MAC-ELISA para el zika

Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades

Este documento ha sido modificado a partir de la
Autorizacion de uso de emergencia (laboratorios de los
EE. UU.) para incluir materiales que utilizan laboratorios
gue no son estadounidenses. Los laboratorios de los
EE. UU. deben consultar el protocolo oficial de la EUA
suministrado por la Red de Laboratorios de Respuesta

Instrucciones de uso
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Introduccion
PROPOSITO

Este documento describe el uso del ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (MAC-ELISA) de
anticuerpos IgM de captura para la deteccion presunta de anticuerpos contra el virus del Zika
en personas que cumplen con los requisitos clinicos o epidemiolégicos de los Centros para el
Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) para las pruebas del virus del Zika.

Esta prueba solo debe utilizarse segun se describe en las directrices de los CDC para hacer
pruebas de diagnéstico del virus del Zika y conforme a la autorizacion de uso de emergencia
(EUA, por sus siglas en inglés) de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por
sus siglas en inglés). Visite el sitio web de los CDC para ver las directrices vigentes para los
laboratorios: http://www.cdc.gov/zika/state- labs/index.html. Los laboratorios internacionales
No se rigen por estas restricciones.

USO PREVISTO

MAC-ELISA para el Zika, de los CDC, ha sido concebido para utilizarse en la deteccién
cualitativa de anticuerpos IgM contra el virus del Zika en suero o liquido cefalorraquideo
(LCR) de seres humanos que se envia junto con una muestra de suero del paciente,
recogida de personas que cumplen con los requisitos clinicos de los CDC para el virus del
Zika (p. €j., antecedentes de signos y sintomas clinicos asociados a una infeccion por el virus
del Zika) o los requisitos epidemioldgicos de los CDC relacionados con el virus del Zika

(p. €j., historial reciente de viajes a regiones geograficas durante un periodo de transmision
activa del virus del Zika u otros requisitos epidemiol6gicos que pueden indicarse para las
pruebas del virus del Zika como parte de una respuesta de salud publica. El ensayo tiene el
objetivo de ser utilizado en laboratorios calificados designados por los CDC, como parte de
un algoritmo de multiples pruebas.

Los resultados del ensayo son para la posible identificacion de anticuerpos IgM contra el
virus del Zika. Los resultados positivos y equivocos no son definitivos para diagnosticar una
infeccidn por el virus del Zika. Los resultados falsos positivos son posibles en pacientes con
historial previo de infeccion por otros flavivirus. La confirmacion de los resultados que indican
la existencia de anticuerpos IgM contra al virus del Zika en especimenes equivocos 0
presuntos positivos requiere pruebas adicionales realizadas por los CDC o por laboratorios
calificados, designados por los CDC, previa consulta con los CDC, utilizando el algoritmo
proporcionado por esta entidad. Los laboratorios tienen la obligacion de reportar los
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resultados positivos a las autoridades de salud publica que correspondan. En los Estados
Unidos y sus territorios, los laboratorios calificados, designados por los CDC, deben reportar
a los CDC los resultados equivocos y presuntos positivos.

Los resultados de esta prueba no pueden utilizarse como la Unica fuente en la que basar las
decisiones relacionadas con el manejo de los pacientes, y ademéas deben combinarse con las
observaciones clinicas, el historial clinico del paciente, la informacion epidemioldgica y otras
pruebas de laboratorio. Los niveles de IgM para el Zika durante el curso de la enfermedad no
estan bien caracterizados. Los niveles de IgM son variables aunque normalmente arrojan un
resultado positivo a partir del cuarto dia aproximadamente después del comienzo de los
sintomas y durante 12 semanas 0 mas después de la infeccién inicial.

Los resultados negativos no descartan la posibilidad de que haya infeccién por el virus del
Zika, ya sea pasada o actual. Los resultados negativos pueden obtenerse en especimenes
recogidos antes del dia cuatro después de la aparicién de los sintomas o después del cierre
de la ventana de IgM detectable.

El MAC-ELISA para el zika ha sido disefiado para ser utilizado por el personal de laboratorio
capacitado, que sea competente en la realizacién e interpretacion de inmunoensayos en
laboratorios calificados, designados por los CDC. En el caso de los laboratorios de los EE.
UU., la prueba MAC-ELISA para el zika solo debe utilizarse conforme a la EUA de la FDA.
Aquellos que estan fuera de los Estados Unidos no se rigen por las restricciones de la EUA y
pueden usar este protocolo a modo de guia.

LIMITACIONES AL USO DEL PROTOCOLO

El ensayo MAC-ELISA que aqui se describe no ha sido probado extensamente con
especimenes clinicos. No se permiten modificaciones de estos ensayos (es decir, el uso de
plataformas o quimicas diferentes de las que se describen). Estos ensayos no deben
publicarse sin el consentimiento explicito de los CDC.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

Las pruebas que detectan la inmunoglobina M (IgM) especifica del virus ofrecen grandes
ventajas porque detectan los anticuerpos que se generan durante los primeros dias después
de la aparicion de los sintomas clinicos en una infeccion inicial, obviando la necesidad de
especimenes en la fase de convalecencia en muchos casos. La captura de IgM es el mejor
enfoque en la deteccién de IgM porgue es sencillo, sensible y aplicable a muestras de suero
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y liquido cefalorraquideo (LCR) de una variedad de especies animales (p. €j., seres
humanos, equina, aviar).

El ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (MAC-ELISA) de anticuerpos IgM de captura
representa una alternativa util a la inmunofluorescencia para la documentacién de una
respuesta seroldgica. EI ELISA es menos subjetivo que la inmunofluorescencia, y se pueden
procesar un gran nimero de muestras. Los anticuerpos IgM (los anticuerpos de captura)
estan recubiertos en placas de 96 pocillos. A continuacién y de manera secuencial, se
agrega el suero del paciente y luego el antigeno viral no infeccioso conocido. La presencia
del antigeno se detecta mediante el uso de un anticuerpo antiviral conjugado a una enzima.
Un resultado colorimétrico es generado por la interaccion de la enzima y un sustrato
cromogeénico. Este cambio en la colorimetria se detecta a través de un espectrofotometro
(lector de ELISA).

Especimenes
ESPECIMENES ACEPTABLES

* Suero de seres humanos en fase aguda y convaleciente
NOTA: El suero deberia recolectarse en un tubo con separador para suero. El tubo se
debe centrifugar y el suero se debe decantar antes del envio para evitar hemdlisis.

» Especimenes de liquido cefalorraquideo (LCR)
El LCR solo puede someterse a pruebas cuando se envia junto con el espécimen de
suero de un paciente.

MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO DE LOS ESPECIMENES

Almacene todos los especimenes de diagndstico a 2-8 °C, antes de hacerles las pruebas,
y a <-20 °C, después de haber completado todas las pruebas anticipadas. Evite congelar y
descongelar reiteradas veces.

Las muestras de los pacientes se deben inactivar con calor durante 30 minutos a bafio Maria
a una temperatura de 56 °C. Si existe la posibilidad de que la muestra contenga el virus del
chikungufa, la inactivacion deberia prolongarse a 2 horas.

26 de agosto del 2016 5



SEGURIDAD/PRECAUCIONES

Se recomienda a los laboratorios realizar una evaluacion de riesgos al hacer nuevas
pruebas; y las precauciones de seguridad deberian basarse en la evaluacion de riesgos del
laboratorio. Si hay posibilidad de que se trate de infeccion por el virus del chikungufia, los
trabajadores del laboratorio deberian reconocer que este virus produce altos niveles de
viremia y el suero de casos sospechosos del virus del chikungufia deberia tratarse como
potencialmente infeccioso incluso para los procedimientos serol6gicos. Consulte las
directrices de los CDC para laboratorios de salud publica estatales y locales:
http://www.cdc.gov/zika/state-labs/index.html. Consulte la publicacion Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories (BMBL) («Bioseguridad en los laboratorios
microbiolégicos y biomédicos») para obtener mas informacion sobre bioseguridad
relacionada con estos virus y las practicas de bioseguridad del laboratorio.

Este procedimiento debe completarse bajo condiciones de seguridad especificas para
laboratorios que consideran la posible naturaleza infecciosa de los especimenes de suero
involucrados. Después de la inactivacion por calor, se recomienda, como minimo, que estos
procedimientos se lleven a cabo en centros BSL-2 y aplicando las practicas BSL-3. A fin de
garantizar la seguridad del personal del laboratorio, manipule todas las muestras dentro de
un gabinete de seguridad biologica (BSC) Clase Il (o superior).

DESCARGO DE RESPONSABILIDAD: Los nombres de los proveedores o fabricantes se
proporcionan como ejemplos de fuentes de productos adecuadas. El uso de nombres
comerciales es con fines de identificacion solamente y no implica la aprobacion por parte de
los CDC ni del Departamento de Salud y Servicios Humanos.

Equipos e insumos
MATERIALES PROPORCIONADOS POR LOS CDC

NOTA: Estos materiales los proporcionaran los CDC, Ft. Collins, CO. Para solicitar estos
reactivos, envie un correo electronico a la Dra. Barbara Johnson a bmk8@cdc.gov. Los
laboratorios de la OPS deben contactar con sus laboratorios de referencia nacionales o con
la OPS para recibir asistencia.

« Antigeno normal: Antigeno normal Vero E6 liofilizado o antigeno normal
COS-1.
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« Antigeno del zika: Antigeno Vero EG6 liofilizado para el virus del Zika
(inactivado) preparado para usar en el ELISA IgM para el zika o el antigeno del
zika no infeccioso producido en COS-1.

» Control positivo de IgM para flavivirus: Anticuerpo monoclonal quimérico,
especifico para flavivirus, liofilizado.

« Anticuerpo de deteccion conjugado: Anticuerpo monoclonal 6B6C-1
conjugado a peroxidasa de rabano picante. Disponible en los CDC
mediante acuerdo especial. Las fuentes comerciales son estas:

» Hennessy Research, catalogo #DC153-100 (para usar especificamente con el
antigeno Vero E6) o
= InBios Internacional,

o Articulo 500510: 6B6C-1/HRP conjugado (sin diluir), 50 uL
o Articulo 500510D: 6B6C-1/HRP conjugado (1/100 diluido a partir de la
existencia), 1 mL

Los controles positivo y negativo de la prueba deben realizarse al mismo tiempo que
todas las muestras de la prueba.

MATERIALES NECESARIOS PERO QUE NO SE PROPORCIONAN

NOTA: Para los materiales que deben diluirse/titularse, ver Formulaciones a continuacion.

Anticuerpo de cabra anti-lgM humano (Kirkegaard and Perry Laboratories, catalogo
#01-10-03)

Agua desionizada
Acido clorhidrico (para ajustar el pH del amortiguador de sensibilizacion)

Carbonato de sodio (Na2CO3); (disponible a partir de multiples fuentes comerciales,
p. ej. Sigma, Thermo Fisher, etc.)

Bicarbonato de sodio (NaHCOg3); (disponible a partir de multiples fuentes comerciales,
p. €j., Sigma, Thermo Fisher, etc.)

Amortiguador de fosfato salino (PBS); (disponible a partir de multiples fuentes
comerciales, p. ej. Sigma, Thermo Fisher, etc.)

Tween 20 (disponible a partir de multiples fuentes comerciales, p. ej. Sigma, Thermo
Fisher, etc.)

