 5 y 7 de inicio de los síntomas. Respecto a los casos positivos a VZIK y

como parte del análisis de las características funcionales de los estuches comerciales del

estudio, fue evaluada su inmunidad previa a VDEN mediante los ensayos serológicos de

referencia (MAC-ELISA y MEI–VDEN) para este agente en el IPK. Estos casos fueron

clasificados en 15 casos sin inmunidad (CSI) previa a VDEN, con una IgM e IgG negativas

por los ensayos serológicos de referencia y 85 casos con inmunidad (CCI) previa a VDEN,

los cuales mostraron IgG positiva con títulos ≥ 1280 en una fase convaleciente temprana

(entre 5 y 7 días de inicio de los síntomas), identificando al VZIK como segunda infección

por Flavivirus. Todos los sueros que conformaron el panel negativo a VZIK para la

evaluación de la especificidad del sistema, fueron colectados en un periodo anterior al

2016, además con excepción de los casos con infección a VDEN, fueron chequeados por

los ensayos serológicos de referencia para la infección por VDEN, descartando infección

reciente o pasada de esta enfermedad y resultando negativos a IgM e IgG.

2.3 Pruebas Formato ELISA.

2.3.1 ELISA indirecto para la detección de Anticuerpos IgM a VZIK de EUROIMMUN
Medizinische Labordiagnostika AG (Euroimmun-ELISA).

El estuche de prueba ELISA proporcionó un ensayo de detección semicuantitativo in vitro

para el anticuerpo humano de la clase IgM contra el VZIK en muestras de suero o plasma

humano para el diagnóstico de esta enfermedad (figura 2.1).
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Figura 2.1. Representación esquemática del ELISA Indirecto para la detección de
anticuerpos IgM a VZIK (Euroimmun-ELISA).

El sistema comercial Euroimmun-ELISA se utilizó siguiendo las instrucciones del

fabricante para la utilización de un procesador automatizado de microplacas de ELISA.

Antes de comenzar el procedimiento, se estableció la distribución e identificación de las

muestras de los pacientes, así como los controles positivos, negativos y el calibrador del

ensayo, como se muestra en el siguiente protocolo (figura 2.2)

Placa cubierta con
proteína recombinante

no estructural 1 del
VZIK (NS1).

Muestra (IgM)

Conjugado Monoclonal
anti-IgM humana

marcada con enzima
peroxidasa

Muestra diluida

Muestra diluida
+

Solución de anticuerpos
IgG neutralizante



MATERIALES Y MÉTODOS

27

Figura 2.2.  Protocolo para la distribución de las muestras de suero y controles del
ensayo. A1: Calibrador (C), B1: Control positivo (P),  C1: Control negativo (N), D1 a

H12: Muestras de suero enumeradas consecutivamente.

Dispuesto dicho protocolo, se realizó el procedimiento de dispensado de los reactivos de

la siguiente manera: sobre la placa sensibilizada con antígeno recombinante de la proteína

NS1 del VZIK se adicionaron 100 μL del calibrador, controles positivo y negativo y las

muestras de los pacientes diluidas  en 1: 101 en solución conteniendo anticuerpos

neutralizantes anti-anticuerpos  humanos del tipo IgG y factor reumatoideo (FR). Posterior,

se incubó la placa por 60 min a una temperatura de 37°C. Al finalizar la incubación se

realizaron 3 lavados con una solución tamponada y se adicionaron 100 μL de un

conjugado anti IgM humana marcado con enzima peroxidasa, el cual se incubó por 30 min

a temperatura ambiente (TA). Culminada esta segunda incubación se realizó nuevamente

los 3 ciclos de lavado, adicionándose posteriormente 100 μL de una solución cromógena

de sustrato conteniendo 3,3', 5,5’ tetrametilbenzidina (TMB) y peróxido de hidrógeno

(H2O2) a todos los pocillos e incubando la reacción por 15 min a TA. Transcurrido este

tiempo se detuvo la reacción adicionando 100 μL de una solución de parada (H2SO4 al
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0.5M)  y se realizó la lectura de la microplaca a una longitud de onda de 450 nm y con filtro

de referencia de 620 nm.

Cálculo de resultados

El ensayo determina un valor de corte calculado a partir del calibrador de la prueba, donde

valores por encima de este límite son considerados como casos positivos y por debajo

casos negativos.

También los resultados pueden evaluarse de forma semicuantitativa donde se establece

un radio o proporción conteniendo el valor de extinción del control o las muestras de los

pacientes y del calibrador como se muestra en la siguiente fórmula:

Extinción del control o muestra del paciente =  Proporción

Extinción del calibrador

El sistema de Euroimmun-ELISA recomienda interpretar los resultados de la siguiente

manera:

Proporción <0.8  negativo

Proporción ≥0.8 a <1.1 borderline

Proporción ≥1.1  positivo

Para determinaciones duplicadas, se debe tomar la media de los dos valores. Si los dos

valores se desvían sustancialmente entre sí, Euroimmun-ELISA recomienda volver a

procesar las muestras.
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2.3.2 ELISA indirecto para la detección de Anticuerpos IgM a VZIK de Diagnostic
Bioprobes Srl (DIA.PRO-ELISA).

El sistema proporciona un ensayo inmunoenzimático (ELISA) para la determinación

cualitativa de anticuerpos IgM contra VZIK  en muestras de suero o plasma humano (figura

2.3).

Figura 2.3. Representación esquemática del ELISA Indirecto para la detección de
anticuerpos IgM a VZIK (DIA.PRO-ELISA).

El sistema comercial DIA.PRO-ELISA se utilizó siguiendo las instrucciones del fabricante

para la utilización de un procesador automatizado de microplacas de ELISA.  Antes de

comenzar el procedimiento, se estableció la distribución e identificación de las muestras

de los pacientes, así como los controles positivos, negativos y el calibrador del ensayo,

como se muestra en el siguiente protocolo (figura 2.4).

Placa cubierta con
antígeno sintético

NS1 del VZIK.

Muestra (IgM)

Conjugado Policlonal
anti-IgM humana

marcada con enzima
peroxidasa

Muestra diluida

Muestra diluida
+

Solución de
anticuerpos IgG

neutralizante
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Figura 2.4. Protocolo para la distribución de las muestras de suero y controles del
ensayo. A1: Blanco de la prueba (B), B1: Control negativo (N), C1: Control positivo

(P), D1 a H12: Muestras de suero enumeradas consecutivamente.

Dispuesto dicho protocolo, se realizó el procedimiento de dispensado de los reactivos de

la siguiente manera: sobre la placa sensibilizada con antígeno sintético de la proteína NS1

del VZIK y con excepción del primer pocillo (A1) considerado como blanco de la prueba se

adicionaron 50 μL de una solución conteniendo anticuerpos neutralizantes anti-anticuerpos

humanos del tipo IgG en 2 % de caseína, solución de citrato de sodio a 10mM y pH 6.0 y

asida de sodio al 0.09%. Seguidamente se añadió 100 μL por triplicado del control

negativo y simple el control positivo, incluyendo las muestras de los pacientes diluidas en

1: 101 en solución conteniendo 2 % caseína, citrato de sodio al 10mM y pH 6.0, asida de

sodio al 0.09% y Tween 20 al 0.2 %. Posterior, se incubó la placa por 60 min a una

temperatura de 37°C. Al finalizar la incubación se realizaron 5  lavados con una solución

tamponada (Tween 20, pH 7.0) y  se adicionaron 100 μL de un conjugado policlonal anti

IgM humana marcado con enzima peroxidasa (ABS 5%, 10mM Tris  pH 6.8 y 0.02 de

sulfato de gentamicina), con excepción del primer pocillo (A1), lo cual se incubó por 60 min

a una temperatura de 37°C. Culminada esta segunda incubación se repitieron los 5 ciclos

de lavado, adicionándose posteriormente 100 μL de una solución cromógena de sustrato
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conteniendo 3,3',5,5’ tetrametilbenzidina (TMB) al 0.03%, 50 mM de solución fosfato-

citrato, 4 % de dimetilsulfoxido y 0.02 % de peróxido de hidrógeno (H2O2) a todos los

pocillos sin excepción e incubando la reacción por 20 min a TA. Transcurrido este tiempo

se detuvo la reacción adicionando 100 μL de una solución de parada (H2SO4 al 0.3M)  y se

realizó la lectura de la microplaca a una longitud de onda de 450 nm y con filtro de

referencia de 620 nm.

Cálculo de los resultados

Los resultados de las pruebas se calculan mediante un valor de corte (Co) determinado

con la siguiente fórmula en el valor medio de densidad óptica  450nm del control negativo

(NC): NC + 0.250 =  Valor de corte (Co)

El fabricante recomienda que: cuando el cálculo del resultado es realizado por un

sistema operativo de una estación de trabajo automatizada ELISA, el operador debe

asegúrese de utilizar la formulación adecuada para generar la interpretación correcta de

los resultados.

