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ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Arboviruses are a group of viral diseases transmitted by vectors. Within these are the
flaviviruses and to these belong the infections with the Dengue virus (DENV), Zika (ZIKV).
Non-structural protein 1 (NS1) is an important protein secreted by cells infected with the virus
and interacts with the host. In addition, NS1 is a highly secreted soluble protein, which
suggests that the virus can escape from the immune system to strengthen interactions with
the host. More importantly, as is the main antigen, NS1 can induce the production of
antibodies, which are important in the early diagnosis of viral markers.

Currently, the early detection of ZIKV depends to a large extent on the NS1 protein. The
detection of the ZIKV antigen for the development of a diagnostic method has not yet been
reported accurately, so the development of an immunoassay for the detection of ZIKV based
on a specific monoclonal antibody (mAD) is absolutely necessary.

A sandwich-linked enzyme immunoassay (ELISA) was performed for the detection of NS1 of
ZIKV using different specific monoclonal antibodies against this virus at different
concentrations and thus achieve the best conditions to carry out this test and obtain the best
results. It was found that the pairs of monoclonal antibodies ideal for the detection of non-
structural protein 1 (NS1) of ZIKV were 680 and 644 both with a concentration of 2ug / ml
that proved to be the most optimal. The saturating concentration at the time of detection was
200ng of NS1. Finally, the detection curve of the NS1 protein was obtained at different
concentrations of this, obtaining good levels of detection that are between 5-7 nanograms.
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RESUMEN

Las arbovirosis agrupan a las enfermedades virales transmitidas por vectores.
Dentro de estas se encuentran los flavivirus y a estos pertenecen las infecciones
con los virus del Dengue (DENV), Zika (ZIKV). La proteina no estructural 1 (NS1)
es una proteina importante secretada por las células infectadas con el virus e
interactia con el huésped. Ademas, NS1 es una proteina soluble altamente
secretada, lo que sugiere que el virus puede escapar del sistema inmunologico para
fortalecer las interacciones con el huésped. Mas importante aln, como es el
antigeno principal, NS1 puede inducir la produccion de anticuerpos, que son
importantes en el diagnostico temprano de marcadores virales.

Actualmente, la deteccion temprana del ZIKV depende en gran medida de la
proteina NS1. La deteccion del antigeno ZIKV para el desarrollo de un método de
diagnéstico aun no se ha reportado con precision, por lo que el desarrollo de un
inmunoensayo para la deteccion de ZIKV basado en un anticuerpo monoclonal
especifico (mAb) es absolutamente necesario.

Se realiz6 un inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) tipo sandwich para la
deteccion de NS1 de ZIKV utilizando diferentes anticuerpos monoclonales
especificos contra este virus a distintas concentraciones y asi lograr las mejores
condiciones para realizar este ensayo y obtener los mejores resultados. Se encontrd
que los pares de anticuerpos monoclonales ideales para la deteccién de la proteina
no estructural 1 (NS1) del ZIKV fueron el 680 y 644 ambos con una concentracion
de 2ug/ml que demostrd ser la mas éptima. La concentracidén saturante al momento
de la deteccion fue de 200ng de NS1. Para terminar se obtuvo la curva de deteccion
de la proteina NS1 a diferentes concentraciones de esta obteniendo buenos niveles
de deteccidon que se encuentran entre los 5-7 nanogramos.

Palabras clave: Arbovirus, Dengue, Zika, ELISA, NS1.



ABSTRACT

Arboviruses are a group of viral diseases transmitted by vectors. Within these are
the flaviviruses and to these belong the infections with the Dengue virus (DENV),
Zika (ZIKV). Non-structural protein 1 (NS1) is an important protein secreted by cells
infected with the virus and interacts with the host. In addition, NS1 is a highly
secreted soluble protein, which suggests that the virus can escape from the immune
system to strengthen interactions with the host. More importantly, as is the main
antigen, NS1 can induce the production of antibodies, which are important in the
early diagnosis of viral markers.

Currently, the early detection of ZIKV depends to a large extent on the NS1 protein.
The detection of the ZIKV antigen for the development of a diagnostic method has
not yet been reported accurately, so the development of an immunoassay for the
detection of ZIKV based on a specific monoclonal antibody (mADb) is absolutely
necessary.

A sandwich-linked enzyme immunoassay (ELISA) was performed for the detection
of NS1 of ZIKV using different specific monoclonal antibodies against this virus at
different concentrations and thus achieve the best conditions to carry out this test
and obtain the best results. It was found that the pairs of monoclonal antibodies ideal
for the detection of non-structural protein 1 (NS1) of ZIKV were 680 and 644 both
with a concentration of 2ug / ml that proved to be the most optimal. The saturating
concentration at the time of detection was 200ng of NS1. Finally, the detection curve
of the NS1 protein was obtained at different concentrations of this, obtaining good
levels of detection that are between 5-7 nanograms.

Keywords: Arboviruses, Dengue, Zika, ELISA, NS1.



INTRODUCCION

El ZIKV es un flavivirus emergente transmitido por mosquitos que causa
enfermedades graves, incluidos defectos congénitos de nacimiento durante el
embarazo (3). Recientemente, un brote de ZIKV en el noreste de Brasil dio lugar a
un namero alarmante de bebés nacidos con microcefalia en esta region (29). Sobre
la base de las manifestaciones clinicas actuales, es muy dificil detectar el ZIKV,
especialmente en las primeras etapas de la infeccidbn. En cualquier caso, el
diagnostico precoz de la infeccion por ZIKV es importante porque es un factor
importante en el tratamiento de los pacientes y en el control de futuros brotes (30).

Los métodos de diagndstico tradicionales que involucran técnicas serolégicas y
aislamiento del virus se consideran gold estandar. Sin embargo, estos métodos
llevan mucho tiempo, con baja especificidad. La reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (PCR) se ha utilizado ampliamente en la deteccion de ZIKV,
debido a su alta sensibilidad y especificidad. Aunque este método es confiable, la
mayoria de las regiones del mundo no tienen acceso al equipo costoso. Debido al
periodo limitado de la ventana oportuna de deteccion de virus, es dificil diagnosticar
a los pacientes una o dos semanas después de la aparicion de los sintomas.

Por lo tanto, es muy importante que se aborde este problema de deteccion
temprana. Se necesita urgentemente una técnica de diagndstico rapida, precisa y
sensible para la deteccion temprana de pacientes infectados con ZIKV.