Leche en polvo descremada (disponible a partir de multiples fuentes comerciales, p. €j.
Sigma, Thermo Fisher, etc.)
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* Acido sulftrico (H2S04); (disponible a partir de mdltiples fuentes comerciales, p. €j.,
Sigma, Thermo Fisher)

* Placas de 96 recipientes con fondo plano Immulon Il HB, Dynatech Technologies,
catalogo #3455 (disponible a partir de multiples fuentes comerciales, p. ej. Sigma,
Thermo Fisher, etc.)

NOTA: Esta es la Unica placa de 96 recipientes aprobada para esta prueba.

* Sustrato mejorado K-Blue TMB (base de tetrametilbencidina 3,3', 5, 5'; Neogen Corp,
catalogo #308175

* Suero humano normal; con resultado negativo para anticuerpos para el virus del Zika
* Solucién de parada TMB (KPL) O 1N H2SO4

EQUIPOS E INSUMOS

* Lavador de microplacas

* Lector de microplaca con filtro de 450 nm

* Gabinete de bioseguridad (BSC)

* Incubadora configurada a 37 °C

* Pipetas simples y multicanales (canal simple de 100 uL y/o 200 uL, 12 canales de 100 uL
y/o 200 pL)

* Puntas de pipetas para los pipeteadores de la lista

* Reservorios de reactivos

* CronGmetro

* Botellas mezcladoras de reactivos; botellas de vidrio estériles de 1 L; Gibco u otro
proveedor

* Tubos de microcentrifuga para diluir el suero del paciente; comprar estéril o para
autoclave y dejar enfriar antes de usar; Corning u otro proveedor

* Bandejas para pesar componentes quimicos secos, resistentes a productos quimicos

* Marcador permanente

Formulaciones

NOTA: Las diluciones proporcionadas representan el punto de partida para la titulaciéon. Los
laboratorios deben determinar la dilucién éptima para su laboratorio en particular. Mas
informacion en Estandarizacion de pruebas en la pagina 15.
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» Amortiguador de sensibilizacién: amortiguador de carbonato/bicarbonato, pH 9,6
1,59 g Na2COs + 2,93 g NaHCOgs diluido en 1 litro de agua.

= Amortiguador de lavado: Amortiguador fosfato salino (PBS); 0,05 % Tween 20, pH 7,2.
El PBS estéa disponible en polvo en varias fuentes comerciales

= Amortiguador de bloqueo: PBS/ 5 % de leche/ 0,5 % Tween 20
» Solucién de parada: 1 N H2SO4

= Anticuerpo de deteccion conjugado: El conjugado de los CDC puede diluirse hasta
1:5000 en el amortiguador de bloqueo

= Control positivo de IgM contra el flavivirus: Control positivo de IgM contra el flavivirus
diluido hasta 1:3000 en el amortiguador de lavado

= Antigeno zika Vero EG6: diluido hasta 1:160 en amortiguador de lavado; antigeno zika
COS-1 hasta 1:800 en amortiguador de lavado

» Antigeno Normal Vero EB6: diluido hasta 1:160 en amortiguador de lavado; antigeno
normal COS-1 hasta 1:800 en amortiguador de lavado

* Anticuerpo de cabra anti-lgM humano: diluido a 1:2000 en amortiguador de
sensibilizacion (el ajuste puede ser obligatorio)

= Suero del paciente: diluido a 1:400 en el amortiguador de lavado (no requiere ajuste)

= Control negativo: sueros humanos normales diluidos a 1:400 (no requiere titulacion)

o Los nuevos lotes de sueros humanos normales deben someterse a pruebas
siguiendo este protocolo, como si fueran muestras experimentales. Si la DO en
el antigeno viral NO es 2 veces mayor a la DO en el antigeno normal, se puede
presumir que es negativo.

Control de calidad
CONSIDERACIONES GENERALES

» El personal debe estar familiarizado con el protocolo y los instrumentos que se utilizan.

» Use batas desechables limpias, que no hayan sido usadas previamente, y guantes
nuevos sin polvo durante la manipulacion y la titulacion del reactivo del ensayo.
Cambiese los guantes cada vez que sospeche que pueden estar contaminados.

« Almacene todos los reactivos con las temperaturas adecuadas (ver los prospectos de
los productos). No use los reactivos que estén vencidos.

» Mantenga los tubos de los reactivos tapados lo mas que pueda.
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Use puntas de pipetas con barrera para aerosoles (filtros) solamente.

Deseche toda la basura todos los dias.

CONTROLES DEL ENSAYO

Los controles del ensayo deberian realizarse al mismo tiempo que todas las muestras de la

prueba.

Controles de anticuerpos:

= Control positivo: Control positivo de IgM contra el flavivirus.

e Control negativo: Suero humano normal.

Determinaciéon de antecedentes:

El espécimen reacciono con el antigeno Normal Vero E6 (para medir la sefial de

antecedentes generada por la muestra).

Tabla 1: Resumen de los controles positivos y negativos

Célculo

Relacion

Resultado

Control positivo
P/N

DO media del suero del control positivo
reaccionado con el antigeno Zika Vero E6 (P)

DO media del suero del control negativo
reaccionado con el antigeno Zika Vero E6 (N)

<2

La placa NO ES
vélida

=22

La placa ES valida

Antecedentes del
espécimen P/N
(para especimenes
con el espécimen
P/N = 2 ver Figura 1)

DO media del espécimen reaccionado con
el antigeno Zika Vero E6 (P)

DO media del espécimen reaccionado con
el antigeno Normal Vero E6

<2

El espécimen es no
concluyente

22

El espécimen
puede interpretarse
segun el algoritmo
de pruebas
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Algoritmo de pruebas

Figura 1: Resumen de la interpretacion de los resultados de la prueba

Especimenes recibidos

Especimenes diluidos

MAC-ELISA para el zika realizado

Verificar controles de placas
i Es el P/N del control positive = 27

Si (los controles estan biem)

¢El PIN del espécimen es = 27

Si

¢ Son aceptables los antecedentes del
espécimen?