Interpretación de los resultados

Los resultados de las pruebas son interpretados como una relación del valor de la muestra

OD450nm (S) y el valor de corte (Co), o  S/Co, de acuerdo con la siguiente (tabla 2.1):

Tabla 2.1. Interpretación de los resultados para el sistema DIA.PRO-ELISA

.S/Co Interpretación

< 0.9 Negativo

0.9 – 1.1 Equívoco

> 1.1 Positivo
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Un resultado negativo indica que el paciente no ha desarrollado anticuerpos IgM contra

VZIK mientras que un resultado positivo es indicativo de una infección por VZIK en curso.

2.3.3 ELISA de Captura para la detección de Anticuerpos IgM a VZIK de IBL
International GMBH (IBL-ELISA).

El sistema de ELISA de captura de IBL fue desarrollado para la determinación cualitativa

de anticuerpos de clase IgM contra VZIK en muestras de suero o plasma humano (figura

2.5).

Figura 2.5. Representación esquemática del ELISA de captura de anticuerpos IgM a
VZIK (IBL-ELISA).

El sistema comercial IBL-ELISA se utilizó siguiendo las instrucciones del fabricante para la

utilización de un procesador automatizado de microplacas de ELISA.  Antes de comenzar

el procedimiento, se estableció la distribución e identificación de las muestras de los

pacientes, así como los controles positivos, negativos y el calibrador del ensayo, como se

muestra en el siguiente protocolo (figura 4.6)
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Figura 4.6  Protocolo para la distribución de las muestras de suero y controles del
ensayo. A1: Blanco, B2: Calibrador, C1 Control negativo,  D1: Control positivo, E1-

H12: Muestras de suero enumeradas consecutivamente.

Dispuesto dicho protocolo, se realizó el procedimiento de dispensado de los reactivos de

la siguiente manera: sobre la placa sensibilizada con anticuerpos anti-IgM humana y con

excepción del primer pocillo (A1) considerado como blanco de la prueba se adicionaron

100 μL de los controles y calibradores de la prueba, además de las muestras de los

pacientes diluidas en 1: 101 en solución de fosfato salina en 10 mM.  Posterior, se incubó

la placa por 60 min a una temperatura de 37°C. Al finalizar la incubación se realizaron 3

lavados con una solución tamponada al 0.2 M y se adicionó 100 μL una solución de

conjugado que contiene al VZIK unido a la enzima peroxidasa, con excepción del pocillo

A1. Este paso fue incubado a una temperatura de  37°C por un tiempo de 30 minutos.

Culminada esta segunda incubación se repitieron los 3 ciclos de lavado, adicionando

posteriormente 100 μL de una solución cromógena de sustrato conteniendo TMB y 5 % de

N-metilpirrolidona, reacción que se incubó por 15 min a TA. Transcurrido este tiempo se

detuvo la reacción adicionando 100 μL de una solución de parada (H2SO4 al 0.2M)  y se
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realizó la lectura de la microplaca a una longitud de onda de 450 nm y con filtro de

referencia de 620 nm.

Cálculo de los resultados

El sistema IBL-ELISA reconoce como criterios de validez del ensayo los siguientes:

 Sustrato en blanco: Valor de absorbancia < 0.100

 Control negativo: Valor de absorbancia < Cut-off

 Cut-off Control: Valor de absorbancia 0.150- 1.300

 Control Positivo: Valor de absorbancia > Cut-off

Si estos criterios no se cumplen. La prueba no es válida y debe repetirse.

El valor de corte es considerado el promedio de las densidades ópticas (DO) obtenidas

para el calibrador de la prueba y el sistema recomienda que los resultados se expresen en

unidades (U) mediante la fórmula siguiente:

Medias de las DOs de la muestra X 10= Unidades(U)

Valor de corte

En la tabla 2.2 se representa la interpretación de los resultados en funciones de las

unidades determinadas para cada muestra.

Tabla 2.2. Interpretación de los resultados para el sistema IBL-ELISA.

Unidad ( 10 U) Interpretación

< 9 U Negativo

9 – 11 U Equívoco

> 11 U Positivo
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2.4 Prueba Rápida

2.4.1 Prueba rápida para la determinación de anticuerpos IgM a VZIK de Artron
Laboratories Inc( Artron-PR)

Artron es un ensayo inmunocromatográfico in vitro para la determinación de anticuerpos

IgM a VZIK de forma cualitativa y utilizando muestras sueros, plasma o sangre total. Este

sistema viene presentado en formato de cassete y solo proporciona un resultado

preliminar.

Procedimiento

El sistema comercial Artron-PR fue utilizado siguiendo las instrucciones del fabricante. La

metodología de la prueba y la interpretación de los resultados se describieron de la forma

siguiente:

Se retiró  el dispositivo de prueba de la bolsa sellada rasgando la muesca y colocándolo

sobre una superficie plana (A). Se agregó  5 μL  de la muestra de suero con la pipeta en la

ventana correspondiente a la muestra (área inferior cerca de la ventana de prueba) (B).
Inmediatamente se agregaron  2 gotas (80 μL) de la solución tamponada del  ensayo en el

mismo pozo donde se añadió la muestra (C) (figura 2.7).

Figura 2.7. Representación del procedimiento del  sistema comercial Artron-PR.
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Se leyeron  los resultados a los 10 minutos de manera cómo se mostró  en la

interpretación de los resultados (figura 2.8).

Positivo                    Negativo                     Inválido

C

IgM/IgG  IgM    IgG

Figura 2.8. Interpretación de los resultados para el sistema Artron-PR:

Negativo

Una sola banda de color rosa aparece en el área de control (C), lo que indica un resultado

negativo para la infección por VZIK.

Positivo

Bandas de color rosa aparecerán en el área de control (C) y las áreas T1 y/o T2.

1. Positivo a IgG e IgM, aparecen bandas visibles en las áreas T1 y T2, indicando un

resultado positivo para una posible infección primaria tardía o infección secundaria

aguda.

2. Positivo a IgM, aparece una banda visible en el área T2, lo cual indica un resultado

positivo para una posible infección primaria.

3. Positivo a IgG, aparece una banda visible en el área T1, lo cual indica un resultado

positivo para una posible infección secundaria o previa del Zika.
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Inválidado

No hay banda visible en la región de control (C). Repita el procedimiento con un nuevo

dispositivo de prueba. Si la prueba sigue fallando, póngase en contacto con el distribuidor

con el número de lote.

2.5 Prueba Formato Western Blot.

2.5.1 Ensayo de Inmunoblot para la determinación de anticuerpos IgM contra VZIK
de Mikrogen Diagnostik (Mikrogen-Blot).

Mikrogen-Blot  es un Inmunoensayo cualitativo de detección de bandas o líneas. El

principio de análisis permite una alineación de cada uno de los antígenos por separado, a

diferencia de las pruebas tipo ELISA, lo que facilita  la identificación de los anticuerpos

específicos contra los antígenos individuales de los  virus ZIK, DEN y CHIK. El ensayo

utiliza los antígenos recombinantes siguientes correspondientes a cada virus: VZIK (NS-1

y proteína E), VDEN (NS-1 y proteína E) y VCHIK (proteína E1).

Aunque el ensayo fue diseñado para la discriminación entre 3 infecciones diferentes

utilizando una muestra de suero, como parte del estudio y los objetivos seguidos, el

sistema fue evaluado para la identificación de la infección por VZIK mediante la

determinación de anticuerpos IgM específicos y principalmente en respuesta al antígeno

recombinante  de NS1.

Procedimiento de análisis

El procedimiento del ensayo se llevó a cabo según las instrucciones del fabricante. Se

colocaron las tiras de análisis en 2 ml de solución tampón de lavado, luego se le añadió 20

μL de la muestra de suero incubándose luego por una hora sacudiéndose ligeramente.

Posteriormente  se pipeteo  en cada concavidad 2 ml de tampón de lavado para  lavar las

tiras durante 5 minutos sacudiendo ligeramente, se le añadió 2 ml de conjugado

incubándose de igual manera durante 45 minutos para luego de la incubación se la
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añadiera el sustrato y su posterior solución de parada de la reacción. Se colocaron las

tiras en papel secante para luego ser leída por método visual y por el software recomScan.

Resultados

La evaluación de las tiras de análisis puede tener lugar visualmente o mediante ordenador

utilizando el software de evaluación de tiras de análisis llamado  recomScan. El software

recomScan se utiliza para facilitar la evaluación de las tiras de análisis. También el

sistema incluye una modelos de hojas (Anexo) donde se disponen las tiras después de

secada que ayuda tanto para el análisis visual como el automatizado. La evaluación del

análisis puede tener lugar, si se cumplen los siguientes criterios:

1. Las bandas de control de reacción (línea superior) están claramente coloreadas, se
reconocen las bandas oscuras.

2. La clase anticuerpo (segunda banda): la banda control de conjugado IgG o IgM
debe tener una clara coloración.

3. Control (tercera banda): debe mostrar una débil pero visible coloración.

El sistema recomienda una evaluación de la intensidad de las bandas como se muestra en

la Tabla 2.3.