El presente estudio se enfoca en validar métodos diagndésticos para ZIKV mediante
la implementacion de un inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) tipo sdndwich con
el fin de poder utilizar esta técnica en beneficio de la deteccion oportuna de ese
virus circulante en nuestra region y asi implementar un adecuado abordaje
terapéutico de esta enfermedad.
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1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Dentro de los articulos revisados se encontré uno que tenia como objetivo evaluar
la sensibilidad y especificidad de 4 pruebas serolédgicas 2 de ellas para detectar IgM
y las otras 2 para detectar anticuerpos totales en varios estadios de la infeccion
desde su fase aguda, fase temprana de convalecencia y fase tardia de
convalecencia. El estudio fue de cohorte prospectivo en pacientes de Nicaragua con
301 muestras bien caracterizadas de zika, dengue o enfermedad febril que no sea
dengue ni zika. Dentro de los resultados se encontrd una sensibilidad de 94,5% y
70,1% junto con una especificidad de 85,6% y 82,8% respectivamente para las
pruebas serologicas de IgM ; por otro lado, se encontré una sensibilidad de 85% y
96.5% y una especificidad de 91,4% y 92,6% respectivamente para las pruebas de
deteccion de anticuerpos totales(1).

Otro estudio multicéntrico investigd como la mutacion especifica en el dominio FL
de la proteina E de los flavivirus puede ser usada para la deteccion especifica de
anticuerpos frente a dengue y zika en ensayos de ELISA. En sus resultados se
observé que los anticuerpos de IgM frente a dengue y zika tuvieron una
especificidad para cada uno del 100% y del 94,2% y una sensibilidad del 90,7% y
87,5% respectivamente. Frente a los anticuerpos de IgG se observé reaccion
cruzada que se superé mediante la preincubacion de los sueros con el antigeno
heterdlogo, por lo cual dio como resultado una sensibilidad del 100% tanto para
dengue como para zika y una especificidad del 97,1% para dengue y del 97,9% para
zika respectivamente, con todo lo anterior concluyeron que la mutacion en este
dominio puede ser util para aumentar la especificidad y sensibilidad de estos
ensayos (2).

En otro estudio se reporto la caracterizacion de anticuerpos mononucleares que se
implementaron en pruebas de inmunocromatografia rapida para detectar
especificamente el antigeno de la proteina viral no estructural 1 (NS1) y distinguir
los 4 serotipos de dengue (DENV 1-4) y zika sin que se presente reaccién cruzada.
Usando una muestra de suero de 30 pl, los valores de sensibilidad y especificidad
de las pruebas para detectar los 4 serotipos de dengue, variaron de 76-100%. La
sensibilidad / especificidad para la prueba rapida ZIKV fue de 81% y de 86%
respectivamente, usando una muestra de suero de 150 pl. Con todo esto concluyen
que su enfoque y reactivos de inmunocromatografia rapida tienen aplicacion
inmediata en el diagndstico clinico diferencial de casos agudos de ZIKV y DENV (3).

15



Un estudio tuvo como objetivo distinguir la infeccion secundaria por el virus del
dengue de la infeccion por el virus del Zika mediante una combinacion de tres
pruebas seroldgicas simples, en lo que se observé que los ELISA de IgM e IgG para
la proteina NS1 de zika (ZIKV) combinados pueden detectar la infeccion por ZIKV
con una sensibilidad del 95% y una especificidad del 66,7%. La reactividad cruzada
de IgG ZIKV-NS1 por muestras de casos secundarios de infeccion por DENV varié
de 66.7% a 28.1%. Para agregar el ELISA de IgG para la proteina NS1 de dengue
(DENV) puede distinguir la infeccion primaria por ZIKV; por todo lo anterior proponen
un algoritmo para el serodiagnostico de ZIKV basado en tres ELISAs simples para
distinguir el ZIKV primario, ZIKV con dengue previo y las infecciones secundarias
por DENV; esto podria aplicarse al serodiagnoéstico de ZIKV, la vigilancia serolégica
y la monitorizacion de la infeccion por ZIKV durante el embarazo para comprender
la epidemiologia, la patogénesis y las complicaciones del ZIKV en las regiones
endémicas del dengue.(4)

16



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las arbovirosis agrupan a las enfermedades virales transmitidas por vectores de los
cuales los mosquitos del género Aedes transmiten el virus del dengue (DENV), el
zika virus (ZIKV) y el Chikungunya (CHIKV), importantes patégenos responsables
de alta carga a los sistemas de salud publica.(3) ElI dengue tiene una amplia
distribucién, con mas de una cuarta parte de la poblacion del mundo en riesgo y
cientos de millones de nuevas infecciones anualmente. Hay cuatro serotipos de
DENV vy la infeccion con uno de los cuatro serotipos de DENV no proporcionan
inmunidad de larga duracidén contra los tres serotipos virales restantes. Algunos
informes sugieren que la gravedad de la enfermedad varia entre los serotipos de
DENV.

La fiebre de Chikungunya es causada por el virus Chikungunya (CHIKV), un
patdgeno del género alfavirus y la familia Togaviridae. Dentro de este género, hay
30 especies de alfavirus, todos ellos transportados por artrépodos. CHIKV tiene tres
genotipos: asiatico, africano del oeste y este centro sudafricano, todos nombrados
por sus distribuciones geogréficas.(5)

Dentro de los métodos diagndsticos esta el inmunoensayo ligado a enzima (ELISA)
que es una técnica que usa anticuerpos y antigenos junto con el cambio de color de
los pozos de las placas para identificar una sustancia.

Se tomara como area de estudios el laboratorio de inmunologia de la Universidad
Surcolombiana en la cual se realizaran las pruebas con las muestras de la poblacion
infantil que consultdé al servicio de urgencias pediatricas del Hospital Hernando
Moncaleano Perdomo de la ciudad de Neiva-Huila para el periodo comprendido
entre Junio del 2015 a Junio del 2016 que se encuentran almacenadas en la
seroteca del laboratorio.

Una crisis real en la salud publica con un gran impacto socioeconémico es la que
se vive en las américas gracias a las epidemias simultaneas por arbovirus en los
ultimos afos. Existe una preocupacion mundial por la emergencia y re emergencia
de enfermedades virales transmitidas por vectores, que generan grandes costos en
la atencion en salud gracias a la alta carga de enfermedad y a las complicaciones
severas que producen. (6)
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Entre todas las arbovirosis el dengue es el que tiene mas impacto en la salud
humana, se estima que ocurren alrededor de 390 millones de infecciones por
dengue producidas en mas de un centenar de paises tropicales y subtropicales y
que causa miles de muertes por afio de las cuales el 40% cursan de forma
asintomatica (7). La epidemia del Zika en américa empez6 en 2015 en Brasil (8) y
se expandi6 rapidamente a través de todo el hemisferio por lo que pasé de ser un
virus no considerado importante para el ser humano a ser uno de los mas
importantes después de su alta asociacion con el sindrome de Guillain Barré y
microcefalia(9). EI Chikungunya no se notaba en América antes del 2013, pero
desde entonces se ha extendido rapidamente por toda la region ya que en los afios
posteriores ha causado entre 795,000 y 1.1 millones de casos y se ha extendido a
43 paises y territorios.

Clinicamente estas enfermedades se sobreponen entre si por lo cual el diagndstico
temprano de laboratorio es util para decidir el curso del tratamiento y reducir la
severidad de la infeccion, pero debido a que pertenecen a la misma familia y genero
viral, el DENV y ZIKV, su estructura molecular es similar por lo que genera
reactividad cruzada frente a las pruebas serolégicas y viroldgicas que se utilizan de
rutina.

Con base en lo anterior se plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢ cuél es
la manera mas apropiada de realizar inmunoensayos ligados a enzimas que
permitan la deteccién de arbovirus como el zika?
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2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la manera mas apropiada de realizar inmunoensayos ligados a enzimas
gue permitan la deteccidén de arbovirus como el zika?
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha evidenciado que el departamento del Huila es una zona
endémica para las arbovirosis. Estas enfermedades tienen un gran impacto en la
calidad de vida de las personas debido al nimero de infecciones, los costos directos
e indirectos de las consultas médicas y hospitalizaciones. Ademas, la demostrada
relacion de la infeccion con ZIKV durante la gestacion y un sindrome congénito,
introduce un riesgo mas en la salud materno-fetal regional.

Durante junio del 2015 a Junio del 2016 se produjo una gran epidemia en las
ameéricas (particularmente en Brasil y Colombia) de ZIKV, que se sumo a recientes
epidemias debidas a CHIKV y las que se presentan regularmente por DENV. La
cocirculacion de estos virus se ha convertido en un gran problema para el personal
de salud, sobre todo en su diagndstico ya que la estructura molecular del virus
genera reactividad cruzada frente a las pruebas seroldgicas que se utilizan de rutina,
ademas, que la presentacion clinica de estos es similar por lo que es comun
encontrar superposicion de sintomas en estos pacientes; lo anterior dificulta
establecer con certeza la etiologia de la infeccion.

El Departamento del Huila es una zona endémica para las arbovirosis, quienes en
los dltimos 5 afios han sido responsables de mas de 40,000 infecciones
sintomaticas. Debido a la alta prevalencia de arbovirosis en el Huila, a la dificultad
gue se tiene para poder establecer un diagndstico etioldgico de la infeccion, al
amplio porcentaje de infeccién asintomatica, a la ausencia de caracterizacion
epidemioldgica regional, y a la dificultad para el diagnéstico clinico, se debe realizar
la caracterizacion de las infecciones por arbovirus que circulan en la region.

Lo anterior permitird adquirir informacién sobre esta problematica actual de salud
que ayude a caracterizar epidemioldégicamente la infeccibn y fomentar la
implementacion de pruebas médicas tempranas para el manejo de estas
enfermedades.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar un inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) para la deteccién de la
infeccion de zika en muestras de pacientes pediatricos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar las concentraciones de cada anticuerpo monoclonal.

Establecer la mejor combinacion de pares de anticuerpos para el inmunoensayo.

Determinar las condiciones ideales de tiempo y concentracion de reactivos para un
ensayo basado en la deteccién de la proteina no-estructural 1 de ZIKV.
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5. MARCO TEORICO

5.1 GENERALIDADES DE LOS ARBOVIRUS:

Los arbovirus son, como lo describié la Organizacién Mundial de la Salud en 1967,
un grupo de virus que existen en la naturaleza principalmente, debido a la
transmision biolégica entre hospederos vertebrados y artropodos hematéfagos (10).
Debido a que su vigilancia requiere el estudio de los vectores, las enfermedades
causadas por arbovirus son dificiles de prevenir y controlar. Los arbovirus son un
grupo taxonOmicamente heterogéneo de mas de 500 virus;, de éstos,
aproximadamente 150 causan enfermedad en el hombre. Estos se dividen en 4
familias, en las que se encuentran los Flaviviridae de la que hacen parte el dengue,
fiebre amarilla y zika, y por el otro lado esta la familia Togaviridae en los que se
encuentran el chikungunya y el mayaro (11).

Los principales vectores de dengue, zika y chikungunya son los culicidos
pertenecientes al género Aedes como Aedes aegypti y Aedes albopictus. Se cree
que el Aedes aegypti arrib6é de Africa a América con la llegada de los primeros
europeos al continente americano (12). Los primeros brotes de la enfermedad por
dengue en la region de las Américas datan de 1635. El Aedes albopictus también
es un eficiente vector de arbovirus en Asia suroriental y aparecio en el continente
americano por primera vez en Estados Unidos en 1985(13). El Aedes albopictus
puede actuar como vector en areas urbanas y rurales, y no es antropofilico
obligatorio, como Aedes aegypti, por lo que en ocasiones este Ultimo es desplazado
de su habitat (14).

Las hembras de Aedes aegypti se consideran las mas eficientes de los mosquitos
vectores por sus marcados habitos domésticos, que satisfacen todas sus
necesidades vitales en la vivienda humana (15). La hembra requiere sangre humana
para mantener su reproduccion; pone sus huevos en depdésitos de agua limpia o
semi-limpia, lo cual es un dato importante para su control, ya que los criaderos
viables para el mosquito son todos esos objetos que sirven como recipientes donde
se colecta el agua de lluvia (16)
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5.2 GENERALIDADES DE LOS FLAVIVIRUS:

Los flavivirus son icosaédricos, con un diametro de unos 50 nm, y constan de una
envuelta lipidica densamente cubierta con proyecciones de superficie que
comprenden 180 copias de la glucoproteina M (membrana) y 180 copias de la E
(envoltura) (17). Estas dUltimas se encuentran organizadas como dimeros,
emparejadas horizontalmente de la cabeza a la cola, en la superficie del virion. Los
virus son inestables en el ambiente y sensibles al calor, a la radiacién ultravioleta, a
los desinfectantes (incluidos el alcohol y el yodo) y al pH acido.

La nucleocapside une la proteina capsidica (C) con una Unica cadena de ARN de
sentido positivo de 11 kilobases, con un unico marco de lectura abierta de 10
kilobases que se traduce en una Unica poliproteina precursora. Esta se procesa
durante y después de la traduccion para dar lugar a 10 proteinas. El orden de los
productos de los genes de la proteina desde el extremo 5" es C, premembrana
(preM, un precursor de la proteina madura M), E, y una serie de 7 proteinas no
estructurales necesarias en el proceso viral de replicacion: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5. El genoma esta flanqueado por una regiéncorta 5 no codificante
(de unos 100 nucled6tidos) y una region 3" codificante de longitud variable (100-700
nucledtidos) (18).

La proteina NS1 se expresa en la superficie de las células infectadas, y también se
secreta como un antigeno fijador de complemento. Aunque los anticuerpos frente a
NS1 no neutralizan el virus, contribuyen a la inmunidad protectora, probablemente
por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y respuestas mediadas por
células frente a las células infectadas. Ademas de sus funciones en la replicacion
viral NS1, NS2A, NS3 y NS5 presentan epitopos que determinan el serotipo viral y
las respuestas linfociticas restringidas por los antigenos leucocitarios humanos
(HLA) con reactividad cruzada entre los Flavivirus(19).

Fiebre Zika: Es un virus emergente del género Flavivirus, miembro de la familia
Flaviviridae, trasmitido por la picadura de mosquitos vectores del género Aedes,
relacionado evolutivamente con otros arbovirus como el dengue, fiebre amarilla y
virus del Nilo Occidental. Tiene un genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo, con un tamafio aproximado de 11 Kb en donde se han identificado dos
linajes principales: el asiatico y el africano en donde el brote en las Américas
probablemente se origind en el sudeste de Asia (20).
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Cuenta con tres genes estructurales que codifican la capside (C), la membrana
lipidica externa (M) y envoltura (E); y siete genes no estructurales que codifican
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, las cuales tienen actividad enzimatica
o funciones reguladoras durante la replicacion intracelular (21).

Fue aislado por primera vez en abril de 1947 en un mono Rhesus de Africa en abril
de 1047, en un bosque conocido con el nombre de Zika en Uganda. Posteriormente,
a través de estudios seroldgicos en 1952, se detect6 la infeccién en seres humanos
en Uganda y Republica Unida de Tanzania (22). En Colombia se describen los
primeros casos en la semana epidemioldgica 32 del 2015, registrandose 99.721
casos de los cuales 8826(8.99%) se definieron serologicamente y fueron
confirmados por RT-PCR (reaccion en cadena de polimerasa con transcriptasa
reversa) hasta la semana 28 del 2016 donde se declar6 el cierre epidémico de esta
enfermedad (23).

Tras un periodo de incubacion de 3 a 12 dias después de la picadura del mosquito
infectado, ocurre la infeccién por el ZIKV. Su cuadro clinico es bastante variable, el
cual va desde presentaciones asintomaticas en el 80% de los casos (23), hasta
cuadros febriles leves o moderados-graves.

Las formas sintomaticas, guardan cierta similitud en sus signos y sintomas con
respecto a otras arbovirosis. Son cuadros autolimitados que tienen una duracion
promedio de 4 a 7 dias y se caracterizan por presentar sintomas como fiebre,
conjuntivitis  no purulenta, cefalea, mialgia, artralgia, astenia, erupcién
maculopapular pruriginosa que se extiende en sentido cefalocaudal, edema en
miembros inferiores y, con menor frecuencia, dolor retroocular, anorexia, vomitos,
diarrea o dolor abdominal.

La transmisién vertical intrauterina del ZIKV provoca una infeccibn congénita y
causa el sindrome de ZIKV congénito (CZS), con una amplia gama de
malformaciones potenciales, donde la microcefalia es la complicacion mas grave y
reconocible.

El CZS es un patrén reconocible de anomalias estructurales y discapacidades
funcionales, secundarias a la infeccion por ZIKV. El reconocimiento de este fenotipo
permite definir el rango de anomalias en un nifio afectado, asi como determinar
muchas de las consecuencias de este sindrome a nivel cognitivo, sensorial y motor.
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Dentro de las anomalidades cerebrales del CZK se encuentran (24)

e Microcefalia.

¢ Hidrocefalia/hidranencefalia.

e Estructuras ausentes: cuerpo calloso, puente, vermis cerebeloso

e Desordenes de migracion neuronal: lisencefalia, displasia focal cortical
e Reduccion cortical severa

e Calcificaciones cerebrales

e Asimetria cerebral

El diagndstico de la infeccion por ZIKV no es sencillo, sobretodo en areas
endémicas de arbovirosis, se basa mayormente en la deteccion de ARN en
muestras de sangre por RT-PCR, el periodo virémico en humanos es corto, de tres
a cinco dias luego de iniciados los sintomas (17). Las pruebas seroldgicas también
son ampliamente usadas. Sin embargo, la frecuencia de reacciones cruzadas con
otros flavivirus puede hacer dificil el diagnostico. Ademas, en la fase temprana de
la infeccion, los niveles de IgM e IgG pueden ser muy bajos dificultando la
confirmacion del diagnostico (21).

5.3 ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA):

Este término evolucioné a finales de la década de 1960 a partir de los
radioinmunoensayos con la observacion de que el anticuerpo o el analito (antigeno)
podian ser adsorbidos a una superficie sélida y aun participar en la unién especifica
de alta afinidad (25).

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una enzima,
de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunologica como
enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con
una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion
antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada vy, por tanto, sera facilmente revelada
mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima producira un
color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotometro o un colorimetro.
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Este se ha vuelto extraordinariamente util porque permite un cribado rapido o la
cuantificacion de un gran numero de muestras para detectar la presencia de un
antigeno o el anticuerpo que lo reconoce. Las variaciones en este tema se utilizan
ahora para examinar las interacciones entre proteina-proteina, acido nucleico-
proteina, acido nucleico-acido nucleico entre otro. Ademas sigue siendo popular
debido a su simplicidad, rendimiento, automatizacion, precision y la disponibilidad
de reactivos baratos. Por otra parte Una limitacion de esta técnica es que
proporciona informacién sobre la presencia de un antigeno pero no informacion
sobre sus propiedades bioquimicas, como el peso molecular o su distribucion en un
tejido (26).

Los pasos generales de un ELISA son:
1. Cubrir el pozo con el antigeno o anticuerpo.
2. Adicion de la muestra problema con la mezcla de antigenos o anticuerpos.

3. Unidn del antigeno o anticuerpo especifico al anticuerpo o antigeno tapizado en
el pocillo

4. Lavado del pocillo para eliminar el exceso de antigeno o anticuerpo no unido
5. Adicion del anticuerpo secundario marcado con la enzima

6. Unién del anticuerpo secundario al antigeno o anticuerpo

7. Lavado del pocillo para eliminar el exceso de enzima no unida

8. Adicion del substrato

9. Unidn del substrato a la enzima

10. Desarrollo del color

Existen diferentes tipos de ELISA pero en general son dos: Directo e Indirecto (27).
El directo consiste en la fijacién del antigeno a la placa, el lavado y posteriormente
la adicién de un anticuerpo conjugado para que reaccione con el antigeno y después
adicionar el substrato sobre el cual va a actuar la enzima marcadora. El indirecto
consiste en la fijacion del antigeno a la placa, el lavado y posteriormente la adicion
del suero del paciente de tal forma que sus anticuerpos reaccionen contra el
antigeno y asi adicionar después el anti-anticuerpo conjugado con una enzima los
cuales reaccionan con los anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y
gue se encuentran fijados a los antigenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos
marcados que no hayan reaccionado para al final adicionar el substrato sobre el que
sea capaz de actuar la enzima marcadora (27).
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Al final para todos los ensayos enzimaticos, la etapa final es la adicion del substrato
enzimatico, el cual da lugar a productos de reaccion soluble o insoluble y es elegido
por su rendimiento cuantitativo de producto de reaccion. Para ensayos
colorimétricos, la tasa de desarrollo de color es proporcional, dentro de un cierto
rango, a la cantidad de conjugado enzimatico presente por eso la densidad oOptica
del mismo es proporcional a la cantidad de producto medido (26).

La proteina viral NS1 es un objetivo ideal para el diagnostico porque es altamente
secretada por las células infectadas, y se puede detectar desde el inicio de los
sintomas hasta 9 dias o0 mas después del inicio de la enfermedad al menos en las
infecciones primarias(28). La primera vez que se uso la técnica de ELISA para la
deteccion de NS1 en muestras de sangre de los pacientes fue en el 2000(29).

El desarrollo de pruebas diagnésticas comerciales para NS1 ha revolucionado ha
revolucionado el diagndstico de dengue y zika, ya que ha proporcionado ensayos
simples y rapidos que poseen una alta sensibilidad y especificidad permitiendo un
diagnéstico temprano y un manejo mas efectivo del paciente. La desventaja
principal de estos ensayos se da en los pacientes que presentan una infeccion
secundaria por el rdpido aumento de anticuerpos que presentan reaccion cruzada
durante la fase aguda de la infeccidn. Estos anticuerpos forman complejos inmunes
con NS1 que hace que no se puede detectar facilmente en los ensayos de captura.
Por consiguiente, la cinética de la deteccion de NS1 a lo largo de la enfermedad
durante las infecciones secundarias son mas cortas que en las infecciones
primarias(28).

Con base a lo anterior se ha implementado combinar ensayos que detecten NS1
junto con otros que detecten IgM o IgG y esto ha evidenciado una mejora notable
en el diagnoéstico. Existen varios kits de diagndstico actualmente disponibles que
aprovechan este enfoque incluidos los desarrollados por SD Bioline Dengue Duo
(NS1 Ag + Ab Kit). Usando este enfoque combinado, se han reportado
sensibilidades de deteccion cercanas al 100% desde el inicio de la enfermedad
hasta la recuperacion(28).
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizara un estudio prospectivo de desarrollo de un ensayo de laboratorio. Es
un ensayo de laboratorio porque todo el proyecto se realizara dentro de este,
haciendo experimentos y utilizando reactivos del laboratorio.

6.2 LUGAR

Se tom6 como area de estudios el laboratorio de inmunologia de la Universidad
Surcolombiana ubicado en el segundo piso de la facultad de salud el cual cuenta
con todos los equipos necesarios para realizar los experimentos del proyecto y para
analizar los resultados de estos.

6.3 POBLACION Y MUESTRA

Se tomd como poblacion las muestras seroldgicas de la seroteca del laboratorio. La
muestra fue el nimero de muestras de la seroteca con los cuales se puedan
estandarizar el ensayo de laboratorio en donde estas contaron con las
caracteristicas de ser una muestra de pacientes pediatricos con sospecha de
arbovirosis tomadas en la dltima epidemia de zika del 2015.

6.4 ESTRATEGIAS PARA CONTROLAR LAS VARIABLES DE CONFUSION.

Reactividad cruzada entre los flavivirus: Este variable se control6 mediante los
anticuerpos monoclonales especificos frente a cada virus.

Error en la técnica del ensayo: Se controlé6 mediante la repeticiébn de cada ensayo
con los mismos parametros y tomando como punto de comparacion la curva
recombinante para corroborar de manera adecuada los resultados.
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6.5 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

Las muestras de la seroteca se tomaron acorde a su infeccion por ZIKV Después
de esto se realizO un ensayo ligado a inmunoenzima de tipo sandwich en el
laboratorio siguiendo estos pasos:

PROTOCOLO: ELISANS1 ZIKV

Procedimiento dia O

e PREPARAR EQUIPOS Y REACTIVOS

e Pipeta monocanales de 1000, 200, 10 uL y multicanales de 50 y 200 uL
(BRAND)

e Buffer salino fosfato (PBS) estéril (Gibco- Lot 1806048)

e Tween 20 10% (ACROS, Cat. 23336-2500)

e Leche descremada en polvo (Slight, Colanta, Lote 7)

e Anticuerpo de captura anti NS1 ZIKV para coating 680.

e Anticuerpo de deteccion anti NS1 ZIKV 644 biotinilado.

e Estreptavidina-Peroxidasa (KPL, Cat)

e Tetrametilbenzidina (TMB, KPL, Lote 100610)

e Acido Sulftrico 2M (MERCK, Cat K38346532)

e Placa de ELISA de 96 pozos de alta afinidad (NUNC, Cat)

e Tubos Falcon de poliestireno 15 ml (BD, Cat: 352096)

e Tubos eppendorf 1.5 ml

e Recipiente para solucion de lavado

e Lector de ELISA MultiSkan FC (Thermo)

Preparacion de Soluciones

e Blotto 5%: 2,5 g de leche descremada y completar a 50 ml de PBS 1X + 500
uL Tween 20 10%)

e Blotto 2,5%: Diluir al medio el Blotto 5%.

e Solucion de Lavado: PBS 1X Tween 0,1%

e Acido sulftrico 2M: 5,4 ml de &cido sulfurico puro + 44,6 ml de agua destilada
(volumen final: 50 ml)
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e Procedimiento dia 1 (Preparacién de la placa)
Diluir el anticuerpo de captura en PBS 1X a una concentracion final de 2ug/ml a
partir del stock.

Adicional 100 pl por pozo del anticuerpo de captura, cubrir la placa e incubar
toda la noche a temperatura ambiente.

e Procedimiento dia 2

Descartar la solucion.

Adicionar 150ul a cada pozo de la solucion de bloqueo(BLOTTO 5%), cubrir los
bordes con PBS 1X e incubar por 1 hora a 37° C.

Descartar solucion.

Adicionar 100 ul de la muestra y del control, previamente diluidos en la solucién
diluyente (BLOTTO 2.5%), cubrir e incubar por 2 horas a 37°C.

Lavar la placa con solucion de lavado (0.01% tween, PBS1X). Finalizados los
lavados, secar la placa en toallas de papel mediante tres golpes secos.
Adicionar 100 ul a cada pozo del anticuerpo de deteccién a una concentracion
de 2ug/ml en solucion diluyente (BLOTTO 2.5%), cubrir e incubar por 1 hora a
37° C.

Lavar como en el paso 5.

Adicionar 100 pl por pozo de la Streptavidina-HRP diluida 1/1000 en solucién
diluyente. Cubrir la placa y protegerla de la luz, e incubar por 1 hora a 37°C.
Lavar la placa con solucién de lavado (0.01% tween, PBS1X). Finalizados los
lavados, secar la placa en toallas de papel mediante tres golpes secos.
Agregar 100 uL de TMB por cada pozo.

Adicionar 30 pl por pozo de la solucién de stop (H2SO4 2M).

Determinar la densidad Gptica por pozo a 450nm (540 nm o 570 nm de referencia
al momento de la lectura).
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6.6 INSTRUMENTO PARA LA RECOLECCION DE INFORMACION

El instrumento para la recoleccion se informacion fue una hoja que contiene las
siguientes variables: Numero de la muestra, Concentracion de reactivos, Tiempos
de incubacion y los volumenes de los reactivos, en los cuales se anot6 cada detalle
respecto a estas variables. (Anexo B)

6.7 PLAN DE PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos se almacenaron mediante una base de datos en el programa Excel
version 2017 ademas los graficos de los resultados seran realizados mediante el
programa Graphpadprism 7.

6.8 PLAN DE ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se evalué la replicabilidad del ensayo con los resultados obtenidos, y esos seran
comparados con la prueba gold estandar para la deteccion de zika que es la PCR,
con base a estas comparaciones se determinaran la sensibilidad y la especificidad
del ensayo.

6.9 FUENTES DE INFORMACION

La fuente de informacién fue directa ya que se tomé las muestras de la seroteca del
laboratorio.

6.10 ASPECTOS ETICOS.

El estudio conté con la aprobacion previa del comité de ética de la Universidad
Surcolombiana (ANEXO C), el cual, con base al articulo 4 de la resolucién 8430 del
afno 1993 donde se establecen las “normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacion en salud”, la investigacion ‘DESARROLLO DE UN
INMUNOENSAYO LIGADO A ENZIMA (ELISA) PARA LA DETECCION DE
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INFECCIONES HUMANAS CON ARBOVIRUS CO-CIRCULANTES EN EL SUR DE
COLOMBIA”, se ubica en el tipo de estudio que comprende el desarrollo de acciones
que contribuyen al estudio de las técnicas y métodos que se recomienden o
empleen para la prestacion de servicios de salud.
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7. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se realiz6 un total de 8 inmunoensayos en donde cada uno sirvio para poder obtener
los mejores estandares a la hora de realizar este experimento. A continuacion, se
evidencia los diferentes resultados de cada uno de estos junto con su respectivo
analisis.

Tabla 1. Concentraciones de los anticuerpos monoclonales 130 y 110 en Boston y
en Neiva medidos por espectrofotometria.

Nombre de los anticuerpos Concentraciones en Boston  Concentraciones en Neiva

Ac 130 biotinilado n"1 5.1mg/ml 9.39 mg/ml
Ac 130 biotinilado n°2 0.25 mg/ml 0.43 mg/ml
Ac130 puron‘3 0.25 mg/ml 0.30 mg/ml
Ac110 puron 1mg/ml 2.30 mg/ml
Ac 110 puron‘2 2.2mg/ml 2.25 mg/ml
Ac 110 puron‘3 2.2 mg/ml 2.25 mg/mi
Ac45 Puro 2mg/ml amg/ml
Ac45 Biotinilado 1mg/ml 1.69mg/m|

Fuente Propia

Se observan las diferentes concentraciones de los anticuerpos medidos por
espectrofotometria en donde se puede evidenciar que las concentraciones
obtenidas en Neiva son diferentes a las concentraciones reportadas en Boston.
Estas diferencias pueden ser explicadas por el hecho de que con el paso del tiempo
los anticuerpos sufren fenOmenos de evaporacion que contribuyen a que se
concentren mas ya que se pierde volumen.
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Figura 1la. Concentraciones de los anticuerpos monoclonales 130-110. Figura 1b.
ELISA tipo Sandwich con los anticuerpos 110 y 130 para la deteccién de NS1 ZIKV.
Figura 1c. ELISA tipo Sandwich con diferentes anticuerpos para la deteccion NS1
ZIKV. Figura 1d. Elisa Indirecto para evaluar la biotina del anticuerpo 130.
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Fuente propia

En la figura 1la se observa las diferentes concentraciones de los anticuerpos 130
biotinilado, 130 puro y 110 puro, en donde se evidencia que los anticuerpos puros
al adicionarle el anti-anticuerpo hecho de raton (GAM) aumentan casi el doble la
lectura en el espectrofotometro en comparacion con la biotina. Ademas con este
resultado podemos afirmar que todos estos anticuerpos son funcionales ya que
estan detectando la proteina no estructural 1 (NS1) del ZIKV.
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En la figura 1b se observa que al realizar el ensayo con los pares de anticuerpos
110 y 130 biotinilado no se detectd la proteina no estructural 1 de ZIKV a pesar de
usar diferentes concentraciones de esta y de los anticuerpos para su deteccion. En
la figura 1c Se observa que a pesar de utilizar diferentes combinaciones de
anticuerpos para la deteccion de NS1 de ZIKV a una concentracion sobresaturada
no se logra detectar nada.

En la figura 1d se observa que los anticuerpos con biotina si son funcionales ya que
estan detectando la NS1 ZIKV pero la biotina no es funcional esto se corrobora al
compararlos con los mismos anticuerpos adicionandoles GAM, ya que se
evidencian densidades Opticas por el hecho de que el GAM contiene biotina
demostrando que si son funcionales pero que su biotina esta dafiada.
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Figura 2a. Elisa Indirecto para evaluar la biotinilizacion del anticuerpo 644 y 181.
Figura 2b. ELISA tipo Sandwich para evaluar el mejor par de anticuerpos para la
detecciéon de NS1 ZIKV con el anticuerpo 644 biotinilado. Figura 2c. ELISA tipo
Sandwich para determinar la mejor concentracion de los pares de anticuerpos 680-
644 para la deteccion de NS1 ZIKV. Figura 2d. Curva de concentracion de NS1 ZIKV
mediante ELISA tipo Sandwich con Mab 680/644.
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Fuente propia

En la figura 2a se observa que al comprobar el proceso de biotinilizacion de los
anticuerpos 644 y 181 el unico que mostré una adecuada funcionalidad de la biotina
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fue el 644 ya que detectd de manera 6ptima la proteina NS1 de ZIKV, diferente al
anticuerpo 181 que no mostrd deteccion no por su funcionalidad sino porque su
biotina no sirvio.

En la figura 2b se observan los diferentes pares de anticuerpos que se probaron
para determinar cudl seria el mas optimo para la deteccién de NS1 ZIKV por medio
de ELISA tipo Sandwich en donde el par de anticuerpos 680/644 mostré los mejores
resultados para la deteccién de esta.

En la figura 2c después de obtener el mejor par de anticuerpos para la deteccion de
NS1 de ZIKV, se procedi6 a modificar las concentraciones de ambos para
determinar la mejor concentracion para la deteccion observando que usar
concentraciones de 2ug para ambos anticuerpos evidencio una buena deteccion al
compararla con las demas concentraciones, siendo esta una opcion costoefectiva
para su aplicacion.

En la figura 2d se observa la curva de deteccién utilizando diferentes
concentraciones de NS1 ZIKV al realizar el ELISA tipo Sandwich con los anticuerpos
680/644 a una concentracién de 2ug/ml cada uno, evidenciando r=0.9076.
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8. DISCUSION

Las arbovirosis agrupan a las enfermedades virales transmitidas por vectores. A
ellas pertenecen las infecciones con los virus del Dengue (DENV), Zika (ZIKV). El
diagndstico clinico de estas es necesario porque las consecuencias de la infeccion
con un miembro u otro son diferentes. Sin embargo, el diagndstico es dificil debido
a que estas infecciones inducen signos y sintomas similares y a la alta homologia
estructural entre algunos de los Arbovirus que hace dificil el diagnéstico
microbiolégico por la alta reaccion cruzada que se presenta (7).

En el presente estudio se encontré que la mejor pareja de anticuerpos para realizar
este tipo de ensayo fueron los anticuerpos monoclonales 680 y 644 biotinilado en
comparacion con lo previamente ya reportando, en donde los anticuerpos 6ptimos
fueron el 110 y 130 biotinilado pero en nuestro caso dichos anticuerpos no fueron
funcionales al momento de realizar el experimento (3).

En cuanto a la concentracion éptima se encontré que en nuestro ensayo se requiere
una concentracion de 2ug/ml tanto para el anticuerpo de captura como del de
deteccion ya que este valor nos evidencié los mejores resultados sin la necesidad
de excederse la concentracion, esto difiere de lo publicado ya que Zhang Liding et
all reportaron que para que su ensayo fuese éptimo se requeria concentraciones de
1.4 ug/ml para el anticuerpo de captura y 10ug/ml para el anticuerpo de deteccion

(1).

Para terminar en nuestro ensayo de evidencié una adecuada deteccion de bajos
niveles de NS1 entre 5-7 nanogramos. Esto es diferente por lo reportado con Irene
at all que su margen de deteccion fue de 15 ng, lo que demuestra un adecuado nivel
de deteccidén (3). Debido a la falta de muestras clinicas en seres humanos no fue
posible evaluar esta prueba en ese contexto, pero se espera que con el paso del
tiempo se generen nuevas investigaciones sobre este tema (3).

38



9. CONCLUSIONES

Los pares de anticuerpos monoclonales ideales para la deteccién de la proteina no
estructural 1 (NS1) del ZIKV son 680 y 644 ambos con una concentracion de 2ug/ml.

La concentracidon saturante al momento de la deteccidn es de 200ng de NS1.

Se obtuvo la curva de deteccion de la proteina NS1 a diferentes concentraciones de
ésta obteniendo buenos niveles de deteccion.
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10. RECOMENDACIONES

Se recomienda incentivar la investigacion en estas areas ya que son de vital
importancia para nuestra region debido a la gran cantidad de casos reportados
mensual y anualmente por lo que si se motivan a generar estudios de este tipo o
relacionados con el tema se podra impactar de una mejor forma en la region.

Se recomienda informar a las familias de lo importante que son estas patologias en
nuestro medio y que frente a un cuadro clinico compatible con estas infecciones
acudir lo més pronto posible al médico para darles un manejo oportuno evitando
algun tipo de complicacion.

Es de vital importancia poder apoyar estas investigaciones con presupuesto
financiero ya que el aporte que pueden generar es muy grande y generan muchos
beneficios a la regién al momento de abordar esta problemética tratando de dar
soluciones a esta.
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Anexo A. Operacionalizacion de variables

Variable Definicién Categorias Nivel de Indicadores
medicion
Género Caracteristicas | Masculino, Nominal Porcentaje,
fenotipicas del | femenino frecuencia
individuo.

Edad Tiempo que ha | Numero de Numeérica Porcentaje,
vivido una afnos Mediana
persona desde
su nacimiento.

Concentracion La cantidad de | Densidades | Numérica | Densidades
soluto Opticas y Opticas y mg-
presente  en| mg-ug/ml ug/mi
una cantidad
de solvente

Tiempo de Tiempo en el | Minutosy Numérica Valor bruto
incubacion cual la muestra horas
esta en la
incubadora
Volumen Espacio que | Microlitrosy | Numérica Valor bruto
ocupa un mililitros
cuerpo

46




Anexo B: Instrumento

ESTANDARIZACION DE UN INMUNOENSAYO oemmwm
LIGADO A ENZIMA PARA LA DETECCION DE awz@ SFIQU
ARBOVIRUS CIRCULANTES EN ZONA @Eim®

LINI",-';:R;\;;«L) -
SURCOLOMBIANA ENDEMICA.

El objetivo de este proyecto es estandarizar una prueba de inmunoensayo ligado a
enzima para la deteccion de particulas virales de zika en muestras serologicas de
pacientes pediatricos expuestos a la epidemia de arbovirus de junio 2015-junio

2016.

Variables:

NUumero de muestra:
Concentracion de reactivos:

Tiempos de incubacion:
Volumenes de reactivos:
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Anexo C: Carta de aprobacion del comité de bioética

UMIVERSIDAD

SURCOLOMBIANA I&I Lab

MNIT: 89711800842

SEROTECA ARBOVIRUS GRUPO DE PARASITOLOGIA ¥ MEDICINA TROPICAL
UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA.

APROBACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Las muestras tomadas y almacenadas en esta seroteca se toman debido a los problemas de salud
que las arbovirosis estan generando actualmente, entre los cuales se encuentra el aumento en el
nimero de casos graves y la mortalidad por esta causa. Entendiendo ademas, que esta
enfermedad puede afectar a muchos drganos como: El corazdn, higado, rifidn y el sistema
nervioso entre otros.

El virus del dengue y del zika es endémico en Colombia, siendo el departamento del Huila uno de
los mas afectados, encontrandose dentro de los primeros en reporte de casos en el Pais. Esta
enfermedad tiene un amplio espectro clinico de manifestaciones desde cuadros asintomaticos
pasando por manifestaciones leves, con signos de alarma, hasta formas graves y potencialmente
maortales.

Objetivo: El objetivo de esta Seroteca es recolectar muestras para estudios actuales de vigilancia
virologica y seguimiento de factores relacionados con la severidad de la enfermedad, asi como
futuros estudios de prediccidn, diagnostico y tratamiento del dengue los cuales contribuirdn a
reducir morbimortalidad de la enfermedad.

Beneficios: La informacidn obtenida en todos los estudios que se realicen con estas muestras
podrdn beneficiar a la comunidad regional en el presente y futuro, ayudando a los médicos a
encontrar formas mejores de diagnosticar en forma temprana y tratar oportunamente a pacientes
con dengue o zika.

En todos los registros de los estudios las muestras serdn identificadas por un ndmero de codigo y
el nombre de la persona serd reconocido solamente por los investigadores, la informacion
obtenida se manejara con todos los cuidados que las normas de confidencialidad demandan. Los
resultados se guardaran en una base de datos segura en el laboratorio de inmunologia de la
universidad.

En el caso de tener inguietudes, preguntas o dudas o si desea alguna aclaracidn frente a los
proyectos gue se estén llevando a cabo con esta xeroteca por favor comunicarse con el Doctor
Carlos Fernando Narvaez Rojas, Jefe Laboratorio de Infeccidn e Inmunidad de la Facultad de Salud
de la Universidad Surcolombiana a los teléfonos 8715907 Ext 3112 y 8718311 Ext 3144
respectivamente.

Dado lo anterior el comité considerd que la investigacidn no representa ningun riesgo para las
personas gue participan. La investigacion se ajusta a los estandares de buenas practicas clinicas.

Consentimiento aprobado en Comité de Bioética de la Universidad Surcolombiana de Neiva con
el acta No. 004-002 del 15 de enero de 2018
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Anexo D: Cronograma de actividades

ACTIVIDADES

2018 2019
MAMJI|J ASIONDEFMAMJI
alb ulujglelc i|njejalblalu
rir njljo|p|t cle|lb|lr|r|y|n

Elaboracién del proyecto

Prueba piloto

Presentacion y aprobacion
anteproyecto comité

Recoleccién de informacién

Analisis de la informacion

Discusion de resultados

Elaboracién de informe final
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Anexo E. Presupuestos

Tabla 2. Presupuesto global de la propuesta por fuentes de financiacion (en miles

de $)
RUBROS TOTAL

PERSONAL 5.800.800
EQUIPOS 520.000
MATERIALES 36.940.000
TOTAL

43.260.000

Fuente propia.

Tabla 3. Descripcion de los gastos de personal (en miles de $)
INVESTIGADOR/ | FORMACION | FUNCION DEDICACION | RECURSOS
EXPERTO/ ACADEMICA DENTRO DEL
AUXILIAR PROYECTO
José Manuel Bachiller Investigador 200 600.000
Pérez Figueroa principal
Carlos F Narvaez | PhD Asesor 40 4.000.000
Dolly Castro Magister Asesora 20 1.200.000
TOTAL 5.800.000

Fuente propia.
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Tabla 4. Descripcidon y cuantificacion de los equipos de uso propios (en miles de $)

EQUIPO VALOR
Espectrofotometro 100.000
Nevecon 100.000
Céamara de esterilizacion 100.000
Incubadora 100.000
Balanza 40.000
MilliQ 60.000
Computador de Mesa 20.000
Total 520.000
Fuente propia.
Tabla 5. Materiales, suministros (en miles de $)
Materiales JUSTIFICACION VALOR
Pipeta monocanales de 1000, | Para realizar el | 160.000 c/u
200, 10 uL y multicanales de | experimento
50 y 200 uL (BRAND)
Buffer salino fosfato (PBS) | Para realizar el | 70.000
estéril (Gibco- Lot 1806048) | experimento
Tween 20 10% (ACROS, Cat. | Para realizar el | 50.000
23336-2500) experimento
Leche descremada en polvo | Para realizar el | 60.000
(Slight, Colanta, Lote 7) experimento
Anticuerpo de captura anti | Para realizar el | 6.000.000 c/u
NS1 ZIKV para coating 130 | €xperimento
Anticuerpo de deteccién anti | Para realizar el | 6.000.000 c/u
NS1ZIKV o segunda capa 110 | experimento
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Estreptavidina-Peroxidasa Para realizar el | 100.000
(KPL, Cat) experimento
Tetrametilbenzidina (TMB, | Para realizar el | 100.000
KPL, Lote 100610) experimento
Acido Sulfurico 2M (MERCK, | Para realizar el | 60.000
Cat K38346532) experimento
Placa de ELISA de 96 pozos | Para realizar el | 200.000
de alta afinidad (NUNC, Cat) | experimento
Tubos Falcon de poliestireno | Para realizar el | 80.000
15 ml (BD, Cat: 352096) experimento
Tubos eppendorf 1.5 mi Para realizar el | 50.000
experimento

Recipiente para solucion de | Para realizar el | 10.000
lavado experimento
Pipeta monocanales de 1000, | Para realizar el | 160.000 c/u
200, 10 uL y multicanales de | experimento
50 y 200 uL (BRAND)

Total 13.100.000

Nota: El laboratorio cuenta con todos los reactivos del listado.

52