Si

AEl P/N del espécimen es = 37

Si

El espécimen es PRESUNTAMENTE
POSITIVO para el |gl del virus del Zika.

Mo

Mo

Mo

Mo (repetir la placa)

El espécimen es NEGATIVO
para el |gM del virus del Zika.

El espécimen es
NO CONCLUYENTE.

El espécimen es
AMBIGUO.

Siga los requisitos de medidas e informes especificos descritos en la Tabla 2.
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Prueba MAC-ELISA para el zika
NOTAS SOBRE EL PROCEDIMIENTO ELISA:

» Las placas pueden protegerse y almacenarse a 2-8 °C hasta una semana. (Ver Paso 2:
proteger las placas, a continuacion).

» Los sueros de control sin diluir pueden almacenarse a 2-8 °C hasta 2 semanas.

» Los antigenos virales y Normal Vero E6 reconstituidos sin diluir pueden almacenarse a
< -20 °C por tiempo indefinido.

» Los sueros de control y de la prueba pueden diluirse en las diluciones de trabajo y
refrigerarse un dia antes de ser usados.

» Los antigenos y el conjugado deben diluirse en las diluciones de trabajo inmediatamente
antes de usarlos.

NOTA: EL SIGUIENTE PROCEDIMIENTO INCLUYE INFORMACION SOBRE EL CONTROL
DE CALIDAD Y LA INTERPRETACION. CADA ESPECIMEN DE SUERO ES SOMETIDO A
PRUEBAS EN TRIPLICADO EN LOS ANTIGENOS VIRALES Y NORMAL VERO E6. SE
PUEDEN ANALIZAR OCHO (8) ESPECIMENES POR PLACA. DEBIDO AL VOLUMEN
LIMITADO, LOS ESPECIMENES DE LCR POR LO GENERAL SE ANALIZAN POR
SEPARADO SOLAMENTE.

1. PREPARACION DE LA PLACA:
Determine el numero de placas ELISA que se necesitan. Con un marcador permanente
de punta fina, enumere y etiquete las placas de 96 pocillos. Identifique la ubicacion de
cada espécimen clinico (M1-M8) usando una plantilla correspondiente (ver Figura 2).
Para que el momento de incorporacién del reactivo sea consistente, procese las placas
segun el orden en que fueron numeradas durante todos los pasos del procedimiento.
Las placas deben conservarse en un entorno cerrado y humedo durante todos los
tiempos de incubacién, salvo en el paso de proteccion. Para este fin se puede utilizar
una bolsa Ziploc grande que contenga una toalla de papel humedecida.

2. PROTECCION DE LAS PLACAS:

» Diluya el anticuerpo de cabra anti-lgM humano a 1:2000 en un amortiguador de
sensibilizacién, pH 9,6.

» Proteja los 60 pocillos internos de la placa de 96 pocillos con 75 uL por pocillo
de anticuerpo de cabra anti-lgM humano diluido. Deje vacias las filas/columnas
exteriores (ver Fig. 2).
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* Incubar a 2-8 °C toda la noche. Las placas deben permanecer a 2-8 °C hasta
gue se necesiten para hacer las pruebas, hasta una semana.
3. BLOQUEO DE LAS PLACAS:
» Después de la incubaciéon nocturna, retire los anticuerpos de sensibilizacion.
» Deje secar las placas sobre toallas de papel u otro material absorbente.
» Bloquee las placas con un amortiguador de lavado de 200 pL por pocillo.

» Deje incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.
4. LAVADO DE LAS PLACAS:

» Lave los pocillos 5 veces con un amortiguador de lavado usando una lavadora
de placas automatica.

» Los pocillos deben llenarse hasta arriba en cada ciclo (es decir, 300 uL).

5. INCORPORACION DE MUESTRAS/CONTROLES:

= Diluya el suero del paciente a 1:400 en el amortiguador de lavado.

» Agregue 50 pL por pocillo de suero diluido del paciente (S) a un bloque de 6
pocillos o LCR sin diluir a dos pocillos solamente. El LCR sera analizado por
separado contra los antigenos virales y Normal Vero E6.

NOTA: El LCR se puede diluir hasta un maximo de 1:5 en amortiguador de lavado si
es necesario para obtener volumen suficiente para la prueba.

» Agregue 50 pL de control positivo de IgM para flavivirus (Ref), diluido en un
amortiguador de lavado, segun una titulacién previamente determinada.

» Diluya control de suero humano negativo (N) 1:400 en un amortiguador de
lavado.

» Agregue 50 uL de control de suero humano negativo (N) diluido (1:400 en un
amortiguador de lavado) a un bloque de 6 pocillos.

» Incube las placas por 1 hora a 37 °C en una camara humidificada.

6. LAVADO DE LAS PLACAS:

= Lave los pocillos 5 veces con un amortiguador de lavado usando una lavadora

de placas automatica.

» Los pocillos deberian llenarse hasta arriba en cada ciclo.
7. INCORPORACION DE ANTIGENO:

» Diluya antigeno de zika en un amortiguador de lavado de acuerdo con una
titulacion determinada anteriormente.

» Diluya antigeno Normal en un amortiguador de lavado a la misma
concentracion que el antigeno de zika.
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10.
11.
12.

13.

14.