. Tabla 2.3. Evaluación de la intensidad de las bandas referida a la banda de corte.

Intensidad de la coloración de las bandas Evaluación

No hay reacción -

Intensidad muy débil (menor que la banda Cut-off) +/-

Intensidad débil (igual que la banda Cut-off) +

Intensidad fuerte (mayor que la banda Cut-off) ++

Intensidad muy fuerte +++
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No obstante, como objetivo en nuestro estudio los resultados obtenidos de todos los

sistemas tenían que ser homogenizados, por lo que en el análisis de la respuesta de

anticuerpos IgM frente a la proteína recombinante NS1 utilizada del VZIK se dispuso una

interpretación de los resultados bajo un análisis visual  y donde una no reacción fue

considerada como un casos negativo, una banda visible débil o fuerte superando en

intensidad a la respuesta frente a la recombinante NS1 del VDEN como un caso positivo y

una banda visible  débil o fuerte que no supera en intensidad la respuesta frente a la

recombinante NS1 del VDEN como un caso equivoco.

2.6 Análisis estadístico.

Para el análisis de los resultados se utilizó el programa estadístico Epidat 3.1 con el cual

se determinó la sensibilidad, especificidad, índice de validez, valor predictivo positivo y

negativo y el índice de Kappa de los sistemas comerciales comparándolo con la técnica de

referencia y clasificándolos según la tabla 4.4. También fue utilizado en la comparación de

proporciones para la determinación de la significación (p) con intervalo de confianza del

95% en el análisis según el tipo inmunidad a VDEN.

Tabla 2.4: Criterio de fuerza de concordancia según el valor de Kappa obtenido.

Valoración del Índice Kappa

Valor de k Fuerza de la concordancia

< 0.40 No Aceptable

0.40 - 0.75 Aceptable

> 0.75 Excelente
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Para la evaluación de las características operacionales de los diferentes sistemas

comerciales fue tomado como referencia el protocolo utilizado por el TDR/OMS/PDVI en el

proyecto de evaluación de sistemas diagnósticos (93). En este protocolo se evaluaron las

diferentes características: claridad de las instrucciones, complejidad técnica e

interpretación de resultados, dándole valores desde 0 al 3 en función de su complejidad,

donde una puntuación de 0 fue tomada como la mayor dificultad y complejidad, 1 como

bastante claro, 2 como muy claro y 3 una clasificación de excelente (Anexo 1). Para esta

evaluación participaron tres operadores, donde cada uno llenó el protocolo establecido

para cada estuche comercial, señalando de forma individual su criterio de las diferentes

características de los sistemas en estudio. También se incluyó cualquier comentario que

quisieron realizar.

2.7 Aspectos éticos.

El estudio se realizará de acuerdo a los principios éticos expresados en la Declaración de

Helsinki. Así como a las normas y criterios éticos establecidos en los códigos nacionales

de ética y regulaciones legales vigentes en Cuba. Predominarán los principios de

voluntariedad, beneficencia y confidencialidad en la recogida de los datos obtenidos en la

base de datos de la vigilancia de VZIK.
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CAPÍTULO 3: RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Una prueba diagnóstica para un agente infeccioso puede ser usada para demostrar la

presencia o ausencia de infección o para detectar evidencia de infecciones previas, lo cual

es crucial en el manejo clínico del paciente y por lo tanto para el control de la enfermedad.

Los métodos diagnósticos deben ser simples, fáciles de ejecutar y además deben brindar

un resultado lo más temprano posible.

Con el avance tecnológico, diferentes firmas comerciales han desarrollado nuevos

ensayos, los cuales pudieran contribuir a un mejor diagnóstico. Sin embargo, estas

pruebas, deben ser evaluadas bajo un rango de condiciones, las cuales serán similares a

las encontradas en la práctica diaria.

Los métodos serológicos han sido de gran utilidad para el diagnóstico de las infecciones

virales así como para el seguimiento epidemiológico de estas, principalmente mediante la

detección de anticuerpos de IgM en la etapa aguda tardía o convaleciente temprana y una

posterior confirmación por IgG utilizando sueros pareados. No son considerados métodos

diagnósticos tempranos, pero en la actualidad son una de las principales herramientas en

todos los laboratorios que realizan este tipo de actividad.

Para la infección por VZIK se plantea que la respuesta más temprana de anticuerpos es

detectable de 4 a 7 días después del inicio de los síntomas. Los anticuerpos IgM llegan a

su máxima expresión después de dos a tres semanas permaneciendo detectables por

varios meses, mientras que los anticuerpos IgG persisten toda la vida (48).
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3.1 Sistemas comerciales con formato ELISA para la detección de anticuerpos IgM a
VZIK.

3.1.1 Evaluación de los indicadores de desempeño para el sistema comercial
Euroimmun-ELISA.

Los sistemas inmunoenzimáticos sobre fase sólida conocidos como ELISA se han

convertido en las pruebas más usadas para el diagnóstico serológico de infecciones

virales, por su elevada especificidad, sensibilidad y fácil ejecución.

Para la evaluación de los indicadores de desempeño del sistema comercial Euroimmun-

ELISA se trabajó un total de 100 muestras de sueros confirmadas a VZIK y 100 negativas

pertenecientes a pacientes con infecciones no relacionadas a este agente. De las 200

muestras utilizadas para la evaluación, 8 (4 correspondientes al panel positivo y 4 al panel

negativo) resultaron equívocos, los cuales el fabricante recomienda la toma de una

segunda muestra con 2 ó 3 días de diferencia para una nueva evaluación. Para el estudio

solo contábamos con 200 determinaciones por lo que no fue posible un nuevo

procesamiento de los casos equívocos y estos no fueron tomados en cuenta  para el

análisis del desempeño del sistema.

En la tabla. 3.1 se muestran los resultados obtenidos en la comparación entre los ensayos

de referencia y el sistema comercial Euroimmun-ELISA, donde se encontró una

coincidencia de 15 sueros positivos y 96 negativos. Un total de 81 sueros fueron

discordantes, resultando positivos por los ensayos de referencia pero negativos por el

sistema en evaluación.
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Tabla 3.1  Comparación entre el sistema Euroimmun-ELISA y las Técnicas de
Referencia.

* PCR-TR, MAC-ELISA y MEI

En el análisis comparativo se obtuvo una sensibilidad de 15,63 % (IC 95%: 7,84-23,41),

una especificidad del 100 % (IC 95%: 99,48-100) y un índice de validez de 57,81 % (IC

95%: 50,57-65,06). El valor predictivo positivo fue de 100 % (IC 95 %: 96,67-100) y el

negativo de 54,24 % (IC 95 %: 42,62-61,86). El índice Kappa fue de 0,15 (IC 95%: 0,08-

0,23), mostrando una fuerza de concordancia de no aceptable para el sistema Euroimmun-

ELISA en comparación con las pruebas de referencia, lo que indica una limitación de su

utilidad para el diagnóstico de la infección reciente por VZIK.

Varias han sido las evaluaciones realizadas para el sistema Euroimmun-ELISA donde se

muestran valores de sensibilidad muy variables en la detección de los anticuerpos IgM a

VZIK, aunque la especificidad del ensayo se ha mantenido robusta, con porcentajes

superiores al 95 % y logrando en ocasiones hasta un 100%. En un estudio realizado por

Steinhagen y cols. 2016 (94) donde trabajaron con un panel de 27 casos confirmados por

RT-PCR y 252 casos con otras patologías no relacionadas a VZIK, observaron una

sensibilidad en la detección de anticuerpos IgM del 58,8 % con una especificidad del 99,8

%. En esta evaluación 4 de las 27 muestras de sueros positivas por PCR fueron

colectadas en días menores al 5to día de inicio de los síntomas, por lo que un resultado

negativo de IgM en estas muestras era de esperarse, ya que en este periodo de la

Técnicas de Referencias*

+ -

+

EURO-ELISA

-

15 0

81 96
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infección  estos  anticuerpos aún no pudieran ser detectables.  Kadkhoda y cols. 2017

(95), utilizando 13 muestras de suero confirmadas de infección a VZIK mediante el PCR

(4) o PRNT (9) y 153 correspondientes a pacientes con otras patologías no relacionadas a

VZIK, obtuvieron una sensibilidad de 53,84 % y una especificidad del 98,7 %. En este

estudio, las muestras confirmadas por PCR (4) también fueron colectadas con menos de 4

días de inicio de los síntomas, resultando negativas en la detección de anticuerpos IgM

mediante Euroimmun-ELISA. Dos evaluaciones realizadas en el mismo año 2017 por

Granger y cols. (12) y L’Huillier y cols. (96), muestran sensibilidades mucho más bajas

para este sistema, utilizando como técnicas de referencia sistemas MAC-ELISAs que

detectan el mismo marcador serológico IgM y apoyados también por el ensayo de PRNT.

Granger y cols. mostraron sensibilidades de 20,7 % y 17,9 %  frente a los MAC-ELISAs del

CDC y InBios, permaneciendo las especificidades robustas con valores de 95,7 % y 91,7

% respectivamente. Con respecto a L’Huillier y cols. la sensibilidad de IgM frente al MAC-

ELISA fue de 28,9 % con una especificidad del 96,6 %.

Como se puede observar hay una tendencia de decrecimiento en la sensibilidad para la

detección de anticuerpos IgM encontrada para el estuche Euroimmun-ELISA en las

diferentes evaluaciones realizadas, lo que habla de su poca utilidad en la determinación de

casos de infección reciente por VZIK.

El sistema Euroimmun es un ELISA indirecto que utiliza como recubrimiento un antígeno

recombinante NS1 de VZIK, el cual ofrece mayor especificidad en el reconocimiento de los

anticuerpos policlonales IgM anti NS1 presentes en el suero de pacientes infectados con

VZIK, además utiliza un conjugado monoclonal anti IgM humana que garantiza la captura

específica de la IgM que conforma el inmunocomplejo NS1 recombinante-IgM humana

anti-NS1.

Para evitar que anticuerpos IgG presentes en el suero de individuos con una previa

infección por otros Flavivirus, se unan a la proteína recombinante, ejerciendo así una

competencia con la IgM por los sitios de reconocimientos,  es utilizado un tratamiento de

las muestras con solución absorbente de anticuerpos IgG, lo que debe garantizar solo la
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unión de los anticuerpos IgM anti VZIK a esta proteína. Aunque en el presente estudio se

contó con un panel de casos confirmados a VZIK, representado por un 85 % de casos con

inmunidad elevada de anticuerpos IgG a VDEN, el sistema no mostró una sensibilidad

adecuada a la detección de anticuerpos IgM.

De tal manera, consideramos que el bajo porcentaje de IgM obtenido por el ensayo de

Euroimmun-ELISA, no está  influenciado por los altos niveles de IgG presentes en las

muestras de sueros, pero si por alguno de los componentes que conforman el estuche

diagnóstico (Anexo 2), teniendo en cuenta que el laboratorio cumplió con las temperaturas

de conservación de los estuches, la fecha de caducidad de los reactivos y los requisitos de

procesamiento indicados por el fabricante.

Una posible explicación pudiera estar dada ya que los epítopes conformacionales

presentes en la proteína recombinante utilizada como recubrimiento en el sistema, son

usualmente más sensibles antes la desnaturalización bajo el efecto de temperaturas de

recubrimiento. No obstante esta hipótesis solo pudiera ser demostrada por los productores

pues las placas son comercializadas con el paso de recubrimiento procesado, pero, de

alguna manera, un fenómeno como este pudiera explicar el decrecimiento de la

sensibilidad en la detección de los anticuerpos IgM, mostradas en las sucesivas

evaluaciones realizadas para este estuche diagnóstico.

Contrario a la sensibilidad, la alta especificidad expresada refiere una posible utilidad en la

confirmación de casos con infección pasada de VZIK pero a través de la detección de

anticuerpos IgG y apoyada mediante el ensayo de PRNT. La combinación de estos

ensayos pudiera tener una elevada utilidad en estudios de seroprevalencia de anticuerpos

a VZIK en poblaciones de riesgo y no riesgo.

Con respecto a los valores de kappa encontrados para este sistema, se muestra un

decrecimiento desde un valor de 0,61 considerado de aceptable y obtenido en el estudio

de Kadkhoda y cols. 2017, hasta un valor no aceptable  de 0,15 encontrado por L’Huillier y

cols. 2017. En nuestra investigación se muestra también un valor no aceptable de kappa

(0,15) y similar al encontrado por L’Huillier y cols. 2017, lo que pudiera estar indicando la
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no utilidad de Euroimmun-ELISA, en nuestras condiciones, como sistema diagnóstico

serológico para la detección de infección reciente por VZIK.

3.1.2 Evaluación de la respuesta de anticuerpos IgM del sistema comercial
Euroimmun-ELISA frente a sueros positivos a VZIK con o sin inmunidad a VDEN.

De los 100 sueros positivos a VZIK en el panel desarrollado, 15 no presentaron una

inmunidad a VDEN y 85  les fue determinado la presencia de anticuerpos IgG a VDEN con

títulos elevados mediante los ensayos de referencia del Laboratorio Arbovirus IPK. De

igual manera, 4 sueros quedaron clasificados como equívocos sin ser incorporados en el

análisis realizado, de ellos 2 correspondían a casos sin inmunidad (CSI) y los otros 2 a

casos con inmunidad (CCI) a VDEN. El total de casos analizados fueron 96.

El sistema Euroimmun-ELISA fue capaz de detectar un 15.4 % (2/13) de los CSI  y un 15.7

% (13/83) de los CCI  a VDEN, lo que plantea que el sistema no discrimina en la detección

de ambos tipos de casos (p= 0.7002), infiriendo que la producción de anticuerpos ante

otros flavivirus, no representa una influencia en los niveles de detección del sistema como

se había planteado anteriormente.

Para un sistema diagnóstico serológico, en la definición de un caso de infección reciente

por VZIK, sería este un resultado ventajoso, pero los bajos niveles de sensibilidad

presentado por Euroimmun-ELISA frente al panel de evaluación lo muestran como un

sistema no útil.

Frente a infecciones por otros Flavivirus como VDEN, ha sido observado que la reactividad

cruzada de los anticuerpos IgM es mucho menor a la presentada por los anticuerpos IgG,

de manera que se ha podido utilizar esta característica para la posible identificación

serológica del serotipo infectante (VDEN 1-4) en un brote epidémico utilizando un grupo de

muestras de suero procedente de una misma transmisión y en un área geográfica

determinada (87, 97, 98).

Un estudio realizado por Yang Tsai y cols. 2017 (99), utilizando el sistema Euroimmun IgM

ZIKA para distinguir entre casos con infección por VZIK y VDEN, mostraron una baja
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reactividad de los anticuerpos IgM frente a casos de infección por VDEN, con porcentajes

de detección de 0% en primarios y 4 % en secundarios. A su vez observaron un

porcentaje de 90 % para casos primarios de VZIK y de 55 % para casos con inmunidad

previa a VDEN. En este estudio, a diferencia de nuestro trabajo, el sistema muestra

valores de sensibilidad y especificidad aceptables de 72.5 % y 97.4 % respectivamente.

3.1.3 Evaluación de los indicadores de desempeño para el sistema comercial
DIAPRO-ELISA.

De las 200 muestras de suero utilizadas para la evaluación, 6 (2 correspondientes al panel

positivo y 4 al panel negativo) resultaron equívocos, las cuales no se tuvieron en cuenta

para el análisis de los parámetros de desempeño del sistema.

En la tabla. 3.2 se muestran los resultados obtenidos en la comparación entre los ensayos

de referencia y el sistema comercial  DIAPRO-ELISA, donde se encontró una coincidencia

de 86 sueros positivos y 95 negativos. Un total de 13 sueros resultaron discordantes por el

sistema evaluado, 12 de los casos positivos y 1 de los negativos.

Tabla 3.2. Comparación entre el sistema DIAPRO-ELISA y las Técnicas de
Referencia.

* PCR-TR, MAC-ELISA y MEI

Técnicas de Referencias*

+ -

+

DIAPRO-ELISA

-

86 1

12 95
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En el análisis comparativo se obtuvo una sensibilidad de 87,76 % (IC 95%: 80,75-94,76),

una especificidad de 98,96 % (IC 95%: 96,41-100) y un índice de validez de 93,30 % (IC

95%: 89,52-97,08). El valor predictivo positivo fue de 98,85 % (IC 95 %: 96,04-100) y el

negativo de 88,79 % (IC 95 %: 82,34-95,23). El índice kappa fue de 0,8661 (IC 95%:

0,7963-0,9360), mostrando una fuerza de concordancia de excelente para el sistema en

evaluación en comparación con las pruebas de referencia, lo que valida su utilidad para el

diagnóstico de la infección por VZIK.

El sistema DIAPRO-ELISA es un estuche comercial que salió recientemente al mercado y

ha sido poco evaluado. De este estuche solo se reporta un único trabajo del año 2017

desarrollado por Pasquier y cols. (100), donde fueron comparados los parámetros

diagnósticos entre los sistemas comerciales de formato ELISA indirecto: DIAPRO y

Euroimmun, utilizando un método molecular como referencia para la confirmación de la

infección por VZIK en las muestras de suero positivas usados en el panel de evaluación.