» Agregue 50 uL por pocillo de antigeno Zika Vero E6 diluido a los tres pocillos
de la izquierda de cada bloque de suero (ver Fig. 2).
» Agregue 50 pL por pocillo de antigeno Normal diluido a los tres pocillos de la
derecha de cada bloque (ver Fig. 2).
» Incube las placas toda la noche a 2-8 °C en una camara humidificada.
LAVADO DE LAS PLACAS:
» Lave los pocillos 5 veces con un amortiguador de lavado usando una lavadora
de placas automaética.
» Los pocillos deberian llenarse hasta arriba en cada ciclo.
INCORPORACION DE CONJUGADO:
» Diluya anticuerpo monoclonal conjugado de peroxidasa de rabano picante en el
amortiguador de acuerdo con una titulacion determinada previamente.
= Agregue 50 uL por pocillo de anticuerpo monoclonal conjugado de peroxidasa
de rabano picante diluido.
» Incube las placas por 1 hora a 37 °C en una camara humidificada.
Encienda el lector de placas para que se caliente

Saque el TMB-ELISA del refrigerador.
LAVADO DE LAS PLACAS:

» Lave 5 veces los pocillos con amortiguador de lavado con un lavaplatos
automatico.
= Gire las placas 180° en el lavador, luego de la primera serie de 5 ciclos. Esto
permite lograr resultados consistentes.
= Los pocillos se deben llenar hasta arriba cada ciclo.
INCORPORACION DEL SUSTRATO:
» Con la placa a temperatura ambiente (20-25 °C), agregue 75 pL por pocillo de
sustrato de TMB a todos los pocillos.
* Cubra las placas inmediatamente para que no entre luz. Deje incubar a
temperatura ambiente por 10 minutos.
= Aparecera un color azul en los pocillos que den positivo en anticuerpos.
INCORPORACION DE LA SOLUCION DE PARADA:
« Agregue 75 uL por pocillo de la solucién de parada KPL TMB a todos los
pocillos, incluidas las filas exteriores de pocillos de la placa O agregue 50 uL de

1N H2S04 a todos los pocillos.
NOTA: El lector de placas debe estar en cero en los pocillos Al, B1, C1 and D1.
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» Los pocillos que estaban en azul ahora cambiaran a color amarillo.
» Deje reposar las placas a temperatura ambiente por 1 minuto.
» Lealas placas en un lector de placas de microtitulacion con un filtro de 450 nm.

Figura 2: Disposicion de las placas para 8 muestras y controles

A | vacio VACiO VACiO VACiO VACiO VACiO VACiO VACiO VACiO VACiO VACiO VACiO

Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno
normal normal normal normal

Antigeno
normal

E VACiO VACio

Antigeno
normal

Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno
normal normal normal normal

F VACiO VACiO

2 14

Antigeno
normal

Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno

normal normal normal normal

G | VAcio VACio

Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno
) normal normal normal normal normal )
B VACIO VACIO
Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno
) normal normal normal normal normal )
C VACIO VACIO
3 5 | F
Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno Antigeno
normal normal normal normal normal
D | VAcio VACiO

H | vacio VACiO VACIO VACIO VACIO VACiO VACiO VACIO VACIO VACiO VACIO VACiO

ESTANDARIZACION DE PRUEBAS

El MAC-ELISA debe estar estandarizado y validado antes de su uso en el laboratorio y
la reestandarizacion se debe hacer periodicamente. Esto debe ocurrir cuando se
introducen nuevos nimeros de lote y, como minimo, una vez al afio. Se recomienda
que la densidad éptica minima del suero de control positivo reaccionado con el
antigeno Zika Vero E6 se establezca en 1,0 aproximadamente. El suero de control
normal que reacciond con el antigeno Zika Vero E6 deberia ser < 0,2 (esto varia). La
estandarizacion de reactivos se consigue normalmente a traves de titulacion, siempre
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comparando las densidades 6pticas de los reactivos cuando reaccionan con el
antigeno viral y Normal Vero E6. La estandarizacion y la reestandarizacion se pueden
confirmar con paneles de verificacion de pruebas.

Interpretacion de los resultados de la prueba
DETERMINACION DE LA VALIDEZ DE LA PRUEBA

Antes de poder calcular los resultados de cada espécimen clinico, la prueba debe determinarse
como valida. Para que una prueba sea valida, la siguiente proporcion debe ser igual o superior
a 2,0. Este es el P/N del control positivo.

DO media del control positivo IgM para flavivirus reaccionado con el antigeno Zika Vero E6 (P)
DO media del control negativo reaccionado con el antigeno Zika Vero E6 (N)

Se debe determinar la validez de la prueba para cada placa. Solo se pueden determinar los
resultados de los especimenes clinicos si la prueba es valida. Si la prueba no es valida, se
debe repetir la placa. Si el P/N del control positivo sigue fallando después de una repeticion,
es probable que uno o mas reactivos o parametros de la prueba tengan un error y, por tanto,
se debera solucionar.

DETERMINACION DEL P/N DEL ESPECIMEN

Para determinar si los especimenes clinicos (M1-M8) contienen IgM del virus del Zika (lo que
indicaria infecciones recientes con dicho virus) se debe calcular lo siguiente:

DO media del espécimen de la prueba reaccionada con el antigeno Zika Vero E6 (P)
DO media del suero humano normal reaccionado con el antigeno Zika Vero E6 (N)
Este es el P/N del espécimen de la prueba.

Todos los especimenes cuyo P/N sea < 2, se informan como negativos. No se requieren
mas analisis. Ver Tabla 2 a continuacion.