El sistema DIAPRO mostró un mayor porcentaje de sensibilidad en la detección de

anticuerpos IgM que el sistema Euroimmun (73,3 % vs 53,3 %) y una mayor duración en el

tiempo en muestras convalecientes colectadas en días mayores al 10mo día de infección

(100 % vs 60%). Las especificidades mostradas para ambos sistemas fueron las máximas

(100%).

En el presente estudio los porcentajes de especificidad en ambos ensayos indirectos

fueron excelentes (98,9% y 100%) y el sistema DIAPRO mostró una mayor sensibilidad

que el sistema Euroimmun (87,76 % y 15,6 %) en la detección de anticuerpos IgM a VZIK,

aunque para este último la sensibilidad obtenida fue mucha más baja que en el estudio de

Pasquier y cols. 2017 (100).

Una posible explicación de la alta sensibilidad obtenida por DIAPRO pudiera estar dada

por el uso de antígenos sintéticos en el recubrimiento de las placas, ya que a diferencia de

las proteínas recombinantes, estos péptidos presentan una conformación lineal y ha sido

planteado su mayor estabilidad ante cambios de temperatura en el proceso de

recubrimiento (101). De igual manera ha sido reportado en varios trabajos la elevada
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capacidad de unión de anticuerpos policlonales procedentes de muestras de suero a estas

secuencias de péptidos lineales, así como el eficiente incremento de esta unión cuando

las secuencias son franqueadas en sus extremos con aminoácidos adicionales (102, 103).

Otra característica que pudiera favorecer al sistema DIAPRO en el nivel de sensibilidad

presentado, puede ser el uso de un conjugado policlonal anti IgM humana lo que

incrementa la probabilidad de reconocimiento de los anticuerpos IgM humanos del suero

por varios epítopes presentados por esta inmunoglobulina de gran tamaño, por lo que el

número de IgM capturada por el conjugado pudiera ser mucho mayor.

Como parte de las pruebas de validación del ensayo, presentes en el instructivo brindado

por el estuche (Anexo 3), se muestra porcentajes de sensibilidad y especificidad ambos

del 98 %, utilizando un panel de 28 muestras positivas por MAC-ELISA del CDC y 400

muestras de sueros procedentes de individuos sanos y donantes de sangres

supuestamente sanos. Como limitante no presenta un panel de sueros para la evaluación

de la reactividad cruzada frente a otras infecciones por Flavivirus o patologías que

pudieran influir en una respuesta inespecífica del sistema.

En cuanto a los resultados obtenidos en el presente estudio, podemos observar que el

sistema DIAPRO muestra los mejores parámetros de sensibilidad y especificidad de los

cinco sistemas evaluados, además del índice kappa, el cual fue considerado de excelente,

indica su utilidad como sistema diagnóstico serológico en la detección de infecciones

recientes a VZIK.

3.1.4 Evaluación de la respuesta de anticuerpos IgM del sistema comercial DIAPRO-
ELISA frente a sueros positivos a VZIK con o sin inmunidad a VDEN.

Para el sistema DIAPRO-ELISA fueron detectados 2 casos considerados como equívocos,

los cuales ambos pertenecían al grupo de CCI  a VDEN. Por esa razón, el total de casos

analizados fueron 98.



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

51

El sistema DIAPRO-ELISA fue capaz de detectar un 87.0 % (13/15) de los CSI y un 88.0

% (73/83) de los CCI a VDEN, lo que habla que el sistema no discrimina en la detección

de ambos tipos de casos (p=7732), infiriendo que la producción de anticuerpos ante otros

flavivirus, no representa una influencia en los niveles de detección del sistema.

En el estudio presentado por Pasquier y cols. 2017, de las 15 muestras de suero

procedentes de pacientes confirmados con infección a VZIK, el 86,7 % (13/15)

presentaban anticuerpos a VDEN de una infección previa y solo 2 casos fueron

considerados primarios de infección a VZIK sin respuesta de anticuerpos a Flavivirus,

reafirmando el criterio de casos primarios con una IgM positiva a VZIK mediante el ensayo

MAC-ELISA del CDC. También el 26,7 % (4/15) de estos casos presentó una IgG reactiva

correspondientes a una previa infección a VCHIK. A pesar de la presencia de una

inmunidad previa a otras Arbovirosis, incluida el VDEN con la cual se ha reportado los

mayores niveles de reactividad cruzada dada la similitud genética entre ambos virus de la

misma familia (Flaviviridae), el sistema presentó una sensibilidad mayor del 73,3 % en

comparación al sistema Euroimmun en muestras de pacientes confirmados con colecta al

7mo día de inicio de los síntomas, la cual alcanzó el 100 % de detección de anticuerpos IgM

al 11no día de colecta para los mismos casos.

3.1.5 Evaluación de los indicadores de desempeño para el sistema comercial IBL-
ELISA.

Para el estuche comercial IBL-ELISA contábamos con 174 determinaciones, por lo que

solo pudimos ensayar igual número de casos, correspondiendo a 100 positivos y 74

negativos. De las 174 muestras, 7 casos (6 del panel positivo y 1 del panel negativo)

resultaron equívocos, los cuales no se tuvieron en cuenta para el  análisis de los

parámetros de desempeño del sistema.

En la tabla. 3.3 se muestran los resultados obtenidos en la comparación entre los ensayos

de referencia y el sistema comercial IBL-ELISA, donde se encontró una coincidencia de 61

sueros positivos y 68 negativos. Un total de 38 sueros resultaron discordantes por el
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sistema evaluado, 33 de los casos positivos y 5 de los negativos clasificados por las

técnicas de referencia.

Tabla 3.3. Comparación entre el sistema IBL-ELISA y las Técnicas de Referencia.

* PCR-TR, MAC-ELISA y MEI

En el análisis comparativo se obtuvo una sensibilidad de 64,89 % (IC 95%: 55,71-75,07),

una especificidad de 93,15 % (IC 95%: 86,87-99,63) y un índice de validez de 77,25 % (IC

95%: 70,79-83,90). El valor predictivo positivo fue de 92,42 % (IC 95 %: 85,28-99,57) y el

negativo de 67,33 % (IC 95 %: 57,68-76,97). El índice kappa fue de 0,5566 (IC 95%:

0,4393-0,6739), mostrando una fuerza de concordancia aceptable para el sistema en

evaluación en comparación con las pruebas de referencia, lo que valida su posible utilidad

para el diagnóstico de la infección reciente por VZIK.

El sistema IBL-ELISA es un ensayo de captura de anticuerpos IgM que aún no ha salido al

mercado y se encuentra en el proceso de evaluaciones en los diferentes laboratorios

certificados para la evaluación de estuches diagnósticos. No han sido reportados estudios

anteriores de este estuche por lo que contamos con las evaluaciones correspondientes

realizadas por el productor como parte de los parámetros de desempeño del sistema y la

Técnicas de Referencias*

+ -

+

IBL-ELISA

-

61 5

33 68
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reactividad cruzada frente a un panel especificado, presentados en el instructivo disponible

(Anexo 4).

Varios sistemas MAC-ELISA han sido evaluados con el objetivo de lograr un sistema

serológico para la detección de infecciones recientes a VZIK, principalmente sobre los

grupos de riesgo como las mujeres embarazadas. Safronetz y cols. 2017 (104) evaluaron

3 sistemas MAC-ELISAs observando elevados niveles de especificidad (> 90 %) de estos

ensayos con la excepción de InBios MAC-ELISA que mostró una elevada respuesta

cruzada frente a casos de infección por VDEN, mientras que los porcentajes de

sensibilidad fueron bajos (37%-65%), nuevamente con la excepción del sistema InBios

que logro un 100% de detección de los casos confirmados por VZIK. Granger y cols. 2017

(12), utilizando como prueba de referencia el MAC-ELISA del CDC, evaluó el sistema

InBios MAC-ELISA, mostrando excelentes parámetros de desempeño tanto en muestras

colectadas de un estudio retrospectivo (sensibilidad: 93,1% y especificidad: 95,7%) como

muestras colectadas en un estudio prospectivo (sensibilidad: 87,5% y especificidad: 98,5

%). Los parámetros de kappa para este estudio, se mantuvieron en el rango de aceptable

y excelente (0,52-0,83). En un estudio más reciente Balmaseda y cols. (2018) (105)

evaluaron 2 sistemas MAC-ELISA: CNDR y NIAID, mostrando sensibilidades desde 70 %

a 94 % y especificidades mayores a un 80 %.

En general, los sistemas MAC-ELISA pudieran lograr buenos parámetros de sensibilidad y

especificidad y a su vez ser más eficientes con posibles mejoras, las cuales podrían ser

realizadas sobre reactivos que componen el sistema como antígeno y conjugado.

El sistema IBL-ELISA utiliza una variante de captura donde conjuga directamente el

antígeno con la enzima, y 2 pasos que son comunes en este tipo de ensayo (antígeno y

conjugado) se resumen en uno solo. De esta manera este conjugado debe ser lo más

específico y purificado posible para establecer un eficiente reconocimiento con los

anticuerpos capturados del  suero. IBL-ELISA utiliza un antígeno de VZIK no especificado

por el fabricante, por lo que otras variantes de antígenos pudieran ser utilizadas, logrando

mayores niveles de reconocimiento y especificación por el ensayo.
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Stettler y cols. (2016) (48) trabajando con un panel de 119 anticuerpos monoclonales

(AcMs) procedentes de 4 pacientes infectados con VZIK, encontraron dos sitios

antigénicos (S1 y S2) específicos en la proteína NS1 de VZIK y sin reactividad cruzada por

parte del resto de los AcMs. Aunque derivado de este estudio fueron utilizados los AcMs

NS1 para la construcción de sistemas diagnósticos de detección de la proteína NS1

circulante en pacientes con infección aguda temprana, debería pensarse la posibilidad que

proteínas recombinantes que expresen los dos sitios de reconocimiento NS1 específicos,

pudieran utilizarse para el mejoramiento de la especificidad de sistemas MAC-ELISAs,

como el presentado en nuestro trabajo, así también como la posibilidad de conjugarse a

enzimas sin perder estructura conformacional y afinidad con los anticuerpos específicos en

sueros de individuos infectados por VZIK.

En un estudio anterior, realizado por Cleton y cols. (2015) (106), evaluando la respuesta

de varios sueros de pacientes con infecciones a diferentes Flavivirus frente a proteínas

NS1 recombinantes construidas a estos virus y montadas sobre un sistema de

microarreglos de proteínas (del inglés: protein microarray), observaron una elevada

sensibilidad de anticuerpos IgM/IgG a las proteínas individuales con los sueros

correspondientes y muy limitada reactividad cruzada, lo que denota la utilización de estas

proteínas recombinantes en el desarrollo de sistemas diagnósticos serológicos.

Más reciente Mishra y cols. (2018) (103) trabajando con péptidos sintéticos y

exclusivamente péptidos correspondientes a la proteína NS2B del VZIK, desarrollaron un

sistema ELISA, donde conjugando estos péptidos con un sistema biotinilado y

enfrentándolo posteriormente a sueros de pacientes con infección a VZIK en la etapa

convaleciente temprana (entre los 5 y 7 días de inicio de los síntomas), observaron

excelentes porcentajes de sensibilidad (96%) y especificidad (94%) del ensayo.

Otra alternativa a tener en cuenta pudiera estar dada en el estudio realizado por Rockstroh

y cols. (2017) (107), donde trabajando con la proteína E bajo una mutación en el dominio

conservado II del lazo de fusión (del inglés: fusion loop), mediante la cual desarrollaron un

sistema de formato ELISA, encontrando elevados niveles de reconocimientos de
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anticuerpos procedentes de sueros de pacientes infectados por VZIK (sensibilidad: 87.5 %

y especificidad: 94.2%).

3.1.6 Evaluación de la respuesta de anticuerpos IgM del sistema comercial IBL-
ELISA frente a sueros positivos a VZIK con o sin inmunidad a VDEN.

Para el sistema IBL-ELISA fueron detectados 6 casos considerados como equívocos, los

cuales todos pertenecían al grupo de casos con inmunidad a VDEN. El total de casos

analizados fueron 94.

El sistema IBL-ELISA fue capaz de detectar un 93,3 % (14/15) de los CSI y un 59,5 %

(47/79) de los CCI a VDEN, con una significación de p=0.0263, lo que habla que el

sistema disminuye su detección frente a casos con inmunidad previa a otros flavivirus, en

este caso VDEN.

En el estudio realizado por Balmaseda y cols (2018), donde se evaluaron dos sistemas de

captura (MAC-ELISA: CNDR y NIAID), se obtuvieron mayores niveles de detección de IgM

frente a casos VZIK sin inmunidad que en los casos VZIK con inmunidad previa a VDEN.

Estos resultados son coincidentes a los encontrados en nuestro estudio con el sistema

IBL-ELISA. Una de las posibles explicaciones pudiera estar dada en los niveles de

anticuerpos IgM presentes frente a infecciones primarias y secundarias a Flavivirus.

Algunos autores han observado ante infecciones por VDEN que la respuesta de

anticuerpos IgM puede ser observada baja o nula en casos con infección secundaria (108,

109). Pudiera ser posible que para los sueros de casos confirmados a VZIK, donde este

agente representa una infección secundaria por Flavivirus, los niveles de anticuerpos IgM

en suero sean más bajos que los presentados frente a los CSI  a VZIK.

Otra posibilidad sería la presencia de anticuerpos IgM procedentes de clones de células B

de memoria producidos a una infección previa a otro Flavivirus, en este caso VDEN. Ha

sido planteado por algunos investigadores la existencia de células B de memoria

expresando anticuerpos IgM ante respuestas inmunes secundarias y con alta afinidad por
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el agente infectante (110-112). De esta manera, teniendo en cuenta la baja reactividad

cruzada que se reporta de los anticuerpos IgM con respecto a la IgG (87, 97, 98), la

presencia de anticuerpos IgM referentes a una inmunidad previa a VDEN, en un sistema

ELISA de captura donde niveles totales de IgM son capturados del suero por el anticuerpo

monoclonal anti IgM humana recubierto sobre la placa , pudiera generarse una baja

detección de los anticuerpos IgM correspondientes a la reciente infección por VZIK, en una

etapa temprana para la producción de anticuerpos

3.2 Sistema comercial formato Prueba Rápida (PR) para la detección de anticuerpos
IgM a VZIK.

3.2.1 Evaluación de los indicadores de desempeño para el sistema comercial de tira
rápida Artron-PR.

Los ensayos inmunocromatográficos como sistemas diagnósticos se muestran como una

alternativa rápida, de fácil procedimiento y que no requieren de un conocimiento técnico

específico, ni de equipamiento para su procesamiento (113).

Para el estuche comercial Artron-PR se procesaron 200 muestras, correspondiendo a 100

casos positivos y 100 casos negativos.  Ninguna de las pruebas fue invalidada, por lo que

se tuvieron en cuenta para el análisis de los parámetros de desempeño del sistema el total

de las muestras que conformaban el panel.

En la tabla. 3.4 se muestran los resultados obtenidos en la comparación entre los ensayos

de referencia y el sistema comercial Artron-PR, donde se encontró una coincidencia de 18

sueros positivos y 84 negativos. Un total de 98 sueros resultaron discordantes por el

sistema evaluado, 82 de los casos positivos y 16 de los negativos clasificados por las

técnicas de referencia.
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Tabla 3.4. Comparación entre el sistema Artron-PR  y las Técnicas de Referencia.

* PCR-TR, MAC-ELISA y MEI

En el análisis comparativo se obtuvo una sensibilidad de 18,00 % (IC 95%: 9,97-26,03),

una especificidad de 84,00 % (IC 95%: 76,31-91,69) y un índice de validez de 51,00 % (IC

95%: 43,82-58,18). El valor predictivo positivo fue de 52,94 % (IC 95 %: 34,69-71,19) y el

negativo de 50,60 % (IC 95 %: 42,70-58,51). El índice kappa fue de 0,020 (IC 95%: -

0,0841-0,1241), mostrando una fuerza de concordancia no aceptable para el sistema en

evaluación en comparación con las pruebas de referencia, limitando su utilidad para el

diagnóstico serológico de la infección reciente por VZIK.

Experiencias previas obtenidas de la evaluación de estuches comerciales para la

detección de anticuerpos IgM entre sistemas de formato ELISA e inmunocromatográficos,

han mostrado niveles de sensibilidad y especificidad menores para estos últimos (93).

El sistema comercial Artron es un ensayo inmunocromatográfico de reciente fabricación y

no ha tenido evaluaciones anteriores (Anexo 5). Solo un estudio realizado por Bosch y cols

(2017) (114) ha sido reportado en el desarrollo de un sistema inmunocromatográfico pero

para la detección de la proteína viral NS1 a VZIK, en sueros de pacientes con infección

confirmada a este agente viral y mostrando porcentajes de sensibilidad y especificidad de

81% y 86 % respectivamente, porcentajes aceptables para un sistema de detección

rápida. La novedad de este sistema es que además de utilizar anticuerpos monoclonales

Técnicas de Referencias*

+ -

+

Artron-PR

-

18 16

82 84
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anti NS1 específicos incluye como marcador nanopartículas de oro las cuales no solo

permiten la señalización sino una cuantificación del analítico capturado (proteína NS1

libre).