EVALUACION DE LOS ANTECEDENTES DEL ESPECIMEN

Para cada espécimen con un P/N de espécimen = 2, se debe determinar si se han generado
antecedentes no especificos.
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El valor de P (media de la muestra de la prueba reaccionada con el antigeno Zika Vero
E6) de la muestra de la prueba debe ser igual o superior a dos (2) veces la DO media
de la muestra de la prueba reaccionada con el antigeno Normal Vero E6. Si no se
cumple este requisito, se generan antecedentes no especificos y el resultado SE
DEBE informar como no concluyente. Los especimenes no concluyentes se deben
volver a someter a pruebas. Si una nueva prueba ofrece también resultados no
concluyentes, envie el espécimen para un analisis mas amplio y/o solicite la recogida
de suero adicional para su andlisis. Si se cumplen los requisitos, proceda a interpretar
los resultados del espécimen.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS POSITIVOS Y EQUIVOCOS

Todos los valores P/N del espécimen de la prueba iguales o0 mayores que 3,0 se deben
reportar como presuntos positivos de IgM (ver tabla a continuacion), siempre que reanan los
requisitos que aparecen arriba. En el caso de que un LCR agudo en una etapa temprana o
un suero sea negativo en esta prueba, se debe solicitar una muestra de suero convaleciente
y someterla a pruebas antes de que se reporte que el paciente no tiene evidencia serolégica
de infeccion viral reciente. Si no se somete a pruebas un espécimen convaleciente, un
resultado negativo puede reflejar la prueba de un espécimen en fase aguda obtenida antes
de que los anticuerpos hayan aumentado a niveles detectables.

Los valores P/N comprendidos entre 2,0 y 3,0 se deben considerar equivocos. Se deberan
realizar mas pruebas para determinar el estado de estos especimenes (ver Tabla 2 a
continuacion).

Se debe destacar que el valor P/N de un espécimen en la dilucion del examen médico de
1:400 no indica que la concentracion de anticuerpos sea absoluta, es decir, el valor P/N no
es cuantitativo.
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Tabla 2: Interpretacion de los resultados del MAC-ELISA para el zika

P/N del
espécimen de
la prueba Interpretacion | Informe Accién
Ninguna evidencia Reportar los resultados.
<5 Negativo 'recien.te detectad'a de fSi se trata de un espécimen en
infeccion por el virus ase aguda temprana, consultar
del Zika. las instrucciones de interpretacion
mas arriba.
Los resultados del
z/illfacf-uEeLriJSnAepi;s;clos Enviar informe a los CDC junto
2=PIN<3 | Equivoco por la presen?:ia de con el especimen para las
anticuerpos contra el pruebas de confirmacion.
virus del Zika.
Evidencia serolbgica
de posible infeccion Enviar informe a los CDC junto
Presunto reciente por el virus L
23 pOSitivo del Zika identificada, | CO & eSPecimen para las
Se requieren pruebas pruebas de confirmacion.
adicionales.

Todos los resultados positivos se deben reportar a los CDC a través de ArboNET.

Para obtener informacion sobre el algoritmo de pruebas del Zika, consulte las directrices de
los CDC para laboratorios de salud publica locales y estatales:
http://www.cdc.gov/zika/state-labs/index.html

Para ver instrucciones de derivacion de especimenes, visite:

http://www.cdc.qov/zika/hc-providers/diagnostic.html

Limitaciones de la prueba

La interpretacién de los resultados del MAC-ELISA para el zika debe tener en cuenta la

posibilidad de resultados falsos negativos y falsos positivos. Puede haber resultados falsos

negativos si:

» Latoma de muestras se realiz6 antes de que la IgM alcanzara niveles detectables
(normalmente unos 4 dias después de la aparicion de sintomas).
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» Latoma de muestras se realiz6 después de que los IgM descendieran por debajo de
los niveles detectables (normalmente unas 12 semanas después de la aparicion de
sintomas).

» No haber seguido los procedimientos de ensayo autorizados.

La causa mas habitual de resultados falsos positivos es la reactividad cruzada con IgM
especifica de otros flavivirus como el virus del dengue. Solo se han realizado evaluaciones
limitadas de reactividad cruzada con flavivirus o arbovirus. No se ha evaluado la reactividad
cruzada con el factor reumatoide. Los datos clinicos indican la posibilidad de reactividad
cruzada con anticuerpos contra el virus del dengue. Es necesario realizar pruebas de
seguimiento para descartar resultados falsos positivos. La confirmacién de la presencia de
IgM contra el Zika requiere pruebas de los CDC o de un laboratorio designado por los CDC.
El método estandar de referencia para la confirmacion de la presencia de anticuerpos contra
el zika es la Prueba de Neutralizacion para la Reduccion de Placas (PRNT, por sus siglas en
inglés).

Todas las pruebas del zika deben hacerse siguiendo las directrices del laboratorio emitidas
por los CDC vy sus algoritmos de pruebas: http://www.cdc.gov/zika/state-labs/index.html.

Los resultados negativos no descartan la infeccion por el virus del Zika y no deben utilizarse
como base Unica para la decision de manejo/tratamiento de un paciente. Todos los resultados
deben ser interpretados por un profesional capacitado junto con la revision del historial y los
signos y sintomas del paciente.

Esta prueba es para el uso diagndstico in vitro bajo la Autorizacién de Uso de Emergencia de
la FDA Unicamente, y estéa limitada a laboratorios cualificados designados por los CDC. Los
laboratorios internacionales no se rigen por las restricciones de la EUA de la FDA.

Todos los especimenes deben ser manipulados como si fueran infecciosos. Se deben
emplear las precauciones de bioseguridad apropiadas, incluyendo un equipo de proteccién
personal, cuando se manipulen materiales de especimenes.

Una toma de muestra correcta, el almacenamiento y el transporte apropiados de los
especimenes son fundamentales para obtener resultados correctos.

El desempefio solo se ha establecido con los tipos de especimenes que se enumeran en el
Uso previsto. No se aceptan otros tipos de especimenes para su uso en este ensayo.
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Cabe destacar que a partir de abril del 2016, a cualquier paciente cuyas muestras arrojen
resultados positivos en la PRINT (p. €j.,>=10) tanto para el virus del Zika como para el virus
del dengue ahora se lo clasifica como que tiene una infeccion por “flavivirus”. El virus de la
infeccion solo se especifica si un resultado es positivo y el otro es negativo. La anterior
diferencia desglosada en 4 para identificar la infeccidbn demostré ser incorrecta en un niamero
de casos y ahora se usa para el diagnostico del virus del Zika Gnicamente.

Caracteristicas de desempeiio
Reactividad cruzada

Reactividad cruzada del flavivirus

Se seleccionaron sueros conocidos del depésito de los CDC para evaluar la reactividad
cruzada del MAC-ELISA para el zika. No se observé reactividad cruzada entre el MAC-ELISA
para el zika y otros flavivirus que no fueran el dengue.

Tabla 3: Resumen de reactividad cruzada de los flavivirus

Negativo en

[ Descripcion del espécimen Especimenes | mac ELISA
analizados para el zika

Sueros de casos confirmados

VNO del Virus del Nilo Occidental 4 4 (100 %)
Sueros de casos confirmados
SLE de encefalitis de San Luis 1 1 (100 %)

Sueros de personas
VFA vacunadas contra el virus de 4 4 (100 %)
la fiebre amarilla

Sueros de personas
JEV vacunadas contra el virus de 2* 2 (100 %)
la encefalitis japonesa

*Dos sueros del grupo de receptores de la vacuna contra la FA procedian de personas que
también se vacunaron contra la EJ, por tanto, este es un subconjunto de los especimenes de
la linea superior.
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El virus del dengue no estaba incluido dentro de la evaluacion de reactividad cruzada. Los
datos de pruebas clinicas que se muestran a continuacion demuestran una importante
reactividad cruzada del MAC-ELISA para el zika a los anticuerpos IgM contra el virus del
dengue.

Reactividad cruzada a los no flavivirus

No se ha llevado a cabo ningun estudio experimental con el MAC-ELISA para el zika para
determinar la reactividad cruzada con el IgM contra los no flavivirus. Sin embargo, la
literatura (Martin, et al., 2000) indica que solo se espera una reactividad cruzada minima con
IgM contra los alfavirus y los bunyavirus.

Los arbovirus se describieron en un principio en tres grupos con base en importantes
diferencias seroldgicas caracterizadas con técnicas seroldgicas tempranas y crudas. Estas
descripciones se mantienen: Los virus del grupo A son ahora alfavirus, los del grupo B son
flavivirus y los del grupo C, bunyavirus. A medida que los métodos seroldgicos han
evolucionado, las distinciones serologicas que originariamente definieron los grupos exponen
gue no se espera una reactividad cruzada entre grupos en inmunoensayos.

Desempeiio clinico

Desempefio con especimenes de los EE. UU. enviados a los CDC, Ft. Collins, del 2015 a la
actualidad

En el periodo de enero del 2015 al 13 de febrero del 2016, se hicieron el ensayo CDC MAC-
ELISAy la prueba CDC PRNT para el zika a 167 especimenes de sueros y a 2 especimenes
de LCR.

Resumen del desempefio clinico con los sueros

De los 167 registros de pruebas de sueros, un subgrupo era de especimenes combinados de
sangre en serie. De ellas, solo se incluyeron las primeras muestras de sangre positivas o
equivocas de IgM. Si ambas muestras de sangre en serie eran negativas, solo se incluia la
primera. El conjunto de datos resultantes utilizado en este analisis es de 161 sueros. En la
Tabla 4 se muestra un resumen de los resultados de estos sueros. Cuarenta y cuatro de
estos registros de pruebas indicaron que procedian de mujeres embarazadas. En la Tabla 5
se muestra un resumen de datos del subgrupo de sueros procedentes de mujeres
embarazadas.
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Tabla 4: Datos de los sueros enviados a los CDC Ft. Collins para pruebas del 2015 a la
actualidad

Resultados de la PRNT
Zika flavivirus | dengue negativo
positivo 45 16 23 9
MAC- ,
equivoco
ELISA 1 0 9 13
para el _
: negativo 0 0 6 39
zika

Acuerdo porcentual positivo (solo positivos de zika definitivos en la PRNT): 45/46 = 97,8 %
(95 % CI: 88,7 % - 99,6 %)

Acuerdo porcentual negativo: 45/99 = 45,5 % (95 % CI: 36,0 % - 55,3 %)

Tabla 5: Datos de los sueros de mujeres embarazadas enviados a los CDC Ft. Collins para
pruebas del 2015 a la actualidad

Resultados de la PRNT
Zika flavivirus | dengue negativo
positivo | 3 2 1 3
MAC- B
equivoco
ELISA 0 0 2 8
para el :
: negativo | 0 0 1 24
zika

Acuerdo porcentual positivo (solo positivos de zika definitivos en la PRNT): 3/3 = 100 % (95 %
Cl: 43,9 % - 100 %)

Acuerdo porcentual negativo: 25/39 = 64,1 % (95 % CI: 48,4 % - 77,3 %)
Resumen de datos de LCR

Ambas muestras de LCR sometidas a pruebas por los CDC dieron resultados positivos para
la infeccidn por el virus del Zika, tanto en el MAC-ELISA para el zika como en la PRNT. Los
resultados de LCR coincidieron con las pruebas de sueros combinados.

Evaluacion de desempefio con infecciones del zika primarias y secundarias, estado de Yap,
Micronesia, 2007

El CDC MAC-ELISA para el zika se incluyé en una serie de métodos inmunoldgicos de
flavivirus CDC MAC-ELISA y PRNT para la evaluacion de los especimenes de sueros
combinados de 11 casos de virus del Zika identificados en el brote de zika en el estado de
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Yap, Micronesia, en el 2007 (Lanciotti, et al., 2008). En el momento de este brote, el MAC-
ELISA para el zika utilizé sacarosa-acetona extraida del antigeno del cerebro de un ratén
lactante. Cuatro de los 11 casos son infecciones de flavivirus primarias, mientras que siete
son posibles infecciones de flavivirus secundarias.

De los sueros combinados recogidos y evaluados en la publicacion, todos excepto un
paciente tenian al menos un espécimen de suero dentro de nuestra ventana declarado de = 4
dias posteriores a la aparicion de los sintomas y < 12 semanas posteriores a la apariciéon de
los sintomas. Incluimos en nuestro analisis el espécimen de suero mas reciente de cada uno
de los 10 casos restantes dentro de la ventana que declaramos.

Los resultados de MAC-ELISA para el zika de estos especimenes se comparan con sus
resultados en la Prueba de Neutralizacion para la Reduccion de Placas (PRNT), las pruebas
inmunoldégicas de flavivirus de estandar de referencia.

Tabla 6: Resumen de los resultados del MAC-ELISA para el zika y de la PRNT de flavivirus
de los primeros especimenes, dentro del marco, para infecciones primarias y secundarias del
zika en el estado de Yap, Micronesia, 2007

Dias
Aci gc;;tenores 'I\E/llﬁgA PRNT
e ggall(r)igién para el | (7 flavivirus)
sintomas zlia
822 | 822a 5 23,2 Zika
Infecciones | 830 | 830b 21 16,3 Zika
primarias | 849 | 849Db 18 18,2 Zika
862 | 862a 6 25,4 Zika
817 |817b 19 8,1 flavivirus
833 |833b 19 3,1 Zika
Infecciones | 844 | 844b 16 12,7 dengue
secundarias| 955 | 955b 14 10,9 flavivirus
probables | 968 | Ningun espécimen dentro de la ventana declarada
839 |839b 20 17,2 Zika
847 | 847a 5 0,94 fiebre amarilla
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Resultados de la PRNT (7 flavivirus)
Zika | flavivirus | dengue | M€Pre
amarilla
MAC- | Positivo | 6 2 1 0
ELISA
para el | Negativo | 0 0 0 1
zika

Infecciones primarias:

Los 4 casos identificados como infecciones primarias dieron resultados positivos en el MAC-
ELISA para el zika en su espécimen de suero inicial dentro de la ventana. Estos 4 especimenes
también dieron resultados positivos en la PRNT para la infeccion por el virus del Zika.

Infecciones secundarias (probables):

De los seis casos con especimenes de suero dentro de la ventana, cinco dieron resultados
positivos en los especimenes de suero mas tempranos dentro de la ventana del MAC-ELISA
para el zika. Dos de ellos (833b y 839b) dieron un resultado claramente positivo de la
infeccion por el virus del Zika en la PRNT. Otros dos especimenes (817b y 955b) dieron
resultados mayores en la PRNT del virus del Zika que de cualquier otro flavivirus probado.
Sin embargo, estos resultados no fueron 4 veces superiores a todos los demas resultados,
de manera que se interpretaron como positivos para flavivirus en la PRNT. Las muestras
restantes arrojaron un resultado positivo en el MAC-ELISA para el zika y resultados 4 veces
mayores en la PRNT para dengue que para zika, la tnica muestra en la que la PRNT no
coincidié con la del MAC-ELISA para el zika.

La muestra 847a, tomada el dia 5, dio negativo en el MAC-ELISA para el zika y dio positivo
para el virus de la fiebre amarilla en la PRNT. No se observo ningun efecto de neutralizacion
del zika en la PRNT. Es decir que los resultados del MAC-ELISA para zika y los de la PRNT
para este espécimen coinciden.

Contacto

Puede dirigir sus preguntas o comentarios acerca de este procedimiento a ajjl@cdc.gov

Referencias

Johnson, AJ, Matrtin, DA, Karabatsos, N y Roehrig, JT. Detection of antiarboviral
immunoglobulin G by using a monoclonal antibody-based capture enzyme-linked
immunosorbent assay. J. Clinical Microbiology, 38:1827-1831, 2000.

26 de agosto del 2016 24


mailto:ajj1@cdc.gov

Koneman EW, Allen SD, Janda WM, Schreckenberger PC, and Winn Jr. WC , (Eds).
Diagnosis of Infections caused by Viruses, Chlamydia, Rickettsia, Diagnostic Microbiology,
4th Edition, JB Lippicott Co: 956-1074, 1992.

Lanciotti, RS, O.L. Kosoy, J.J. Laven, J.O. Velez, A.J. Lambert, A.J. Johnson, S.M. Stanfield,
y M.R. Duffy. Genetic and Serologic Properties of Zika Virus Associated with an Epidemic,
Yap State, Micronesia, 2007. Emerg Infect Dis. 2008 (Aug); 14(8): 1232-1239.

Monath, TP, Nystrom, RR, Bailey, RE, Calisher, CH, y Muth, DJ:
Immunoglobulin M antibody capture enzyme-linked immunosorbent assay for diagnosis of St.
Louis encephalitis. Journal of Clinical Microbiology 20:784-790, 1984.

Martin, DA., Muth, DA., Brown, T., Karabatsos, N., and Roehrig, JT.

Standardization of immunoglobulin M capture enzyme-linked immunosorbent assays (MAC-
ELISA) for routine diagnosis of arboviral infections. Journal of Clinical Microbiology 38:1823-
1826, 2000.

Tsai, TH: Arboviruses, In Rose NR, Marcario EC, Fahey JL, Friedman H, y Penn GM, (Eds):
Manual of Clinical Laboratory Immunology, 4th Edition, American Society for Microbiology:
606- 618, 1976.

Idioma inglés, version accesible: http://www.cdc.gov/zika/pdfs/non-eua-zika-mac-elisa-protocol.pdf

26 de agosto del 2016 25


http://www.cdc.gov/zika/pdfs/non-eua-zika-mac-elisa-protocol.pdf

	Structure Bookmarks