La combinación de la nanotecnología con los sistemas diagnósticos de tira rápida pudiera

lograr mejoras en los niveles de detección y especificación de estos ensayos, una eficiente

unión covalente frente al elemento de captura, niveles de cuantificación del marcador a

capturar, menor contaminación en el ensayo, así como una  fácil y rápida detección.

3.2.2 Evaluación de la respuesta de anticuerpos IgM del sistema comercial de tira
rápida Artron-PR frente a sueros positivos a VZIK con o sin inmunidad a VDEN.

Mediante el sistema Artron-PR fueron procesados los 100 sueros positivos a  VZIK  que

conformaron el panel positivo del estudio. Este sistema no fue capaz de detectar ninguno

de los 15 casos que no presentaron inmunidad a VDEN contrario a los casos con

inmunidad, de los cuales solo detectó un 21.2 % (18/85) y sin significación alguna

(p=0.1088). Estos resultados hablan acerca de que el sistema no discrimina entre ambos

tipos de suero pero también que  las concentraciones de anticuerpos que detecta el

ensayo deben ser demasiado elevadas para lograr niveles de positividad aceptables por

este.

El sistema Artron presenta ventajas y desventajas con respecto al resto de los sistemas.

Entre sus ventajas se encuentran la rapidez en el procesamiento (10 minutos), la no

complejidad de su procedimiento, y la posibilidad de no disponer de equipamiento

especializado y condiciones de laboratorio, lo cual permite su desarrollo a niveles

primarios y secundarios de salud. Entre las limitaciones pudieran encontrarse el corto

tiempo de contacto de los componentes, principalmente antígeno-anticuerpo, el cual

puede verse afectado por interacciones estéricas con otros componentes que puedan

estar presentes en la muestra; la temperatura de incubación donde en este caso ocurrió

bajo las condiciones de temperatura ambiente de laboratorio (22-24oC) y como se conoce

a temperaturas mayores (37oC) se garantiza rapidez y efectividad en la unión antígeno-
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anticuerpo; y por último el volumen de muestra empleado en función de los grandes

volúmenes de reactivo que son utilizados en la fijación sobre la membrana de nitrocelulosa

para lograr una captura rápida en un tiempo bastante corto.

3.3 Sistema comercial formato Western Blot (WB) para la detección de anticuerpos
IgM a VZIK.

3.3.1 Evaluación de los indicadores de desempeño para el sistema comercial
Mikrogen-Blot

Para el estuche comercial Mikrogen-Blot se contaron con 200  determinaciones,

correspondiendo a 100 casos positivos y 100 casos negativos. Ninguna de las pruebas fue

invalidada, por lo que se tuvieron en cuenta para el análisis de los parámetros de

desempeño del sistema el total de muestras del panel

En la tabla. 3.5 se muestran los resultados obtenidos en la comparación entre los ensayos

de referencia y el sistema comercial Mikrogen-Blot, donde se encontró una coincidencia de

52 sueros positivos y 93 negativos. Un total de 55 sueros resultaron discordantes por el

sistema evaluado, 48 de los casos positivos y 7 de los negativos definidos por las técnicas

de referencia.

Tabla 3.5. Comparación entre el sistema Mikrogen-Blot y las Técnicas de Referencia.

* PCR-TR, MAC-ELISA y MEI

Técnicas de Referencias*

+ -

+

Mikrogen-Blot

-

52 7

48 93
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Para el análisis comparativo se obtuvieron una sensibilidad de 52,00 % (IC 95%: 41,71-

62,29), una especificidad de 93,00 % (IC 95%: 87,50-98,50) y un índice de validez de

72,50 % (IC 95%: 66,06-78,94). El valor predictivo positivo fue de 88,14 % (IC 95 %:

79,04-97,23) y el negativo de 65,96 % (IC 95 %: 57,78-74,13). El índice kappa fue de 0,45

(IC 95%:0,0569-0,069), mostrando una fuerza de concordancia aceptable para el sistema

en evaluación en comparación con las pruebas de referencia, lo que indica su posible

utilidad  para un diagnóstico reciente de  infección por VZIK.

El sistema comercial Mikrogen es un ensayo de inmunoblot de reciente salida al mercado

y similar a los sistemas IBL y Artron PR no ha tenido evaluaciones anteriores en

laboratorios evaluadores certificados. Como única evaluación solo contamos con las

pruebas correspondientes realizadas por el fabricante  como parte de los parámetros de

desempeño del sistema y la reactividad cruzada frente a un panel especificado en el

instructivo disponible por el estuche (Anexo 6). El sistema mostró una sensibilidad y una

especificidad diagnostica de 72.7% y 100 % respectivamente, valores aceptables para un

sistema de este tipo.

En el desarrollo del sistema fueron observados bandas de intensidades bajas en la

detección de los anticuerpos IgM, a veces visibles pero que no superaban la intensidad de

banda de corte establecida por el ensayo. Esto puede dar una medida de pérdidas de

casos (falsos negativos) cuando el sistema es leído por el software recomScan, aunque el

sistema fue interpretado visualmente.

3.3.2 Evaluación de la respuesta de anticuerpos IgM del sistema comercial de
Mikrogen-Blot frente a sueros positivos a VZIK con o sin inmunidad a VDEN.

Por el sistema Mikrogen-Blot se procesaron los 100 casos confirmados a VZIK  que

conformaron el panel positivo de estudio.

El ensayo fue capaz de detectar un 87.3 % (13/15) de los CSI y un 45.8 % (39/85) de los

CCI a VDEN, siendo la detección más significativa para el primer grupo (p=0.0084). Estos
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resultados  hablan que el sistema disminuye su detección frente a casos con inmunidad

previa a otros flavivirus, en este caso VDEN.

Podemos destacar que de los 39 casos detectados por el sistema con inmunidad previa a

VDEN, 24 (62 %) tuvieron un reconocimiento cruzado mucho más bajo frente a la proteína

recombinante de NS1 del VDEN, lo que pudiera evidenciar la presencia de anticuerpos

IgM, posiblemente de memoria, pertenecientes a una infección previa a VDEN en estos

casos confirmados a infección por VZIK.  Por otra parte también podemos sugerir que los

niveles de anticuerpos IgM en estos casos pudieran ser más bajos que en casos sin

inmunidad previa como ha sido anteriormente explicado.

Contrario a los resultados obtenidos en el presente estudio, el instructivo del estuche

comercial no muestra discriminación en la detección entre casos confirmados a VZIK con

o sin inmunidad previa a VDEN (100% de detección para ambos).

3.4  Evaluación de la reactividad cruzada de los cinco sistemas comerciales frente al
panel de sueros negativos del estudio.

Uno de los principales problemas que pueden presentar los sistemas para el diagnóstico

serológico es la reactividad cruzada con anticuerpos producidos contra otro agente

infeccioso, dando lugar a lo que se conoce como falsos positivos. Varios factores pueden

estar influyendo en este tipo de respuesta, aquellos propios del ensayo como el principio

del método empleado, componentes del sistema como conjugado y antígeno; los de tipo

individual como la presencia de enfermedades autoinmunes y los que dependen del

agente infeccioso.

En la figura 3.1 se muestra el análisis de la reactividad cruzada de los cinco estuches

comerciales serológicos evaluados en el presente estudio frente al panel de sueros

negativos a infección por VZIK.
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Figura  3.1 Reactividad cruzada en los diferentes sistemas comerciales diagnósticos
frente al panel negativo del estudio.

Como se puede observar, la mayor reactividad cruzada y por ende, el mayor número de

falsos positivos los está generando  el sistema comercial Artron PR frente a casos con

infección confirmada por VDEN con un porcentaje de 46.7%(14/30) en individuos

vacunados contra VFA y un 12.5 % (1/8) y en casos sospechosos de infección por VCHIK

con un 12.5 % (1/8) Este sistema muestra una reactividad cruzada frente a las principales

Arbovirosis que se encuentran circulando en los últimos años en la región (115-117), por lo

que  la utilidad de este ensayo como sistema diagnóstico para la detección de casos con

infección reciente por VZIK se ve grandemente limitada. El resto de los estuches

presentaron una reactividad baja frente al panel negativo: IBL solo obtuvo un 5 % (1/20) en

casos confirmados a VDEN, DIAPRO solo mostro un 14.3 % (1/7) en casos confirmados

con Hepatitis A viral y  Mikrogen- un 16.7 % (5/30) frente a casos de VDEN y un 14.3 (1/7)
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en casos Hepatitis A Viral. El sistema Euroimmun no mostro reactividad cruzada frente al

panel negativo.

La marcada reactividad cruzada de los anticuerpos es un hecho presente y es observable

principalmente entre virus de una misma familia. La presencia de epítopes compartidos

entre estos agentes virales es la mayor fuente que genera anticuerpos de reactividad

cruzada, dando como resultado un incremento en el número de falsos positivos en los

diferentes ensayos serológicos.

Un estudio realizado por Xiaojun y cols 2016 (51), evidencia este fenómeno al concretar

alineamientos del genoma del VZIK con respecto a otros flavivirus como VFA, VNO, VEJ y

VDEN, donde observaron similitudes antigénicas entre todos los agentes virales, pero

siendo mayor entre VZIK y VDEN (98% - 99%) que entre VIZK y el resto de los flavivirus

evaluados (55% - 56%).

Por otra parte otros estudios muestran la reactividad cruzada asociada al análisis de

paneles de muestras frente a diferentes sistemas diagnósticos serológicos. Dejnirattisai y

cols., 2016 (54), utilizando sueros de pacientes con infección secundaria a VDEN,

encontraron que todos los casos cruzaron con VZIK al utilizar un sistema de ELISA de

captura para el análisis. Félix y cols., 2017 (118), utilizando tres sistemas serológicos de

formato ELISA (2 Captura y 1 Indirecto) de VDEN para evaluar reactividad cruzada frente

a muestras de suero de pacientes con infección confirmada a VZIK, muestra una

reactividad para anticuerpos IgM entre 4.9 % y 16.4 % en muestras colectadas en días

menores al 7mo día de inicio de los síntomas y entre 13.1 % y 37.7 % en muestras con

más de 14 días. Respecto al sistema Euroimmun IgM, Steinhagen y col., 2016 (94)

utilizando un panel de sueros con casos de infecciones confirmadas a: VDEN, VFA, VNO,

VEJ y VCHIK, observaron solo una reactividad cruzada de 2.9 % en sueros de VNO. Otro

estudio desarrollado por Berlioz-Arthaud y Gurusamy,(119) en el año 2008 muestra a dos

sistemas serológicos de detección de IgM para infección por VDEN con los mayores

porcentajes de falsos positivos relacionados con muestras de pacientes con VHA.

Conociendo la elevada homología entre los virus DEN y ZIK, se pudiera decir que la
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reactividad cruzada frente a casos de infección por VHA en sistemas serológicos para

VZIK pueden ser esperados.

En general, los sistemas de formato ELISA mostraron los menores porcentajes de

reactividad cruzada y entre ellos los Indirectos (Euroimmun y DIAPRO) no mostraron

reactividad cruzada frente a las muestras con inmunidad serológica a otros flavivirus del

panel negativo, como son: los casos con infección a VDEN e inmunidad a VFA por

vacunación. Esto pudiera estar dado a la utilización de antígenos altamente purificados y

específicos que utilizan como base la proteína NS1 de VZIK. Como ha sido anteriormente

reportado, el reconocimiento de anticuerpos neutralizantes frente a proteínas no

estructurales se presenta del tipo virus especifico contrario a lo observado frente a las

proteínas estructurales, fundamentalmente la proteína de envoltura (E), considerada como

el mayor blanco de anticuerpos neutralizantes por ser la proteína más externa del virión.

No obstante, dado que los niveles de sensibilidad del sistema Euroimmun fueron los más

bajos del estudio, su utilidad para el diagnóstico queda descartada, no siendo así para el

sistema DIAPRO que ha mostrado los mejores parámetros funcionales del presente

trabajo. El elevado nivel de especificidad de este último sistema pudiera ser aprovechado

para la confirmación serológica de casos de infección por VZIK con la combinación en la

detección de anticuerpos IgG.

Por parte del sistema IBL, aunque tuvo reactividad frente a los casos de VDEN, fue la

menor con solo un 5 % (1/20) y única mostrada por el ensayo, por lo que en futuras

evaluaciones y complementándose mejoras sobre su sensibilidad pudiera valorarse como

un posible sistema diagnóstico a utilizar.

El sistema Mikrogen debe mejorar un poco más en su reactividad frente a casos de

infección por VDEN, así como en incrementar su sensibilidad en la detección de

anticuerpos IgM a VZIK.
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3.5 Análisis de las características operacionales de los sistemas en estudio.

Uno de los aspectos de gran importancia para los sistemas diagnósticos comerciales es

tener en cuenta las características operacionales de los mismos, como son: la claridad de

las instrucciones, la complejidad técnica y la interpretación de resultados.

En este estudio realizamos una evaluación de las características operacionales (93),

dándole valores del 0 al 3  a los diferentes estuches por parte de los tres operadores

participantes y en función de su mayor o menor claridad, complejidad e interpretación. En

la tabla 3.6 se presentan los resultados obtenidos de esta evaluación.

Tabla 3.6. Características operacionales de las pruebas evaluadas

ELISAs PR
Western

Blot

Euroimmun DIAPRO IBL Artron Mikrogen

Claridad

de las instrucciones
2 2 2 3 2,5

Complejidad

técnica
2 2 2 2,5 0

Interpretación de los
resultados

1,5 1,5 2 2,5 0

Equipamiento

requerido
1 1 1 1 1

Puntuación Total 6,5 6,5 7,0 9,0 3,5
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Como se puede observar los sistemas de formato ELISA recibieron similar puntuación por

los operadores respecto a la claridad de las instrucciones y complejidad de los ensayos de

muy claro. Con respecto a la claridad de las instrucciones no obtuvieron la calificación de

excelente (3) pues los instructivos solo fueron redactados en los idiomas de inglés y

alemán, y si se desea comercializar  estos sistemas en la región latinoamericana, debería

incluirse el idioma Español, dado el número elevado de países de habla hispana.

Contrario a estos sistemas, el ensayo en formato de prueba rápida Artron obtuvo las

mayores calificaciones operacionales por la buena presentación en su instructivo y la

simplicidad en el desarrollo del sistema e interpretación de los resultados. Como

experiencia en otras evaluaciones (120, 121), los sistemas inmunocromatográficos

muestran como limitación los niveles de intensidad de bandas, observando en ocasiones

bandas débiles que no superan los niveles de intensidad de la banda control o corte, así

como problemas en la corrida de la muestra que lleva a no observar en determinados

casos la banda control del sistema, quedando este invalidado. En el caso del sistema

Artron-PR estas limitaciones no fueron observadas.

Respecto al sistema Mikrogen, las puntuaciones operacionales fueron las más bajas

obtenidas principalmente en el análisis de complejidad de la técnica y la facilidad de

interpretación de los resultados. En cuanto a la complejidad, el ensayo muestra múltiples

etapas en su desarrollo, principalmente asociado a los múltiples lavados de las

membranas de nitrocelulosa, lo cual hace que se incremente el tiempo de duración de la

técnica y ocupe la jornada completa de trabajo para emitir los resultados finales. También

en este punto, la manipulación de  las membranas con las pinzas suministradas por el

estuche se hace un poco difícil por los operadores. En la interpretación de los resultados el

mayor problema encontrado estuvo relacionado con la baja intensidad en la banda de IgM

de las muestras las cuales no superaban los niveles de la banda de corte establecida por

el sistema, dando la muestra negativa al ser leídas las tiras con el programa recomScan

automatizado.
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CONCLUSIONES.

 Los sistemas de formato ELISA mostraron las mejores características funcionales

dentro de la evaluación, siendo el sistema ELISA indirecto DIAPRO la propuesta de

selección para el diagnóstico serológico de las infecciones recientes a VZIK, por los

elevados indicadores de desempeño, así como la no reactividad cruzada frente a

casos con inmunidad a Flavivirus.

 El sistema de prueba rápida Artron no mostró buenas características funcionales

para su utilidad en el diagnóstico serológico de las infecciones recientes a VZIK.

 El sistema de formato Western Blot Mikrogen mostró características funcionales

aceptables, pero con niveles de sensibilidad en la detección de anticuerpos IgM y

reactividad cruzada frente a casos con infección a VDEN no adecuados, limitando

su utilidad como diagnóstico serológico para la infección reciente por VZIK.

 Los sistemas ELISA indirecto Euroimmun y DIAPRO no mostraron reactividad

cruzada frente a la inmunidad de Flavivirus presente en el panel negativo, lo que

permitirá su uso en la caracterización serológica a VZIK en la población cubana.

 Las características operacionales de la Prueba Rápida de tipo

inmunocromatográfico Artron supera a las observadas en los demás sistemas, pero

la dificultad en definir un caso de infección por VZIK la hacen no apta para su uso.
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RECOMENDACIONES

 Informar los resultados obtenidos en esta evaluación a aquellos laboratorios que

lleven a cabo un sistema de vigilancia para el diagnóstico serológico del VZIK.

 Evaluar la respuesta de anticuerpos IgG en los diferentes sistemas comerciales,

valorando confirmación serológica del caso con infección a VZIK.

 Promover la evaluación de nuevos sistemas comerciales para el diagnóstico

serológico de la infección a VZIK.
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Anexo 1:


