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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo principal demostrar que la metodologia analitica
para identificar al antigeno NS1, anticuerpos IgM e IgG contra el virus del dengue es
aplicable a muestras de suero provenientes de todo el pais dentro de las condiciones del
Laboratorio Central de Epidemiologia, del Centro Médico Nacional “La Raza” del Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Lo anterior se demostr6 mediante la ejecucion de tres protocolos de verificacion
correspondientes a cada uno de los métodos diagnosticos, ELISA de captura para el
antigeno NSz1, ELISA de captura para anticuerpos IgM y ELISA de captura para anticuerpos
lgG.

La necesidad de ejecutar estos protocolos fue consecuencia del sistema de gestion de
calidad basado en la Norma NMX-EC-15189-IMNC-2008. Laboratorios Clinicos — Requisitos
particulares para la calidad y competencia, bajo el cual esta dicho laboratorio y la principal
razon de dicha ejecucion es dar cumplimiento al numeral 5.5.2, capitulo 5 de esta norma;
donde se habla sobre los procedimientos de examen y establece que: “los métodos vy
procedimientos seleccionados para ser utilizados deben ser evaluados y comprobar que dan
resultados satisfactorios antes de iniciar su uso para examenes clinicos”.

En cada uno de los protocolos se examinaron 10 parametros de desempeno, que son las
propiedades, caracteristicas o capacidades cuantificables del método que indican su grado
de calidad. Cada uno de estos parametros tiene especificados criterios de aceptacion, basta
con que se cumplan dichos criterios para que se demuestre que el método posee esa
propiedad.

Al hacer el analisis de los resultados obtenidos en las tres verificaciones, todos ellos sin
excepcion alguna cumplieron los criterios establecidos, con lo que se demostro que dichos
métodos poseen las propiedades, caracteristicas y capacidades que indican un buen grado
de calidad. Los métodos del Algoritmo Diagnostico de Fiebre por Dengue y Fiebre
Hemorragica por Dengue del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica son totalmente
aplicables bajo las condiciones del Laboratorio Central de Epidemiologia del IMSS.
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1 ACRONIMOS

AmDPB
CDC
DENV-1
DENV-2
DENV-3
DENV-4
ELISA

ETV
EFE
FD
FHD
lgG
IgM
IMSS
InDRE
LCE
LESP
NS1
OPS
PCR
gRT-PCR

RNLSP
RPBI
SCD
SINAVE

Americas Dengue Prevention Board

Centers for Disease Control and Prevention

Dengue Virusa

Dengue Virus 2

Dengue Virus 3

Dengue Virus 4

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Prueba de ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas)

Enfermedades Transmitidas por Vector

Enfermedades Febriles y Exantematicas

Fiebre por Dengue

Fiebre Hemorragica por Dengue

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Instituto Mexicano del Seguro Social

Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgico
Laboratorio Central de Epidemiologia

Laboratorios Estatales de Salud Publica

Nonstructural Protein 1 (Proteina no estructural 1)

Organizacion Panamericana de la Salud

Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa de transcripcion Inversa).

Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica

Residuos Peligrosos Bioldgicos Infecciosos

Sindrome de Choque por Dengue

Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica



2 INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad causada por alguno de los cuatro serotipos del virus del
dengue, del género Flavivirus, de la familia Flaviviridae y que son transmitidos por picadura
de mosquito. Los virus del dengue se transmiten entre personas Unicamente por la picadura
de hembras hematofagas de ciertas especies de mosquitos del género Aedes. Las principales
especies transmisoras son Aedes aegypti y Aedes albopictus. Las tres formas clinicas mas
comunes de presentacion de la enfermedad son casos de fiebre indiferenciada, brotes de
formas febriles y brotes de formas hemorragicas, con posible complicacion de sindrome de
choque grave, (Guzman & Isturiz, 2010).

Para antes del 2008, menos del 50% de los casos probables de dengue en México eran
confirmados por laboratorio, inclusive en periodos de epidemia; por ejemplo en el 2007, el
rango promedio fue de 36.5% (Subsecretaria de Prevencion y Promocion de la Salud, 2008).

La normatividad de ese entonces, la NOM-032-SSA2-2002. Para la vigilancia
epidemioldgica, prevencion y control de las enfermedades transmitidas por vector
(Secretaria de Salud, 2003); establecia que para el diagnostico de dengue, “se debe realizar:
aislamiento y cultivo viral en muestras de o-5 dias de inicio de fiebre, qRT-PCR en muestras
de o0-10 dias, determinacion de IgM (ELISA) en muestras = 8 y hasta 30 dias de iniciada la
fiebre y determinacion de IgG por inhibicion de la hemaglutinacion en sueros pareados”.

Debido a los costos y la disposicion de recursos humanos y materiales, la base del
diagnostico que se utilizaba en los Laboratorios Estatales de Salud Publica (LESP) del pais
era la deteccion de IgM, siendo ésta la técnica aceptada como confirmatoria y delegando el
cultivo viral y las técnicas moleculares a laboratorios de referencia.

Complementar el diagnodstico con otras técnicas se convirtio en una necesidad imperiosa. Es
entonces que se propone un nuevo algoritmo diagndstico por laboratorio para dengue, el
cual fue consensuado en cuatro diferentes reuniones entre la Red Nacional de Laboratorios
de Salud Publica (RNLSP) y el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgica (INDRE),
asi mismo fue sometido a la critica de expertos internacionales del grupo Americas Dengue
Prevention Board (AmDPB) en una reunidn sobre vigilancia del dengue, y se ultimaron
detalles durante la visita de Evaluacion del Programa Nacional de Control y Prevencidon del
Dengue en México por parte de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS). Estando ya
listo el nuevo algoritmo diagnostico por laboratorio de Fiebre por Dengue (FD) y Fiebre
Hemorragica por Dengue (FHD) del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica



(SINAVE), la solicitud por parte del INDRE a la RNLSP fue iniciar su implementacion a partir
del mes de abril del 2008, (InDRE, 2008).

La razon por la cual se tuvo que implementar un nuevo algoritmo radicaba en que el anterior
presentaba zonas grises y el diagnodstico no era eficiente. Debido a los altos costos de
implementar técnicas como aislamiento viral y PCR, los laboratorios del pais solo se
limitaban a buscar anticuerpos tipo IgM contra el virus. Este ensayo resulta eficaz en la
deteccion de casos de infecciones primarias por dengue en fase aguda, pero hay que
considerar las infecciones secundarias.

México es un pais con numerosas zonas endémicas para dengue, por ende el riesgo de
presencia de infecciones secundarias es muy elevado. En una infeccion secundaria, la
cinética de anticuerpos es diferente a la que se observa en una infeccion primaria. En las
infecciones secundarias el isotipo IgM se eleva poco o nada, mientras que las IgG se elevan
rapidamente desde los primeros dias de la enfermedad, (OPS & OMS, 2010). Este
comportamiento de la respuesta inmune reduce la sensibilidad del ELISA IgM, razén por la
cual se introducen otras técnicas y se modifica el flujo a sequir en la toma de decisiones
sobre que técnica utilizar segun las caracteristicas de la muestra en ese momento.

Con la finalidad de acelerar aun mas el diagndstico en etapas tempranas, el SINAVE ha
elaborado definiciones operacionales de caso, que permiten unificar criterios para la
deteccidn, notificacion y clasificacion de los casos de dengue. Las definiciones se
caracterizan por tener elevada sensibilidad; es decir, permiten detectar la mayoria de los
casos a través de los signos y sintomas mas frecuentes de la enfermedad y de las pruebas de
tamizaje.

Uno de los cambios es el tratar de obtener muestras dentro de los primeros cinco dias
después de iniciados los sintomas (fiebre); a esta muestra seria inutil buscarle anticuerpos
tipo IgM pues los titulos de esta inmunoglobulina son nulos antes del tercer o hasta el quinto
dia de la enfermedad. (Hu et al., 2011); no obstante a finales del afio 2006 aparecio una
alternativa en formato de ELISA facil, rapida y oportuna para aplicar en estos primeros cinco
dias (InDRE, 2008). Este ensayo alternativo se basa en la busqueda de la proteina no
estructural 1 (NS1) del dengue, implicada en los procesos de replicacion, esta reportada
como un marcador eficaz de diagnostico temprano ya que alcanza niveles muy elevados
tanto en infecciones primarias, como en secundarias (Shu & Huang, 2004; Thomas et al.,
2010; Alcon et al., 2002), y ademas tiene un periodo de circulacidn en sangre mas
prolongado que el RNA viral (Singh, et al.,, 2010). Esta prueba tiene reportada una



sensibilidad entre el 80-100% dependiendo del serotipo que haya sido el infectante y una
especificidad de 100% (Hu, et al., 2011; Singh, et al., 2010). Es asi como se pretende mejorar
la sensibilidad del diagnodstico, y la de incrementar el filtro para la obtencion de muestras
representativas para realizar vigilancia viroldgica.

Una prueba adicional para este algoritmo es la determinacion de IgG por ELISA de captura,
para detectar infecciones secundarias; tiene una sensibilidad del 94.5% y especificidad del
97.3% (InDRE, 2008). Esta viene a sustituir el ensayo de Inhibicion de la Hemaglutinacion
(IHE) en sueros pareados para deteccion de IgG.

Entonces, con un nuevo algoritmo que incluya tres diferentes pruebas de ELISA (NSz, IgM,
IgG) se pretende aumentar la sensibilidad del diagnostico temprano en areas endémicas y
epidémicas, asi como reforzar la vigilancia viroldgica en el pais, pues un diagnodstico eficaz
del dengue requiere una combinacion de varios ensayos (Hu et al., 2011) .

Este nuevo algoritmo quedd establecido en la nueva normatividad, NOM-032-SSA2-2010.
Para la vigilancia epidemioldgica, prevencion y control de las enfermedades transmitidas por
vector (Secretaria de Salud, 2011).

Segun datos proporcionados por el SINAVE y comparando los Ultimos dos afios, en el 2012
se observd un aumento de dos veces el nimero de casos confirmados por dengue total,
siendo el porcentaje de variacion de 223.3 % y de casi tres veces de FHD con un porcentaje
de variacion de 284.2 % con respecto al 2011.

Lo anterior puede explicarse por tres razones, la primera que hay mayor precision
diagnostica, la sequnda por un aumento de la transmision que se traduce en un aumento de
la positividad debido al cambio de circulacion de serotipos, y la tercera que un 16.4% de los
casos son confirmados por la prueba IgG, la cual indica casos que se reinfectan por diferente
serotipo, (InDRE, 2012) .

Ahora bien, relacionado a lo anterior y haciendo énfasis en que este nuevo algoritmo
diagnostico se comenzo a implementar a partir del 2008 en los LESP de todo el pais, el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en el Laboratorio Central de Epidemiologia
(LCE) del Centro Médico Nacional “La Raza” se comenzé a implementar este algoritmo a
partir de septiembre del 2011. La ejecucion del algoritmo diagndstico se ha realizado bajo
los lineamientos emitidos por el INDRE, que segun la NOM-017-SSA2-2012. Para la vigilancia
epidemioldgica (Secretaria de Salud, 2012), es la Unica institucion que cuenta con la
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capacidad de reconocer la competencia técnica de los laboratorios que participan en la
vigilancia epidemioldgica.

El LCE esta implantando un sistema de gestion de calidad. Todos los métodos que utiliza son
procedimientos validados (normalizados), son apropiados y satisfacen las necesidades para
las que son requeridos. Si llegara a utilizar algun método no normalizado, este tendria que
ser validado, documentado y autorizado antes de su uso.

Los métodos contenidos dentro del algoritmo diagnodstico de dengue son del tipo
normalizado y como parte de su implementacion en el LCE, deben ser verificados en su
desempefio contra las especificaciones de su validacion, para confirmar el desempefo
analitico cuando se aplica bajo las condiciones operativas del propio LCE y determinar que es
adecuado para el proposito.

La tarea principal de este proyecto es la de realizar la verificacion de los métodos de ensayo
para identificar al antigeno NS del virus del dengue, anticuerpos del tipo IgM e IgG contra el
mismo virus. Para ello se definieron y analizaron diferentes parametros de desempefio para
cada uno de los métodos analiticos utilizados, con lo cual se pretende determinar que los
métodos y procedimientos utilizados para diagnosticar a este agente etiolégico cumplen
con todos los estandares y pueden ser utilizados de manera confiable en el LCE y en México.
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3 ANTECEDENTES
3.1 Agente etioldgico

Actualmente y a escala mundial, el Virus del Dengue (DENV) es causante de la infeccion viral
mas importante transmitida por la picadura de mosquito. Se cree que aproximadamente
2,500 millones de personas habita en zonas donde el dengue es endémico (OPS, 2010). La
infeccion por dengue puede ocasionar un padecimiento de amplio espectro, que puede
resultar como una infeccion subclinica con fiebre indiferenciada, pasar por un cuadro febril
conocido como FD, o llegar hasta formas mas graves que se caracterizan por la presencia de
hemorragias, que son la FHD y Sindrome de Choque por Dengue (SCD) (Malavige et al.,
2004).

El padecimiento es causado por cualquiera de los cuatro serotipos pertenecientes al
complejo del dengue. Son cuatro serotipos antigénicamente relacionados y conocidos como
DENV-1, DENV-2,- DENV3, y DENV-4, los cuales pertenecen a la familia Flaviviridae y al
género Flavivirus y son transmitidos por la picadura del mosquito hembra, de las especies
Aedes aegyptiy Aedes albopictus, (Fauquet, 2005).

3.1.12  Morfologia

Las particulas virales son de forma esférica (figura 1) y con envoltura lipidica, de 50 nm de
didmetro aproximadamente. La envoltura se deriva de las membranas celulares hospederas
y constituyen del 15-20% del peso total de la particula viral. Los carbohidratos representan
del 9-10% del peso total, y son encontrados como glucolipidos y glicoproteinas (Beasley &
Barret, 2008) .Los viriones contienen tres proteinas estructurales, la proteina de capside (C),
que rodea el genoma del virus, mientras que la envoltura contiene dos proteinas: la de
envoltura (E) y la de membrana (M) (Malavige et al., 2004).
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Fiaura 1. Estructura del virion del DENV.




Se han reconocido dos tipos de viriones (figura 2), los del tipo extracelulares maduros, que

contienen proteinas E y M y viriones intracelulares inmaduros que poseen precursores de la
proteina M (pr-M), la cual sufrird un efecto proteolitico en el curso de su maduracion (Wahala

& Silva, 2011).

Virus inmaduro, no infectante Virus maduro, infectante

180 pr ' ‘ pr

/. SerS we

M

RE Extracelular

(Wahala, 2011)

Figura 2. Estructura del virién en sus formas inmadura y madura.

3.1.2 Genoma viral

El genoma del DENV es una molécula de RNA, cadena sencilla, sentido positivo, de

aproximadamente 11,000 nucledtidos. En el extremo 5" hay una capucha tipo |

(m’GpppAmp) sequida de un dinucledtido muy conservado de AG, mientras que en el

extremo 3’ se encuentra una cola de poli-A. El genoma tiene un marco de lectura abierto de

unos 10,200 nucledtidos, el cudl codifica para 10 proteinas: 3 estructurales y 7 no

estructurales (Figura 3), (Mahy & Van Regenmortel, 2010).

Flavivirus genome

5 @ [ Genomic polyprotein
wC‘

f

.
[ E E |NS1[Ns2a[ns28| NS3

{ Signal peptidase {}Golgi protease 7 NS3 protease

Figura 3. Genoma del DENV y proteinas que codifica.
(Tomado de: http://viralzone.expasy.org/all_by species/43.html)
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Se han identificado distintos genotipos o linajes (virus muy relacionados en la secuencia de
nucledtidos) dentro de cada serotipo, lo que destaca la extensa variabilidad genética de los
serotipos del dengue. La seleccidn parece ser un tema dominante en la evolucion del virus
del dengue pero de manera tal que solamente se mantienen los virus que son "adecuados"
tanto para seres humanos como para los vectores. Entre ellos, los genotipos “asiaticos” de
DEN-2 y DEN-3 se asocian con frecuencia a infecciones concomitantes graves. También se
ha descrito diversidad viral en un mismo hospedero (cuasiespecie) en casos humanos (OPS,
2010).

3.1.3 Proteinas codificadas por el DENV
3.1.3.1 Proteinas estructurales
e Proteina de capside (C)

Esta proteina (113 aminoacidos, 13-16 kDa), conforma la nucleocapside viral y esta dispuesta
alrededor del genoma. En particular, se han identificado dos dominios de alto caracter
basico, ubicados en los extremos N y C terminales de esta proteina y que se unen
especificamente alos NCR's 5"y 3" del genoma viral. Esta proteina puede encontrarse en las
células infectadas en dos formas: la forma C,.n (proteina en forma de ancla, que
corresponde a viriones inmaduros) y la forma C,i que es la proteina asociada a viriones
maduros (Beasley & Barret, 2008) y (Zuckerman, 2012).

La proteina core del DENV, se ha detectado en el nicleo, nucléolo, asi como en el citoplasma
de células infectadas por el DENV. Se ha demostrado que interactUa con una proteina celular
reguladora, la ribonucleoproteina nuclear heterogénea K (hnRNPk), sugiriendo que ademas
del rol que desempefa en cuanto al ensamblaje y la estructura del viridn, pudiera estar
involucrada en la regulacion de la replicacion viral (Beasley & Barret, 2008) .

e Proteinas de la envoltura (E y M)
La envoltura viral consiste en una bicapa lipidica en la cual estan embebidas las proteinas de
envoltura (E) y de membrana (M) (Wahala & Silva, 2011). La composicion lipidica de la

envoltura depende de la naturaleza de la membrana celular de la célula hospedera donde el
virus brote.
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La proteina M, se puede hallar en dos formas, dependiendo de la madurez del virus. En
viriones inmaduros la proteina existe como pre-M (prM), conformada por 165 aminoacidos y
glicosilada en el residuo 69 y se observa que forma un heterodimero con la proteina E
(Wahala & Silva, 2011).

Esta union E-prM es esencial para:

Un correcto plegamiento, asociacion de membrana y ensamblaje de la proteina E.
Sugiriendo que la prM actUa como una chaperona para el plegamiento de la proteina E, en el
reticulo endoplasmico.

Proteger a la proteina E de inactivacion irreversible durante el transporte a la superficie
celular en vesiculas acidificadas generadas en el Aparato de Golgi.

La proteina E estd involucrada en las principales funciones bioldgicas del virus. Se une a los
receptores de las células hospederas, lo que favorece la fusion de membranas dependiente
de la acidificacion del pH, para que ocurra la endocitosis y es la hemaglutinina viral.
(Malavige et al., 2004). Es una proteina de 495 aminoacidos y esta glicosilada en los residuos
69 y 155; es el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes y se ha observado que
mutaciones en esta, influyen significativamente en la funcion y virulencia del virus. Ademas
esta proteina, es altamente conservada, contiene 12 residuos conservados de cisteina, que
forman 6 puentes disulfuro intermoleculares. Los residuos del 98 al 111 son los mas
conservados y se han detectado cambios estructurales en esta region seguido de un
tratamiento de disminucidn del pH del virus. Al bajar el pH se induce la activacion de la
actividad de la fusion de membranas, que juega un papel importante en la infectividad del
virus (Beasley & Barret, 2008) .

3.1.3.2 Proteinas no estructurales

Son siete las proteinas del tipo no estructural, que se sintetizan en las células infectadas.

e NSaz: proteina glicosilada de 44-49 kDa (353-354 aminoacidos), existe primero como un
dimero 1abil a la temperatura, pero pude ser encontrada en otras formas oligoméricas
con actividades funcionales variadas. Se le ha encontrado asociada a la forma replicada

de doble cadena del RNA, indicando que estd involucrada en la replicacion del RNA viral.
Se cree que también juega un papel importante en el ensamblaje y la maduracion.
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NS2A: proteina tipo hidrofdbica y pequefia. Se cree que actua como antagonista de la
respuesta inmune innata y que influye directamente a la replicacion del RNA viral, ya que
se le ha encontrado unida especificamente a la region 3” no codificante de la plantilla del
RNA viral y a otras proteinas asociadas a la replicacion.

NS2B: es un cofactor requerido para la actividad proteolitica de la proteasa de la
proteina NS3. Es igualmente del tipo hidrofébico y de tamafio pequeno. Tiene un
dominio central hidrofilico unido por segmentos hidrofdbicos (Beasley & Barret, 2008).

NS3: es la sequnda mas grande (67-70 kDa; 618-623 aminoacidos). Es multifuncional,
pues es una proteasa viral involucrada en la escision de la poliproteina viral traducida
(Beasley & Barret, 2008). Un tercio del extremo amino terminal, junto con la NS2B
forman el complejo viral de la serinproteasa. La porcidon carboxiterminal, contiene el
dominio RNA de la helicasa, que participa en la replicacion del RNA, y es probable que
tenga cierta actividad como RNA trifosfatasa, lo que conlleva a la probable formacion de
la capucha del extremo 5'del RNA viral.

NS4A: es también una proteina pequefia e hidrofdbica. Se le ha hallado asociada a las
proteinas NS3/NS5 y al RNA viral en su forma replicativa de doble cadena, influyendo
significativamente en la replicacion del RNA viral, anclando el complejo de replicacion.

NS4B: ha sido identificada en asociacion con membranas citoplasmaticas e involucrada
con la replicacion viral. Funciona como un antagonista del interferon.

NSs5: es la proteina mas grande y la mejor conservada, con 104-106 kDa; 900-905
aminoacidos. Entre sus funciones estan la del extremo carboxiterminal, que codifica la
enzima RdRp (RNA-dependent RNA polymerase), también conocida como replicasa que
cataliza la replicacion del RNA a partir de una plantilla de RNA, mientras que el extremo
amino terminal contiene metiltransferasa. Se encuentra distribuida en dos lugares, en el
citoplasmay en el nucleo.

Se ha propuesto que las proteinas NS2A, NS2B Y NS4A, tienen una funcion de
“viroporinas”. Se ha visto que la expresion de estas proteinas en células de mamiferos,
altera la permeabilidad de la membrana e inhiben el crecimiento. En células infectadas
estas proteinas forman poros en las membranas celulares induciendo efecto citopatico,
(Beasley & Barret, 2008).
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3.2 Epidemiologia

Segun la OMS, es indudable que la prevalencia del dengue ha visto un incremento en las
ultimas décadas. Es la enfermedad viral transmitida por mosquito de mas rapida
propagacion en el mundo. Cerca del 40% de la poblacion mundial vive en zonas endémicas
de la enfermedad, y afecta practicamente todas las regiones del mundo, exceptuando el
continente Europeo.

Se comporta como epidemia cuando existen las condiciones apropiadas. La presencia de
ciertas condiciones de endemicidad y epidemicidad, tales como la abundancia de grandes
territorios infestados de mosquitos Aedes, grupos humanos susceptibles y la continua
introduccion y/o circulacion de uno o mas serotipos, favorecen las epidemias de FD y FHD.
Los parametros ambientales como la temperatura y la precipitacion afectan la demografiay
el comportamiento de los vectores; por lo tanto, el clima, el incremento desordenado de la
poblacion global, los viajes internacionales, la pobreza, y la falta de programas sustentables
a varios niveles se asumen como factores contribuyentes. (Guzman & Isturiz, 2010)

En México, el dengue se encuentra presente desde la década de los afios setenta con
variaciones anuales en su incidencia y brotes epidémicos de diferentes magnitudes; las
entidades con mayor presencia del virus son las localizadas al sur-sureste del territorio
nacional, la zona del Pacifico y del Golfo. En esas regiones, la transmision se presenta con
mayor persistencia en siete entidades federativas que concentran ocho de cada 10 casos
confirmados, lo que es atribuible a factores tales como la circulacidn viral, presencia y
abundancia del vector, migracidn, densidad poblacional, intensificacion de los fendmenos
hidrometeoroldgicos y otros factores especificos. (Subsecretaria de Prevencion y Promocion
de la Salud, 2008).

Adentrandonos un poco en cifras y en particular las de los Ultimos dos afos, el panorama
epidemioldgico en México (InDRE, 2011 e InDRE, 2012) se resume en las siguientes tablas:

La tabla 1 muestra el nUmero total de casos confirmados de dengue en México en los afios
2011y 2012 Y las cifras respectivas a los casos de FD y de FHD en los mismos anos.
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Tabla 1. Panorama Epidemiolégico de FD y FHD 2011y 2012.

Casos FD 10,970 | 32,662

Casos de FHD 4,608 | 17,706

Total de casos de Dengue | 15,578 | 50,368
Defunciones por FHD 50 64

Letalidad 1.09% | 0.36%

La tabla 2 se refiere al nUmero de casos y el porcentaje de las tres entidades que tuvieron
mayor numero de notificaciones del total de casos confirmados:

Tabla 2. Entidades con mayor nimero de casos confirmados de Dengue en los afios 2011y 2012.

Entidad Casos Porcentaje Entidad Casos Porcentaje
confirmados confirmados
Yucatan 6,032 38.72 % Veracruz 12,572 24.96 %
Veracruz 1,647 10.57 % Yucatan 5,654 11.22 %
Quintana 1,580 10.14 % Guerrero 4,505 8.94 %
Roo

Entidades 6,319 40.56 % Entidades 27,637 54.87 %
restantes restantes

La tabla 3 nos muestra que la incidencia de FD y FHD se dio de manera muy similar para

ambas, afectando principalmente a tres entidades:

Tabla 3. Entidades con mayor numero de casos confirmados de FD Y FHD en 2011y 2012.

. eo22 |

__m | > | P | FHD |

Entidad | Nuomero | Entidad | Numero | Entidad | Numero | Entidad | Numero
de casos de casos de casos de casos
Yucatan 3,982 Yucatan 2,050 Veracruz 7,531 Veracruz 5,041
Veracruz 996 Quintana- 897 Yucatan 3,157 Yucatan 2,497
Roo
Quintana- 683 Veracruz 651 Guerrero | 2,606 | Guerrero| 1,899
Roo
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En cuanto a grupos etarios y género, se observo lo siguiente:

La tabla 4 refiere los grupos etarios con mayor presencia de casos, tanto para FD, como para

FHD.

Tabla 4. Casos confirmados de FD y FHD por grupo etario en 2011y 2012.

Grupo | Porcentaje | Grupo | Porcentaje| Grupo | Porcentaje| Grupo | Porcentaje
etario etario etario etario
15-19 16.49% 15-19 16.92% 15-19 15.32% 15-19 16.00 %
anos
10-14 14.40% 20-24 13.45% 10-14 14.28 % 20-24 12.09%
anos
20-24 11.22% 25-29 10.41% 20-24 11.63% 10-14 10.54 %
anos
Grupos 57.99% Grupos 59.22% Grupos 58.75 % Grupos 61.35%
restantes restantes restantes restantes
La tabla 5 deja ver que género tiene mas presencia de FD y FHD.
Tabla 5. Casos confirmados de FD y FHD por género en 2011 y 2012.
Género | Porcentaje | Género | Porcentaje| Género | Porcentaje | Género | Porcentaje
Femenino 54% Femenino 50% Femenino 55% Femenino 50 %
Masculino 46% Masculino 50% Masculino 45 % Masculino 50 %

A través de la historia se ha observado que el dengue se presenta en brotes ciclicos y estan
asociados a los de DENV circulantes. Asimismo se ha visto que
independientemente de que pueden estar presentes hasta los cuatro serotipos de dengue,

existe predominancia de alguno de ellos al concentrar anualmente en promedio el 85% de
los aislamientos realizados (CONAVE, 2011).

serotipos

El periodo 1995 -1999 fue dominado por el DENV-3, sequido por el DENV-2 del 2000 al 2005
y desde el 2006 el serotipo predominante ha sido el DENV-1. El DEN-4 se ha presentado de
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manera aislada y hasta ahora sin significancia relevante en los brotes de este padecimiento.
En los ultimos seis afios, el seguimiento del serotipo viral muestra que el DENV1 ha
predominado, como ya se habia dicho con anterioridad. La tabla 6 muestra informacién mas
detallada sobre el sequimiento de los serotipos en los Ultimos cuatro afnos (CONAVE, 2011).

Tabla 6. Predominancia de serotipos virales de DENV de 2009-2011.

Ao Serotipo predominante Otros serotipos identificados
DENV-2 (491 casos), DENV-3 (2 casos en Jalisco)
2009* DENV-1 (2,390 casos) DENV-4 (1 caso en Chiapas)

DENV-2 (255 casos), DENV-3 (3 casos en Guerrero)
2010%* DENV-1 (2,340 casos) DENV-4 (8 casos en Chiapas y 1 en San Luis Potosi)

DENV-2 (582 casos), DENV-3 (1 caso en Quintana
2011%** DENV-1 (865 casos) Roo), DENV-4 (20 casos en Chiapas, 4 en Jaliscoy 1
en Oaxaca y Veracruz cada uno)

2012% % %% DENV-1 (2,833 casos) DENV-2 (2,663 casos), DENV-3 (g casos),
DENV-4 (74 casos)

*(InDRE, 2009), **(InDRE, 2010), ***(InDRE, 2011) , ****(InDRE, 2012)

Comparando los Ultimos dos afos, en el 2012 se observd un aumento de dos veces el
numero de casos confirmados por dengue total, siendo el porcentaje de variacion de 223.3
% y de casi tres veces de FHD con un porcentaje de variacion de 284.2 % con respecto al
2011.

Lo anterior puede explicarse por tres razones, la primera que hay mayor precision
diagnostica, la sequnda por un aumento de la transmision que se traduce en un aumento de
la positividad debido al cambio de circulacion de serotipos, y la tercera que un 16.4% de los
casos son confirmados por la prueba IgG, la cual indica casos que se reinfectan por diferente
serotipo, (InDRE, 2012).

3.3 Elvector
Como ya se menciono, los diferentes serotipos del DENV pertenecen a la familia Flavivirus y

se transmiten a los humanos mediante picaduras de mosquitos hembras hematofagas
infectadas del género Aedes (Aedes aegypti, Aedes albopictus, Aedes polynesiensis).
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En base al hecho de que los flavivirus son transmitidos entre hospederos vertebrados, por
mosquitos o garrapatas (artropodos), han sido nombrados “arbovirus” (Halstead, 2008;
Krauss, 2003)

El principal vector es la especie Aedes aegypty, este mosquito es una especie tropical y
subtropical ampliamente distribuida alrededor del mundo, especialmente entre las latitudes
35°N y 35°S (Secretaria de Salud, 2005; Mandell, 2006 2; OPS, 2010). Ellos descansan al
interior de las casas, principalmente en salas de estar y recamaras, lo que maximiza el
contacto vector-humano y minimiza la exposicion del vector a los insecticidas esparcidos en
el exterior, contribuyendo a la dificultad en el control del insecto. Las etapas inmaduras se
pueden criar en habitats cubiertos de agua, principalmente en recipientes artificiales
estrechamente asociados con viviendas humanas y a menudo bajo techo. Los huevecillos
sobreviven largos periodos y son resistentes a la desecacion. Una disposicion inadecuada de
la basura y las malas o nulas condiciones del servicio de drenaje, ambas consecuencia de una
urbanizacion mal planeada, pudieran resultar en una elevacion de la densidad poblacional de
los mosquitos, sobre todo en areas endémicas (Malavige et al., 2004).

Otras especies de moscos a considerar como vectores del virus del dengue son el Aedes
albopictus, Aedes polynesiensis y varias especies del complejo Aedes scutellaris, pero solo en
areas aisladas geograficamente y en circunstancias especiales (Halstead, 2008). Cabe
mencionar que en décadas recientes A. albopictus se ha propagado de Asia a Africa, las
Ameéricas y Europa, con la notable ayuda del comercio internacional de llantas usadas, en las
cuales se depositan los huevos cuando contienen agua de lluvia.

La poblacion de larvas de mosquitos se incrementa significativamente durante las épocas de
lluvia. Esta es la razén por la cual las epidemias de dengue tienden a coincidir con las
estaciones lluviosas. Ademas la temperatura ambiental y la humedad relativa afectan la
propagacion viral en los mosquitos; las tasas se elevan en climas parecidos a las épocas
lluviosas. Las temperaturas ambientales también afectan la fase aguda de viremia en los
mosquitos hembra, siendo mas cortos a temperaturas altas.

Después de que un mosco pica a un humano infectado, los virus del dengue entran al
mosquito adulto hembra. Los virus se replican inicialmente en el intestino medio, alcanzan la
hemolinfa, y entonces ganan acceso a diferentes tejidos del mosco. Después de la
replicacidn viral en las glandulas salivales, el mosco infectado puede transmitir el virus a otro
humano. Estudios ultraestructurales han demostrado particulas virales en el sistema
nervioso, glandulas salivales, intestino anterior y medio, tejido graso, células epidérmicas,
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ovario y revestimiento celular interno del mosquito. En contraste, el musculo, el intestino
grueso y los tubulos de Malpighi no tienen presencia de particulas virales.

Los mosquitos infectados tienen un tiempo de alimentacién mas largo. Esto contribuye a la
eficiencia del A. aegypti como vector del virus del dengue. Este incremento en los tiempos de
alimentacion, se debe a la infeccion por el virus, pues se afectan los érganos que controlan o
influyen en las actividades asociadas con la alimentacion.

Varios estudios sugieren la existencia de una transmision transovarica del virus del dengue,
permitiendo la propagacion del virus a la progenie. Este proceso actua como un reservorio
del virus durante periodos interepidémicos (sin ninguna participacion humana o de otro
hospedero vertebrado). La transmision sexual también se ha reportado dandose del macho
a lahembra, pero no de la forma contraria (Malavige et al., 2004).

3.3.1 Transmision viral

El ser humano es el principal hospedero del virus. El vector se infecta del virus del dengue
cuando pica a algun humano en etapa de viremia (etapa que dura en promedio cinco dias). El
virus que esta circulando en sangre es ingerido por los mosquitos hembra, e infecta el
intestino medio del mosquito, posteriormente hay propagacion sistémica durante un
periodo de 8 a 12 dias (periodo de incubacion extrinseco). Después el mosquito permanece
infeccioso durante el resto de su vida, razon por la cual el virus se transmite a otros seres
humanos durante la picadura y alimentacion subsiguiente del mosquito (Secretaria de Salud,
2005y OPS, 2010).

Existen varios factores que pueden influir en la dinamica de la transmision del virus, incluidos
factores ambientales y climaticos, interacciones entre hospederos y patogenos y factores
inmunologicos de la poblacion. Estos factores son determinantes en la epidemia de
enfermedades transmitidas por vector, (OPS, 2010).

3.4 Vigilancia Epidemioldgica
La vigilancia epidemioldgica es el estudio permanente y dinamico del estado de salud en la
poblacidn, su principal propdsito es presentar opciones que conlleven a la toma de

decisiones. Operativamente incluye la recopilacion, procesamiento y analisis de los dafos y
riesgos en salud. De acuerdo con la estructura del Sistema Nacional de Salud y de la
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Secretaria de Salud, corresponde a la Direccion General Adjunta de Epidemiologia coordinar
la elaboracion de las normas y procedimientos para la vigilancia epidemioldgica de dengue
en México (INDRE/SINAVE, 2008).

3.4.1 Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica

El SINAVE capta, registra y analiza los datos de morbilidad, mortalidad, dafos y riesgos en
salud (en este caso especificamente para dengue) a través del Sistema Unico de Informacion
para la Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE).

3.4.2 Definiciones operacionales de caso

Para propositos de la vigilancia epidemioldgica, se han elaborado definiciones operacionales
de caso para poder unificar los criterios para la deteccion, notificacion y clasificacion de los
casos de dengue. Estas definiciones se caracterizan por tener elevada sensibilidad pues se
requiere detectar la mayoria de los casos a través de los signos y sintomas mas frecuentes de
la enfermedad y de pruebas de tamizaje (INDRE/SINAVE, 2008 y CONAVE, 2011).

La confirmacion del diagndstico esta dada por los estudios de laboratorio, por lo que es
fundamental contar con los resultados Vvirologicos, seroldogicos y de gabinete
correspondientes para el adecuado seguimiento del caso hasta su clasificacion final
(InDRE7SINAVE, 2008).

Caso Sospechoso de Fiebre por Dengue: Toda persona de cualquier edad que resida
o proceda de una region en la que haya transmision de la enfermedad y que presente
cuadro febril inespecifico o compatible con infeccion viral.

Caso Probable de Fiebre por Dengue: Todo caso sospechoso que presente fiebre y
dos o mas de las siguientes caracteristicas: cefalea, mialgias, artralgias, exantema o
dolor retroocular. En menores de 5 afios, el Unico signo a considerar puede ser la
fiebre.

Caso Confirmado de Fiebre por Dengue: Todo caso probable en el que se confirme
infeccidn reciente por denguevirus mediante técnicas de laboratorio, o que esté
asociado epidemioldgicamente a otro caso confirmado y no se disponga de resultado
de laboratorio.
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Caso Probable de Fiebre Hemorragica por Dengue: Toda persona que ademas de
un cuadro probable de Fiebre por Dengue desarrolle fiebre y una o mas de las
siguientes caracteristicas: datos de fuga de plasma (ascitis, derrame pleural, edema,
hipoalbuminemia); o datos de fragilidad capilar (petequias, equimosis, hematomas);
o hemorragias a cualquier nivel (gingivorragia, hematemesis, metrorragia); o
trombocitopenia menor a 200 mil plaquetas por mL3 o hemoconcentracién con uno o
mas de los siguientes datos: incremento del hematocrito (Hto) 20% o mas en la fase
aguda; decremento del Hto en 20% después del tratamiento; tendencia del Hto en
muestras  secuenciales  (por ejemplo, 40, 43, 45  etc); relacion
hematocrito/hemoglobina (Hto/Hb): sugestivo 3.2 a 3.4, indicativo 3.5 o mayor; o
hipoalbuminemia.

Caso Confirmado de Fiebre Hemorragica por Dengue: Toda persona con un cuadro
probable de Fiebre Hemorragica por Dengue confirmado por laboratorio que,
ademas, presente lo siguiente:

Datos de fuga de plasma evidenciada por cualquiera de los siguientes:
CLINICA: Edema, piel moteada, ascitis o derrame pleural
LABORATORIO: Medicion de la hemoglobina y el hematocrito,
elevacion en 20% en etapa aguda, disminucion de 20% en etapa de
convalecencia, o elevacion del hematocrito o la hemoglobina en

forma secuencial (a partir del tercer dia) o hipoalbuminemia.

GABINETE: Ultrasonido (liquido perivisceral y en cavidad abdominal
o toracica) y radiologia (derrame pleural o ascitis).

Mas uno de los siguientes datos:

Evidencia de fragilidad capilar: prueba de torniquete positiva (a partir
del tercer dia); (petequias, equimosis, hematomas, etc.)

Trombocitopenia menor de 100 mil plaquetas por mL?

Caso Probable de Sindrome de Choque por Dengue: Toda persona con cuadro
probable de FD o FHD y que presente sUbitamente datos de insuficiencia circulatoria
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(pulso rapido y débil, extremidades frias); alteraciones en el estado de conciencia
(confusion mental); tension arterial disminuida o reduccion en la tension diferencial
sistolica-diastdlica menor a 20 mm/Hg, ejemplo 90/80 o 80/70, etc.; o bien, estado de
choque profundo.

Caso Confirmado de Sindrome de Choque por Dengue: Todo caso probable de SCD
en el que se confirme infeccion reciente por dengue mediante técnicas de
laboratorio.

3.4.3 Vigilancia Viroldgica

Una parte importante de la vigilancia epidemioldgica de dengue es la vigilancia viroldgica, la
cual analiza la distribucion anual de los diferentes serotipos de DENV. Esto permite
identificar serotipos asociados a cuadros de mayor severidad o predecir la posible variacion
ciclica de estos serotipos y, por tanto, el aumento de la susceptibilidad y el mayor impacto
de la enfermedad (Vazquez, 2011).

Esta vigilancia viroldgica la lleva a cabo el INDRE, operando de la siguiente manera: todos los
LESP enviaran los dias martes la base nominal completa acumulada de datos en formato
electronico. La base sera procesada por el INDRE para realizar la seleccion aleatoria de las
muestras que seran solicitadas. Durante la semana posterior a la recepcion de la base
electronica se informara a los LESP, via correo electronico, la relacion de muestras que
deberdn enviar y la fecha en que deberan realizar el envio.

En el caso de FD el INDRE seleccionara el 10% de las muestras positivas a NS1, para FHD se
seleccionara el 100% de las muestras positivas a NS1, que seran procesadas para aislamiento
viral. Ademas de aislamiento viral, en todas las formas graves y en casos de extrema
urgencia de FHD el INDRE realizara RT-PCR.

Por otra parte para la evaluacion del nuevo algoritmo el INDRE también realizara la seleccion
aleatoria del 10% de las muestras negativas (para IgM, IgG o NS1), que les seran solicitadas
dos semanas después a la recepcidn de la base nominal. (InDRE, 2008)

3.5 Caracteristicas clinicas de la enfermedad

La infeccion con el virus de dengue (DENV) puede resultar como una infeccion subclinica,
con fiebre indiferenciada, pasando por un cuadro febril parecido a influenza conocido como
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fiebre por dengue, hasta manifestacion severa con presencia de hemorragias, denominadas
fiebre hemorragica por dengue, o evolucionar hacia un sindrome de choque por dengue.

La infeccion por dengue es una enfermedad sistémica y dinamica. Presenta un amplio
espectro clinico que incluye manifestaciones clinicas graves y no graves.

Después del periodo de incubacion, la enfermedad comienza abruptamente y le siguen tres
fases de evolucion: la febril, la critica y la de convalecencia (figura ).

Dias de enfermedad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-407

Temperatura

- N

Deshidratacicn Reabsarcion de la

. . sobrecarga de liquidos
Problemas clinicos potenciales

Deterioro de drganos

Plaquetas

Cambios de laboraiorio

Hematocrito

L . Viremia
Serologia y virologia

Curso de la enfermedad del dengue: Febril ~ Critica Fases de convalecencia

Figura 4. Fases de evolucién del dengue y su espectro clinico.
Tomado de: (OPS, 2010)

A pesar de la complejidad de las manifestaciones que esta enfermedad genera, si se actva
correcta y oportunamente se pueden salvar muchas vidas, ya que el manejo es sencillo y
econdmico. Detectar infecciones en etapas tempranas y llevar un seqguimiento de las
manifestaciones clinicas en cada fase de la enfermedad es de suma importancia para
mantener controlados los casos y llegar a un buen final clinico.
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3.5.1 Fases de la enfermedad

Fase febril: El desarrollo de fiebre alta, de manera abrupta, es comun. La fase febril dura de
2 a 7 dias y puede acompaiarse de rubor facial, eritema de la piel, dolor corporal
generalizado, mialgias, artralgias y cefalea. Puede presentarse dolor de garganta, faringe
dilatada por agrandamiento de sus vasos sanguineos e inyeccion conjuntival (ojos
enrojecidos), asi como anorexia, nduseas y vomito.

Los estadios tempranos de esta fase, son dificiles de diferenciar clinicamente de otras
enfermedades febriles sin relacion alguna con el dengue. Si la prueba del torniquete en esta
fase resulta positiva, aumentan las probabilidades de que sea dengue.

Pudieran presentarse manifestaciones hemorragicas leves (petequias y sangrado de
mucosas por ejemplo, nasal y de las encias). El sangrado vaginal masivo (mujeres en edad
fértil) y el sangrado gastrointestinal pueden ocurrir en esta fase, pero no es comun. El higado
a menudo esta aumentado de tamafio y blando después de algunos dias de fiebre. Las
anormalidades se empiezan a manifestar en el cuadro hematico, observandose una
reduccion progresiva del numero total de glébulos blancos.

Fase critica: Esta fase inicia cuando la fiebre disminuye, que baja alrededor de los 37.5 °C, 38
°C o menos y permanece por debajo de este valor (usualmente en los dias 3 a 7 de la
enfermedad). En este momento pudiera presentarse un aumento en la permeabilidad
capilar, y en los valores del hematocrito. La extravasacion de plasma dura generalmente
entre 24 y 48 horas, sequido de una leucopenia progresiva y la disminucion del numero de
plaquetas. Los pacientes que no presentan aumento de la permeabilidad capilar mejoran,
mientras que los que tienen un aumento de la permeabilidad capilar pueden empeorar como
resultado de la pérdida del volumen plasmatico.

Cuando hay una perdida critica del volumen plasmatico debida a la extravasacion, puede
presentarse un choque. Durante un choque prolongado se presenta hipoperfusion,
resultando en deterioro organico progresivo, acidosis metabdlica y coagulacion
intravascular diseminada, que a su vez lleva a una hemorragia seria que hace que el
hematocrito disminuya, ya no se presenta leucopenia, sino que el numero total de glébulos
blancos puede aumentar en los pacientes con sangrado grave.

Fase de recuperacion: Si el paciente sobrevive a la fase critica, en las siguientes 48 a 72 horas
tiene lugar una reabsorcion gradual de los liquidos del compartimiento extravascular. Mejora

el bienestar general, regresa el apetito, disminuyen los sintomas gastrointestinales, se
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estabiliza el estado hemodinamico y se presenta diuresis. El hematocrito se estabiliza o
puede ser menor debido al efecto de dilucidon de los liquidos reabsorbidos. El conteo de
leucocitos generalmente comienza a subir inmediatamente después de la disminucion de la
fiebre, aunque la recuperacion del nimero de plaguetas generalmente es posterior al del
numero de leucocitos.

3.6 Analisis de riesgo biologico

La evaluacion del riesgo bioldgico es de suma importancia para la bioseguridad en el
laboratorio. Existen muchas herramientas para ayudar a evaluar el riesgo que implica un
procedimiento o un experimento determinado, pero el componente mas importante es el
juicio profesional.

Las evaluaciones del riesgo deben ser efectuadas por las personas que mejor conozcan las
caracteristicas particulares de los organismos con los que se va a trabajar, el equipo y los
procedimientos que van a emplearse, los modelos animales que pueden utilizarse y el
equipo y los medios de contencion disponibles.

Una de las herramientas mas Utiles de que se dispone para llevar a cabo una evaluacion del
riesgo microbioldgico es la asignacidn de los agentes microbioldgicos a uno de los grupos de
riesgo, pero esto no basta, es necesario tener en cuenta otros factores como la
patogenicidad, la via natural de infeccion, ademas de otras vias de infeccion derivadas de
manipulaciones en el laboratorio (parenteral, aérea, por ingestion), la estabilidad del agente
en el ambiente, la concentracion del agente y el volumen del material concentrado que va a
manipularse, la presencia de un hospedero apropiado (personas o animales) y la
disponibilidad local de intervenciones profilacticas o terapéuticas eficaces, entre otras
(OMS, 2005).

Sobre la base de la informacidn obtenida durante la evaluacidn de riesgos, se podra asignar
un nivel de bioseguridad al trabajo previsto, seleccionar el equipo de proteccion apropiado
para el personal, y elaborar procedimientos normalizados de trabajo que incorporen otras
intervenciones de seguridad con el fin de velar por la maxima seguridad en la realizacion del
trabajo.

Las muestras que se procesaran durante el trabajo de esta tesis son sueros de pacientes
potencialmente infectados con algun serotipo del virus del dengue. No obstante estas
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muestras son fuente de riesgo, ya que pueden contener otros microorganismos infecciosos.
Son muestras clinicas o epidemioldgicas para las que se dispone de informacidn limitada,
por lo que conviene que la manipulacidn de las muestras se realice con prudencia.

Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC), designan a los Dengue Virus como
microorganismos infecciosos del Grupo 2 de riesgo de la OMS (Centers for Disease Control
and Prevention, 2009), este grupo representa riesgo individual moderado y riesgo
poblacional bajo. Los agentes patdgenos designados a este grupo de riesgo, pueden
provocar enfermedades humanas o animales pero tienen pocas probabilidades de entraiar
un riesgo grave para el personal de laboratorio, la poblacion, el ganado o el medio ambiente.
Las rutas de transmisidon incluyen la existencia de alguna lesidn cutanea, ingestion y
exposicion de membranas mucosas. El contacto en el laboratorio puede provocar una
infeccion grave, pero existen medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo de
propagacion es limitado.

Por lo anterior las instalaciones requeridas para trabajar corresponden a las de un
Laboratorio de nivel 2 de bioseguridad, las cuales son cubiertas por el LCE.

Las principales exigencias de este tipo de laboratorio, son:

Acceso limitado

Simbolos de riesgo bioldgico

Técnicas microbioldgicas apropiadas

Precaucion con los punzocortantes

Manuales que especifiquen cualquier método de descontaminacion y desecho de

Residuos Peligrosos Bioldgicos Infecciosos (RPBI).

Politicas de Vigilancia Médica

Barreras de contencion primaria y equipo de proteccion personal:
Cabinas de Bioseguridad u otros dispositivos fisicos usados para la
manipulacion de agentes infecciosos que generan salpicaduras y aerosoles.
Equipo de Proteccion Primaria: batas de laboratorio, guantes, cubre bocas y
lentes de seguridad.

Barreras de contencion secundaria

Bancos de laboratorio, una tarja y una autoclave.

La desinfeccion del laboratorio implica tratamiento de las superficies con un desinfectante
eficiente como es el etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 5%. La desinfeccion de cabinas de
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seqguridad bioldgica, se realiza con luz UV por quince minutos y posterior a esta desinfectar
con etanol al 70%, antes y después de utilizarla.

Los desechos que se generan, en su mayoria corresponden a materiales RPBI que se
clasifican dentro del grupo de los no anatdmicos solidos, por lo que son colocados en bolsa
roja.

Existen residuos liquidos potencialmente infectantes que son colocados en un recipiente con
cloro, donde se inactivan por 24 hrs para su posterior desecho al drenaje.

Los materiales reutilizables, son inactivados con etanol o hipoclorito, lavados y preparados
para su posterior esterilizacion.

Los residuos que no estan contaminados con agentes peligrosos, pueden ir a la basura
municipal en bolsa negra o verde (en el caso del IMSS).

3.7 Diagnostico por Laboratorio

Poder realizar un diagndstico oportuno y eficaz del dengue es de suma importancia para la
atencion clinica, pues implica la deteccidon temprana de casos graves, la confirmacion de
casos y el diagnostico diferencial con otros padecimientos infecciosos, actividades de
vigilancia y control de brotes.

Existen diversos examenes de laboratorio Utiles para confirmar la infeccion por el virus del
dengue y pueden ser, el aislamiento del virus, la deteccion del acido nucleico viral, de
antigenos y de anticuerpos (Guzman, 2004 y OPS, 2010). La utilizacion de cada uno de ellos
dependerd de la finalidad con la que se hacen las pruebas, el tipo de laboratorio, la
capacitacion técnica del personal y los costos.

La accesibilidad de cada una de las pruebas es variable; en general las técnicas con elevada
sensibilidad y especificidad requieren de experiencia y capacitacion técnica y de tecnologias
mas complejas, haciéndolas menos accesibles en comparacion con las de menor sensibilidad
y especificidad, ya que al sacrificar estos parametros ofrecen gran accesibilidad, al ser de
mayor rapidez y facil aplicacion.

Como lo muestra la figura 5, podemos clasificar las técnicas en directas e indirectas: las
primeras corresponden a aquellas que detectan al virus mismo (aislamiento viral, el acido
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nucleico o algun antigeno), mientras que las sequndas son las que detectan la respuesta que

el virus genero en el hospedero, que implica la deteccion de anticuerpos. Existe una relacion

inversa entre la accesibilidad de la prueba y la confianza en los resultados.

METODOS DIRECTOS

METODOS INDIRECTOS

ey fy ) '.I_ [ "y
_g;}% & & -l q‘é’
f})'f:t . R . 'l\\
Aislamiento Deteccién Deteccién Serologia Serologia
del virus del genoma de NS1 IgM 19G

LCONFIANZA

Figura 5. Comparacion de las pruebas diagndsticas de acuerdo a su

accesibilidad y confianza.
Tomado de: (OPS. 2010)

Las técnicas de laboratorio para la deteccidon de infecciones por el virus de dengue, se

determinan dependiendo del tiempo de iniciada la fiebre.

Un mosquito infectado al alimentarse, inyecta su saliva infestada del virus a un hospedero,

supongamos un humano. El periodo de incubacion dura de tres a siete dias (antes de que se

inicie la fiebre). El virus se adhiere y replica en las células dendriticas de la piel, sigue

replicando y se disemina a distintos drganos linfoides del cuerpo, produciéndose una viremia

aproximadamente en los tres a cinco dias posteriores a la inoculacidon y que puede durar

otros cuatro a cinco dias. Asi mismo el inicio de la fiebre y otros sintomas ocurren 24 horas

después del comienzo de la viremia y dura aproximadamente de 4-5 dias, sequida del cese

de lafiebre.

En este periodo el virus y el antigeno viral pueden ser detectados en el suero. Los métodos

empleados son:

Métodos virologicos: Utiles para aislar el virus, asi como para identificar su

serotipo.
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Cultivo celular: se utilizan células de mosquitos [C6/36 (A. albopictus), AP61 (A.
pseudoscutellaris)] y en células de mamifero [Vero (riidn de mono verde),
BHK?21 (rifndn de hamster)].

Biologia molecular: se emplean las técnicas de RT-PCR en tiempo real.

Métodos inmunoenzimaticos: de utilidad debido a las altas concentraciones de
antigeno viral NS1 durante la fase aguda de la enfermedad.

ELISA: no determina el serotipo viral, solo si es infeccion por algun DENV.

Después del sexto dia de iniciada la fiebre se pueden detectar anticuerpos, para lo cual se

utilizan métodos seroldgicos de diagnostico, que corresponde al ensayo de ELISA de

captura. Aqui es importante diferenciar que la respuesta de anticuerpos generada, difiere

segun el estado inmunitario del individuo, generandose asi una infeccion primaria o una del

tipo secundaria.

Infeccion primaria: En personas que no han estado infectadas con el virus del dengue
o que no han sido infectadas o inmunizadas con algun otro flavivirus, la respuesta
que generan es del tipo primaria y humoral. Los anticuerpos IgM son el primer isotipo
de inmunoglobulinas que aparecen. El aumento es lento, y es posible detectarlo
desde el tercer dia posterior al inicio de la fiebre en un 5o% de los pacientes. Al quinto
dia se detecta en el 80% de los individuos, y al décimo en un 9o% de ellos. El pico
maximo se logra ver a los quince dias y decae a niveles no detectables en los
siguientes dos o tres meses. Los anticuerpos IgG se pueden detectar al final de la
primera semana en titulos bajos y aumentan lentamente desde entonces, son
detectables varios meses después o incluso de por vida.

Infeccion secundaria: La respuesta secundaria se presenta en individuos que habian
estado expuestos a uno o mas flavivirus, ya sea por infeccidn natural o por
inmunizacion. La inmunidad homologa contra el mismo serotipo de DENV es de por
vida, existe un periodo corto de proteccion cruzada frente a otros DENV u otros
flavivirus, pero una vez terminado este periodo, la posibilidad de infectarse es alta
(Endy,T,. [et.al], 2008).

El primer isotipo en aparecer es el IgG, se puede detectar desde etapas febriles, se

incrementa rapidamente y es generado por la respuesta inmune de memoria o
anamnésica, estos anticuerpos perduran por 10 meses o inclusive de por vida. A la
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par, se genera una respuesta inmune primaria, generada por los nuevos epitopos del
virus, clonas virgenes son estimuladas por estos epitopos y se generan anticuerpos
del tipo IgM. La magnitud de la respuesta estda condicionada al numero de
epitopos nuevos que se reconozcan y generalmente siempre resulta menor la
cantidad de IgM generada en una respuesta secundaria.

La sintomatologia del dengue es muy variable, muchos de los sintomas son
inespecificos, por lo cual no se puede confiar solo en un diagndstico basado en la
clinica. Realizar un diagnostico temprano por laboratorio es importantisimo, pues
hay pacientes que evolucionan rapidamente de formas leves a graves.

3.7.1 Implementacion del algoritmo diagnoéstico por laboratorio para FD y FHD.

La necesidad de mejorar el diagndstico oportuno del dengue, llevd al Instituto de
Diagndstico y Referencia Epidemioldgica (INDRE) a desarrollar un nuevo algoritmo de
diagnostico en el que se incluyd una combinacion de todas las técnicas antes mencionadas.
Este nuevo algoritmo fue propuesto y consensuado en distintas reuniones entre los
laboratorios de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica (RNLSP) y el InDRE.

La implementacidn de este nuevo algoritmo derivé de dos necesidades basicas: la primera,
la de mejorar el porcentaje de casos confirmados por laboratorio, con respecto de los casos
probables utilizando una sola muestra, y la sequnda, la de aumentar la vigilancia viroldgica
en el pais. Finalmente la solicitud por parte del INDRE a la RNLSP, fue iniciar la
implementacion a partir del mes de abril de 2008 (InDRE, 2008).

Particularmente la inclusion al algoritmo diagndstico de la técnica de deteccion del antigeno
NSz, reside en que se buscaban técnicas diferentes a la busqueda de anticuerpos en la fase
aguda de la enfermedad. La glicoproteina NS1 es producida por todos los flavivirus en
grandes cantidades, tanto en infecciones primarias como en secundarias (Shu & Huang,
2004; Thomas et al., 2010; Alcon et al., 2002). Esta proteina de tipo no estructural, interviene
en procesos de replicacion viral, por lo cual se encuentra en niveles elevados en los primeros
dias de la enfermedad (1-5 dias después de iniciada la fiebre), lo que resulta ventajoso para
realizar un diagnostico temprano y para utilizarlo como un marcador de viremia. También se
ha observado que elevados niveles de NS1 se correlacionan con desarrollo de FHD, asi
mismo se ha visto que es mas comun encontrar niveles altos de esta proteina en pacientes
con FHD, que en aquellos con FD (Guzman & Kouri, 2004; Alcon et al., 2002; Thomas et al.,
2010; Shu & Huang, 2004; Pawitan, 2011).
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Desde el afo 2000 se han hecho pruebas del rendimiento y utilidad de la técnica para
deteccion de antigenos NS1 por ELISA (Guzman & Kouri, 2004). A finales del afio 2006
aparecio una alternativa en formato de ELISA mas facil, rapida y oportuna para aplicar en los
primeros dias. Esta prueba tiene reportada una sensibilidad entre el 80-100% dependiendo
del serotipo que haya sido el infectante y una especificidad de 100% .(InDRE, 2008)

Es entonces que esta prueba se considerd para utilizarse en el nuevo algoritmo y a pesar de
que por si misma la prueba no detecta serotipos virales, es de gran utilidad ya que favorece
la deteccion temprana de la enfermedad y sirve como punto de partida para tamizar
aquellas muestras que son idoneas para identificar el serotipo viral.

La Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-2010, para la vigilancia epidemioldgica,
prevencion y control de las enfermedades transmitidas por vector, establece en su numeral
7.12.2 los procedimientos para el diagndstico del dengue. Este numeral explica
detalladamente, desde la toma de muestra, el procesamiento y manejo de la misma, asi
como el algoritmo diagndstico por laboratorio de FD y FHD.

La muestra obtenida debe ser sangre, (5 mL aproximadamente), que serd procesada para
separar el suero (2.5 mL aprox.) y enviarlo al laboratorio correspondiente para el ensayo. Es
importante que desde la toma, hasta su llegada al laboratorio se mantenga en refrigeracion
(4-5°C). Asi mismo, la muestra debe venir acompainada del formato Unico de envio de
muestras o del formato de estudio de caso de FD y FHD.

Teniendo la muestra, se establece el numero de dias desde el inicio de la fiebre, hasta la
toma de muestra y se inicia el algoritmo dependiendo de este nUmero (diagrama 1, anexo

13.1):

e Para muestras de o-5 dias. Las técnicas alternativas para descartar o confirmar un
caso probable son:
% Determinacion del antigeno NSa.
Positiva. Se confirma caso
Dudosa. Se repite por duplicado para la misma prueba. Si vuelve a
resultar dudosa, pasa a la siguiente determinacion.
Negativa. Se procede como se indica a continuacion.

% Determinacion de IgM por ELISA, Unicamente para las muestras que
tengan entre 4-5 dias de haber iniciado la fiebre.
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L)

Positiva. Se confirma caso.

Dudosa. Se repite por duplicado para la misma prueba. Si vuelve a
resultar dudosa, pasa a la siguiente determinacion.

Negativa. Se procede con la siguiente determinacion.

Determinaciéon de 1gG por ELISA. Unicamente para muestras que
estén entre 0-3 dias después del inicio de los sintomas.

Positiva. Se confirma caso.

Dudosa. Se repite por duplicado para la misma prueba. Si vuelve a
resultar dudosa, se debe enviar al INDRE para referencia.

Negativa. Una muestra negativa a las tres pruebas previas se
considera negativa a dengue y se continta con el diagndstico
diferencial para EFE (Enfermedades Febriles y Exantematicas o
Leptospira, Rickettsias, Hantavirus (en caso de signos hemorragicos).
Ante casos de fiebre icterohemorragica y viajeros de zona endémica se
sugiere realizar diagnostico diferencial para Fiebre Amarilla.

Para muestras de mas de 6 dias. Se inicia el procedimiento con:

*
L X4

Determinacion de IgM por ELISA

Positiva. Se confirma caso.

Dudosa. Se repite por duplicado para la misma prueba. Si vuelve a
resultar dudosa, pasa a la siguiente determinacion.

Negativa. Se procede con la siguiente determinacion.

Determinacion de IgG por ELISA.

Positiva. Se confirma caso.

Dudosa. Se repite por duplicado para la misma prueba. Si vuelve a
resultar dudosa, pasa a la siguiente determinacion.

Negativa. Se procede con la siguiente determinacion. Se procede con
la siguiente determinacion. Una muestra negativa a las tres pruebas
previas se considera negativa a dengue y se continda con el
diagndstico diferencial para EFE o Leptospira, Rickettsias, Hantavirus
(en caso de signos hemorragicos). Ante casos de fiebre
icterohemorragica y viajeros de zona endémica se sugiere realizar
diagndstico  diferencial para fiebre amarilla.
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La vigilancia viroldgica para identificar los serotipos circulantes se debe hacer
mediante:

R

% Aislamiento viral

RO

% Entodas las formas graves de FD y FHD se debe realizar RT-PCR

3.7.1.1 Implementacion del Algoritmo Diagndstico por Laboratorio de FDy FHD en el
IMSS

Los Laboratorios Clinicos del IMSS cuentan con una modalidad de “Servicio Integral de
Pruebas de Laboratorio” para poder solicitar diferentes ensayos que se encuentran
enmarcados en diversas partidas. Esta modalidad incluye la instalacion de equipos,
mantenimiento preventivo y correctivo de los equipos y la dotacion de insumos y controles
de calidad.

El catdlogo de Servicios Integrales tiene incluidos ensayos que se pueden utilizar para el
diagnostico de varios padecimientos sujetos a vigilancia epidemioldgica como dengue, VIH,
tuberculosis, rotavirus, enfermedades bacterianas invasivas, sarampidn, rubéola, tos ferina,
chagas, hepatitis.

El IMSS particularmente el LCE de CMN “La Raza” cuenta con la infraestructura y capacidad
humana para iniciar el diagnostico del dengue. En septiembre del 2011 se ejecutd por vez
primera el algoritmo diagndstico por laboratorio de FD y FHD, del SINAVE, bajos los
lineamientos del INDRE, que segun el marco juridico vigente, la NOM-017-SSA2-2012. Para
la vigilancia epidemioldgica; es la Unica institucion con la capacidad de reconocer la
competencia técnica de los laboratorios que participan en la vigilancia epidemioldgica. El
apego a los lineamientos del INDRE, permitira que los resultados emitidos por los
laboratorios clinicos del IMSS se vean reflejados en el SINAVE.

El proceso general de las muestras que arriban al LCE es el siguiente:

e Recepcion de muestras: En el LCE se cuenta con un area de recepcion de muestras,
dentro de la cual se reciben las muestras provenientes de toda la Republica
Mexicana. En particular, las muestras de dengue deben cumplir con ciertos
requerimientos que implican tanto la documentacion pertinente y el embalaje, asi
como de las caracteristicas fisicas y el estado de esta.
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e (Caracteristicas de documentacion. Los documentos que deben acompanar la
muestra son:

>

X/
*

Oficio de solicitud de prueba

L)

>

X/
*

Relacion de las muestras

L)

>

X/
*

Formato Unico de envio de muestra bioldgica

L)

>

X/
*

Tener el historial clinico de cada paciente

L)

>

X/
*

Que cumpla con los dias de transito (7 dias)

L)

e Caracteristicas de empaque:

X/
X4

L)

Deben venir en un empaque secundario (caja de carton), bien sellada.

X/
X4

L)

Cumplir con la red fria (en hielera, con refrigerantes o hielo seco).

X/
X4

L)

El recipiente o empaque primario debe ser un tubo de 10-15 mL aprox.

>

7/
*

Este tubo que contiene a la muestra, debe estar herméticamente cerrado y

L)

rotulado.

e Caracteristicas fisicas:

% La muestra debe ser suero (Se debe enviar el suero ya separado del paquete
globular).

% En cantidad suficiente (2-3 mL), contenido en un tubo de 10-15 mL, bien sellado.

% No debe presentar lipemia, hemolisis, estar ictérica o contaminada con
crecimiento bacteriano u otros artefactos.

Toda muestra que no cumpla estrictamente con cada uno de estos requerimientos sera
rechazada.

e Foliado y clasificacion de muestras: Se asigna folio interno a toda muestra que arribe
al LCE, independientemente que sea aceptada o no; las muestras se dan de alta en
una base de datos para Dengue, y de acuerdo al historial clinico, donde se debe
especificar la fecha de inicio de la fiebre y la fecha de toma de la muestra son
clasificadas en dos grupos (muestras cuya ELISA inicial sera la determinacion de NSa
0 muestras que tendran como ELISA inicial la determinacion de anticuerpos IgM).

e Inicio del algoritmo: Las muestras entran al algoritmo y la prueba inicial
correspondiente esta dada segun la clasificacion asignada anteriormente. Por lo
anterior la prueba inicial puede ser ELISA NS1 6 ELISA IgM, y de ahi segun los
resultados obtenidos pasara a qRT-PCR o a ELISA IgG.
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El LCE ya contaba con la infraestructura para realizar diagndstico molecular de influenza y
para su maximo aprovechamiento se ha integrado a su marco analitico el ensayo
confirmatorio de dengue por esta misma técnica. Todas las muestras que resultan positivas
a la determinacion del antigeno viral NS1 por ELISA son procesadas por qRT-PCR, esta
prueba también requiere de suero para su realizacion y es de utilidad para identificar los
serotipos circulantes y tener asi informacion para hacer el seguimiento sobre la vigilancia
virologica.

3.8 Verificacion de la metodologia analitica del Algoritmo Diagndstico por Laboratorio
de FDy FHD.

3.8.1 Requisitos de la gestion de calidad

La Gestion de Calidad se vale de ciertos requisitos, (Instiuto Mexicano de Normalizacion y
Certificacion, 2006) como son:

La Organizacion

Sistema de gestion

Control de documentos

Revision de los pedidos, ofertas y contratos
Subcontratacion de ensayos y calibraciones
Compras de servicios y suministros

Servicio al cliente

Quejas

Control de trabajos de ensayos o de calibraciones no conformes
Mejora

Acciones correctivas

Acciones preventivas

Control de registros

Auditorias internas

Revisiones por la direccion

El laboratorio debe establecer, implementar y mantener un sistema de gestion apropiado al
alcance de sus actividades. Debe documentar sus politicas, sistemas, programas,
procedimientos e instrucciones tanto como sea necesario para asegurar la calidad de los
resultados de los ensayos o calibraciones. La documentacion del sistema debe ser
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comunicada al personal pertinente, debe ser comprendida por él, debe estar a su disposicion
y debe ser implementada por él.

Todo lo anterior se esta implementado en el LCE, asi mismo es necesario cumplir con
ciertos requisitos técnicos. Muchos factores determinan la exactitud y la confiabilidad de los
ensayos o de las calibraciones realizadas por un laboratorio. Estos factores incluyen
elementos provenientes de:

Los factores humanos

Las instalaciones y condiciones ambientales

Los métodos de ensayo y de calibracion, y de la validacion de los métodos
De los equipos

De la trazabilidad de las mediciones

Del muestreo

De la manipulacion de los items de ensayo y de calibracion

El grado con el que estos factores contribuyen a la incertidumbre total de la medicion difiere
considerablemente segun los ensayos y tipos de ensayos. El laboratorio debe tener en
cuenta estos factores al desarrollar los métodos y procedimientos de ensayo y de
calibracion, en la formacion y calificacion del personal, asi como de la seleccion y calibracion
de los equipos utilizados.

3.8.2 Validacion y verificacion de métodos analiticos

Dentro de toda esta amplia gama de factores, la validacion y/o verificacion de métodos
analiticos es lo que nos atane en el presente trabajo. Segun la NMX-EC-17025-IMNC-2006.
Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo y de calibracidn,
(Instivto Mexicano de Normalizacion y Certificacion, 2006) un laboratorio debe aplicar
métodos y procedimientos adecuados para todos los ensayos dentro de su alcance. Estos
métodos deben satisfacer las necesidades del cliente y ser apropiados para los ensayos o
calibraciones que realiza. Se deben utilizar preferentemente métodos publicados como
normas internacionales, regionales o nacionales, por organizaciones técnicas reconocidas, o
en libros o revistas cientificas especializados, o especificados por el fabricante del equipo y
son conocidos como métodos normalizados. En caso de que se utilicen métodos
desarrollados por el laboratorio, o métodos normalizados empleados fuera del alcance
previsto estos deben ser deben ser validados.
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Una validacion es la confirmacidn, a través del examen y el aporte de evidencias objetivas,
de que se cumplen los requisitos particulares para un uso especifico previsto. Se deben
validar los métodos desarrollados por el laboratorio y todos los métodos no normalizados
(En el LCE, para el diagnostico de dengue, se utilizan métodos del tipo normalizados,
métodos ya verificados, especificados por el fabricante y son los que han sido aceptados por
el InDRE.

Una verificacion implica, mediante la aportacion de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos especificados para un método. La verificacion consiste en evaluar el
desempeiio del método para demostrar que cumple con los requerimientos para el uso
previsto, que fueron especificados como resultado de su validacién. El LCE ha generado
protocolos de verificacion de los ELISAS para NSz, IgG e IgM, estos métodos dentro de la
clasificacion segun su propdsito analitico, estan encaminados a establecer la presencia de un
analito a un limite.

El sistema de gestion del LCE esta basado en la NMX -EC-15189-IMNC-2008. Laboratorios
Clinicos — Requisitos particulares para la calidad y competencia, (IMNC, 2008), y con el
objetivo de dar cumplimiento al numeral 5.5.2, del capitulo 5 (donde se habla sobre los
procedimientos de examen y establece que: “los métodos y procedimientos seleccionados
para ser utilizados deben ser evaluados y comprobar que dan resultados satisfactorios antes
de iniciar su uso para examenes clinicos”), se han ejecutado los protocolos de verificacion
antes mencionados de los métodos de ensayo por serologia del diagnéstico de dengue.

3.8.2.2 Parametros de desempeiio

Para efectuar una validacion o en su defecto una verificacion se tienen que evaluar
diferentes parametros de desempeno del método; son las propiedades, caracteristicas o
capacidades cuantificables del método que indican su grado de calidad; incluyen: exactitud,
efecto de matriz, repetitibilidad, reproducibilidad, especificidad, limite de deteccion, limite
de cuantificacion, linealidad, intervalo analitico, sensibilidad, robustez. Son todas esas
caracteristicas relacionadas con los resultados obtenibles por el método (CENAM/EMA,
2008).

Los métodos analiticos se pueden clasificar de varias formas, de acuerdo a una funcion:

e Funcion de su estado normativo
+» Meétodos normalizados
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+* Meétodos no normalizados

Funcidn de la naturaleza de la respuesta analitica

RS

% Meétodos fisicos
*

R

% Métodos quimicos

R

% Métodos bioldgicos

Funcidn de la matriz

R

% Métodos de matriz quimica

RS

% Métodos de matriz bioldgica

Funcidn de su proposito analitico

% Métodos para cuantificar el analito (cantidad)

% Métodos para semicuantificar el analito (orden)
% Métodos para establecer la presencia del analito a un limite (mayor o menor)
% Métodos para identificar el analito (presente o ausente)

En los métodos analiticos del tipo limite (los que maneja el algoritmo de dengue), se

recomienda que los parametros de desempefo evaluados durante la verificacion sean los

siguientes:

Precision. Grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de ensayos,
utilizando una muestra homogénea, bajo condiciones establecidas vy
proporcionalidad del sistema.

Especificidad. Es la capacidad de determinar el analito inequivocamente en la
presencia de componentes los cuales se espera que estén presentes. ComUnmente
puede incluirimpurezas, degradantes, matriz, entre otros.

Selectividad. La habilidad de un método para determinar exactamente vy
especificamente el analito de interés en la presencia de otros componentes en la
matriz bajo condiciones establecidas de prueba.

Precision intermedia del método. Capacidad de un método de ser reproducido por

diferentes analistas en diferentes dias de analisis, manteniendo sus caracteristicas de
especificidad y sensibilidad.

41



Estabilidad analitica de la muestra. Estabilidad de una sefial dentro de la
metodologia analitica a diferentes condiciones

Estabilidad de la muestra. Estabilidad de un analito en una muestra antes de ser
procesada por el método.

Robustez. Capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado por pequenas
pero deliberadas variaciones en los parametros del método, provee una indicacion de
su confiabilidad en condiciones de uso normales.

Sensibilidad. Es la relacion entre la sefial obtenida de un sistema de medicion y la
correspondiente concentracion de analito, es decir, la pendiente de la funcion de
calibracion y no es sindonimo de limite de deteccion. Cuando la funcion de calibracion
es una recta, la sensibilidad analitica es constante en todo el intervalo de medida. Por
el contrario, con funciones de calibracion diferentes de la recta, la sensibilidad varia
en funcion de la concentracion del analito, (CENAM/EMA, 2008)

El parametro de sensibilidad, no es un requisito obligatorio para un método del tipo

limite, sin embargo aunque los métodos diagndsticos del algoritmo de dengue
pertenecen a esa clasificacion, en estas verificaciones se han evaluado.
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4 JUSTIFICACION

Las Enfermedades Transmitidas por Vector (ETV) representan un importante problema de
salud publica en México. En el pais la ETV mas importante es el dengue y es una arbovirosis
muy asociada al ambiente urbano doméstico, a los habitos de la poblaciony a la carencia de
servicios basicos como el suministro de agua, asi como la falta de recoleccion de basuray
deshechos de la vivienda. En el continente americano el dengue se considera la enfermedad
re-emergente mas importante y sus formas hemorragicas son cada vez de mayor relevancia,
debido al aumento progresivo en el niUmero de defunciones (Subsecretaria de Prevencion y
Promocion de la Salud, 2008).

El dengue constituye uno de los principales desafios para el control y la vigilancia
epidemioldgica en este siglo XXI. El reto principal para la prevencidn y control del dengue en
Meéxico es hacer mas eficientes las acciones anticipatorias para evitar la aparicion de brotes
y, en su caso, atenderlos de forma oportuna y evitar su dispersion. Es por eso que a partir del
2008 un nuevo y mejorado algoritmo para el diagndstico de dengue se puso en marcha a
nivel nacional, segun las especificaciones del InDRE.

En el IMSS se implementaron ensayos que se pueden utilizar para el diagndstico de varios
padecimientos sujetos a vigilancia epidemioldgica, como es el caso del dengue. El algoritmo
antes mencionado para el diagndstico de dengue y sus métodos diagndsticos se ejecutaron
por primera vez en el LCE a finales de septiembre del 2011 bajo los lineamientos del InDRE.

En el LCE se esta implementando un Sistema de Gestion de Calidad, basado en la NMX -EC-
15189-IMNC-2008 "“Laboratorios Clinicos — Requisitos particulares para la calidad vy
competencia”, y con el objetivo de dar cumplimiento al numeral 5.5.2 de los procedimientos
de examen que establece: “los métodos y procedimientos seleccionados para ser utilizados
deben ser evaluados y comprobar que dan resultados satisfactorios antes de iniciar su uso
para examenes clinicos”.

Lo anterior lleva a la necesidad de realizar la verificacion de los métodos de ensayo del

algoritmo diagndstico para FD y FHD para corroborar que la implementacidn de éstos es
aplicable a las condiciones del laboratorio.
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5 HIPOTESIS

Al realizar la verificacion de los métodos de diagndstico del algoritmo diagndstico para FD y
FHD, se espera que los resultados obtenidos respalden y den validez al nuevo algoritmo
diagnostico de FD y FHD propuesto por el SINAVE.

6 OBIJETIVOS

6.1 Objetivo general

Demostrar que los métodos analiticos para identificar al antigeno NSz, anticuerpos IgM e
IgG contra el virus del dengue son aplicables a muestras de suero provenientes de todo el
pais dentro de las condiciones del LCE.

6.2 Objetivos particulares

e Verificar el método para la deteccion de antigenos NSz del virus del dengue por
ELISA de captura, mediante la demostracion de diversos parametros de desempefio
contenidos en el protocolo de evaluacion y comprobacion de dicho método analitico.

e Verificar el método para la deteccion de anticuerpos IgM contra el virus del dengue
por ELISA de captura, mediante la demostracion de diversos parametros de
desempeno contenidos en el protocolo de evaluacion y comprobacion de dicho
método analitico.

e Verificar el método para la deteccion de anticuerpos IgG contra el virus del dengue
por ELISA de captura, mediante la demostracion de diversos parametros de
desempeno contenidos en el protocolo de evaluacion y comprobacion de dicho
método analitico.

e Analizar los resultados de la verificacion de los protocolos anteriores y demostrar su
aplicabilidad en el LCE.
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7 ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

El diagrama 2, del anexo 13.2 muestra la estrategia sequida para la realizacion del presente
trabajo. Las muestras de suero provenientes de diversas delegaciones del IMSS arribaron al
LCE con una definicion operacional de caso sospechoso de dengue. Por su parte, antes de
que estas muestras comenzaran a llegar, dicho laboratorio habia desarrollado un analisis de
riesgo bioldgico, tomando en cuenta el tipo de muestra y el tipo de virus que se pretendia
detectar, asi como otros agentes que pudieran estar presentes en las muestras y que son
comunes en areas de trabajo de este tipo. Para disminuir los riesgos laborales por la
exposicion a muestras bioldgicas infecciosas, se acataron todos los requisitos necesarios
para trabajar en un Laboratorio de Nivel de Bioseguridad 2.

Una vez desarrollado el programa de analisis de riesgo bioldgico, se procedio a implementar
el algoritmo diagndstico por laboratorio de FD y FHD del SINAVE, las muestras enviadas al
LCE entraron al algoritmo sin problema alguno.

Finalmente para dar mayor validez todos los resultados emitidos por el LCE y como
consecuencia del sistema de gestion implantado en el laboratorio, era necesario realizar la
verificacion de los métodos de ensayo del algoritmo para demostrar que los resultados son
validos trabajando bajo las condiciones del LCE.
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8 MATERIALES Y METODOS

Los materiales utilizados se enlistan en el anexo 13.3.1 Ademas es importante mencionar la
procedencia y preparacion de las muestras utilizadas. Parte de las muestras provienen de
mezclas elaboradas a partir de muestras pertenecientes al banco de sueros del LCE. Para
ello se recurrid a la base de datos del banco, donde se seleccionaron muestras positivas y
negativas al antigeno NSz, a anticuerpos IgM, y a anticuerpos IgG. Estas muestras arribaron
al LCE con fines diagnosticos, entraron al algoritmo diagndstico y después de realizadas las
pruebas pertinentes se emitio el resultado obtenido.

La mezcla de muestras correspondientes a NS1 se conformd de la seleccion de 355 muestras
positivas a NS1 y de 270 muestras negativas a los tres diferentes ELISAS. Por su parte la
mezcla de muestras correspondiente a IgM se conjuntd de la seleccion de 98 muestras
positivas a anticuerpos IgM y de 55 muestras negativas a los tres diferentes ELISAS y para
IgG las mezclas se elaboraron a partir de la seleccion de 98 muestras positivas a IgG y de 55
muestras negativas a los tres ELISAS. De cada uno de los viales se tomaron 20 uL y se
conjuntaron en 3 tubos de 10 mL correspondientes a cada ELISA, se mezclaron bien y se
sometieron al ensayo de ELISA NSi, ELISA IgM y ELISA IgG segun correspondia.
Confirmados los resultados, los Sueros Negativos (SN) se alicuotaron en volumen necesario
para cada parametro de evaluacion y se almacenaron a -70°. Los Sueros Positivos a nivel
Alto (SPA) se sometieron a pruebas de diluciones que iban desde 1:2 hasta 1:1200, para
obtener la dilucion de trabajo del Suero Positivo a Nivel Bajo (SPB). Se selecciono la dilucion
que dio Unidades Panbio mas bajas que las del SPA, pero lo suficientemente altas para que
aun fueran detectadas como positivas. Los SPA y SPB se alicuotaron en volumen suficiente
para cada prueba y se almacenaron a -70°C. Estos SN, SPA Y SPB se utilizaron en los
parametros de selectividad, precision intermedia del método, estabilidad analitica de la
muestra, estabilidad de la muestra, tolerancia y robustez.

Para el parametro de selectividad ademas del SN, se utilizaron sueros positivos a influenza A
(H1N1), obtenidos de un banco de sueros del LCE recolectadas durante la contingencia del
2009. Las muestras positivas a rubéola y sarampion provienen de testigos positivos de dos
equipos de diagndstico por el ensayo ELISA, de SIEMENS y que se utilizan en el mismo
laboratorio para el diagnodstico de rubéola y sarampidn. Finalmente cuatro de los parametros
estudiados: proporcionalidad y precision del sistema, sensibilidad y especificidad requerian
como muestra un reactivo del propio equipo diagndstico, el reactivo calibrador. El método
de cada uno de los ELISAS verificados, (ELISA NSz, ELISA IgM y ELISA IgG), se describe en el
anexo 13.3.2.
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9 RESULTADOS

Desde que se puso en marcha el algoritmo diagndstico de FD y FHD en las instalaciones de
LCE en septiembre del 2011, con el objetivo de funcionar como un laboratorio de referencia
para el IMSS, miles de muestras provenientes de diversas delegaciones del IMSS en el pais
han sido examinadas. Las equipos de diagnostico utilizados en estas verificaciones son de
marca comercial (Panbio) y por ende ya estan validados, por lo que el resultado obtenido
con ellos es considerado confiable, sin embargo la calidad va mas alla y es por eso que se
llevod a cabo la ejecucion de protocolos de verificacion, para asi asegurar que estos equipos
de diagndstico (métodos de ensayo del tipo seroldgico, técnica ELISA), son igual de
eficientes pero aplicadas bajo las condiciones del LCE.

Se ejecutaron tres protocolos, uno para ELISA NS1 (Anexo 13.5.1), otro para ELISA IgM
(Anexo 13.5.2) y uno mas para ELISA IgG (Anexo 13.5.3).

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

9.1 ELISANSa

El protocolo de ELISA NSz indica la evaluacion de 10 diferentes parametros, los cuales se
describen a continuacion:

9.1.1 Proporcionalidad y precision del sistema

En este primer parametro de desempefio se evaluo si el método de ELISA de captura del
antigeno viral NSa tiene proporcionalidad y precision.

La precision es el grado de concordancia entre los valores de una serie repetida de ensayos,
utilizando una muestra homogénea, se trabajo bajo condiciones establecidas y el sistema
presente proporcionalidad.

Para evaluar la precision se puso a prueba la variable de intensidad de respuesta
(absorbancia), generada por el reactivo calibrador del equipo de diagndstico (ELISA de
NS1). Por su parte la proporcionalidad se examind, mediante el planteamiento de tres
diluciones, una de ellas corresponde a la dilucidn original indicada en el inserto para realizar
el diagnostico (Dil. 1:2), las otras dos se realizaron de manera que una fuera mayor y otra
menor a la dilucion 1:2.
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Para cada dilucidn se realizaron una serie de repeticiones y se determind la absorbancia de
cada una. A partir de estos datos se calculd la media, la desviacion estandar y el coeficiente
de variacion (CV) de cada tira o dilucion. EI CV es la relacion entre la media y la variabilidad
que presenta la variable en estudio. A menor CV hay mayor homogeneidad y alto grado de
concordancia entre los valores en una serie repetida de ensayos, por lo tanto valores bajos
de CV son los ideales.

Asimismo se ejecutaron dos pruebas adicionales, la de independencia de Pearson y la de
asociacion de Spearman.

Con la primera se determind que entre las dos variables existe independencia (entiéndase
por independencia entre dos variables, cuando la distribucion de una de las variables es
similar sea cual sea el nivel en que examinemos la otra).

Con la segunda prueba, la de asociacion de Spearman, se evalud la intensidad con que se
asocian las dos variables. Mientras mas nos acerquemos al valor positivo 1 (+1), se dice que
ambas variables se asocian directamente de manera muy estrecha.

En el protocolo de verificacion se indica que los criterios de aceptacion para este parametro
son:

e Paralacombinacion tira —dilucion:

7

s+  El coeficiente de variacion no debe exceder el 20% (CV < 20%).

e Paracadatira de analisis:
% Prueba de independencia de Pearson: Pry*< 0.05.
% Medida de asociacion de Spearman: r* > 0.98.

e Paralas dostiras de analisis:

% Prueba de independencia de Pearson: Pry*< 0.05.
% Medida de asociacion de Spearman: r* > 0.98.

Los resultados de las absorbancias obtenidas en la corrida se muestran en la tabla 7y la tabla
8, (anexo 13.4).

La tabla 9 muestra los resultados obtenidos para la prueba de independencia de Pearson y
medida de asociacion de Spearman, por cada tira y por las dos tiras.
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Tabla 9. Prueba de independencia de Pearson y Medida de asociacion de Spearman por cada tira y
por las dos tiras.

Prueba de independencia de Pearson y medida de
asociacion de Spearman
XZ Pr xz r2
Tiraz 14 0.0073 1.000
Tira 2 14 0.0073 1.000
Tira1y2 28 <0.0001 1.000

9.1.2 Sensibilidad y especificidad

La sensibilidad es la probabilidad de que la respuesta analitica resulte positiva cuando en la
muestra estudiada estd realmente presente el sustrato de interés diagnostico en los limites
de deteccidn o por arriba de ellos.

La especificidad es la probabilidad de que la respuesta analitica resulte negativa debido a
que en la muestra estudiada no existe fisicamente el sustrato o sustancia de interés
diagnostico o se encuentra por debajo de los limites de deteccion.

Para evaluar estos parametros se realizaron tres pruebas durante cinco dias, dando un total
de quince repeticiones bajo las mismas condiciones analiticas (analista, corrida analitica,
equipos, instrumentos, reactivos y soluciones). Se sometieron a examen los testigos positivo
y negativo del equipo de diagnostico (los cuales fungieron como un testigo verdadero
positivo y un testigo verdadero negativo, respectivamente. Si el método que examinamos es
sensible y especifico, esperamos que los resultados den negativos al tratarse del testigo
negativo y viceversa para el testigo positivo, y que cumplan con los siguientes criterios de
aceptacion:

e Sensibilidad: El limite inferior de confianza al 95% para la sensibilidad excede 0.8
(LIC(S) = 0.8).

e Especificidad: El limite inferior de confianza al 95% para la especificad excede 0.8
(LIC (E) 2 0.8).
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Los resultados de las absorbancias de las cinco corridas realizadas, se muestran en la tabla
10, las unidades Panbio correspondientes a esa absorbancia y el resultado correspondiente
se describen en la tabla 11, mientras que la tabla 12 muestra una tabla de orden de
contingencia con dos criterios de clasificacion, (Anexo 13.4).

La tabla 13 indica el calculo de sensibilidad y especificidad del método.

Tabla 13. Calculo de la sensibilidad y especificidad del método, a un intervalo de confianza al 95%
LIC(S), LSC(S) y LIC(E), LSC (E).

Clasificacion de la muestra

Clasificacion verdadera . "
por el método analitico

de la muestra

Positiva | Negativa | Total
Positivo 15 o 15
Negativo o 15 15
Total 15 15 15

Sensibilidad S=1
Especificidad E=1

9.1.3 Selectividad

La selectividad es la propiedad de un método que le permite poder determinar analitos
particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros componentes con un
comportamiento similar. En un método analitico la selectividad se evalta aplicando la
prueba al mismo numero de muestras o testigos verdaderos positivos y de testigos
verdaderos negativos, investigando el comportamiento del método analitico en 2
poblaciones diferentes: los testigos positivos verdaderos y en los testigos negativos
verdaderos.

Para evaluar la selectividad en la verificacion del ELISA NSz se utilizaron los testigos positivo
y negativo, ademas de muestras de suero ya confirmadas como negativas para dengue,
muestras de suero positivas al virus de la influenza tipo A, al virus de sarampidn y al virus de
rubéola. Se decidid probar estos virus ya que son algunos de los otros agentes etioldgicos
que se diagnostican en el LCE, para evaluar la presencia de reacciones cruzadas con estos

Virus.
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Se realizaron dos ensayos en dias diferentes, bajo las mismas condiciones de trabajo y por el
mismo analista. En cada ensayo se probaron testigos positivos verdaderos (muestras de
suero positivas al virus de influenza A, al virus de sarampidn y al de rubéola) y testigos
negativos verdaderos (muestras de suero negativas al antigeno viral NS1 del dengue).

Pare demostrar que este método posee selectividad se deben cumplir una serie de criterios,
que son:

e Validez de la prueba para cada placa (CALIBRADORES):

<9
>11

DR
cC C
U O
=4 4
o 4

e Selectividad para la muestra de cada placa:

< UPgy <9
% UPa <9
< UPg, <9
< UPg, <9

La tabla 14 muestra los resultados de absorbancia de cada placa y tabla 15 muestra las
unidades Panbio y el resultado correspondiente de cada placa, (anexo 13.4).

9.1.4 Precision intermedia del método

Se dice que un método posee precision intermedia cuando puede ser reproducido por
diferentes analistas en diferentes dias de analisis, manteniendo sus caracteristicas de
especificidad y sensibilidad.

Para evaluar este parametro se realizaron cuatro repeticiones, dos por cada analista. Los
parametros a cumplir son:

e Validez de la prueba para cada placa de la combinacion analista dia.
X UPTN <9

%  UPp >m12

e Repetitibilidad del método.
% UPsy <9encadaplacadela combinacion analista — dia.

/7

% UPspg >11en cada placa de la combinacion analista — dia.
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Los registros de absorbancias por los dos analistas en dos diferentes dias cada uno se

% UPspa > UPspg > 11 en cada placa de la combinacion analista — dia.

Reproducibilidad entre dias / analista.
% UPsy <gparalasplacas de los dos dias de cada analista.
»  UPspg > 11 para las placas de los dos dias de cada analista.
% UPspa > UPspg > 11 para las placas de los dos dias de cada analista.

Reproducibilidad entre analista.
% UPsy <gparalasplacas de los dos analistas.
%  UPspg > 11 para las placas de los dos analista.
% UPspa > UPspg > 11 para las placas de los dos analistas.

muestran en la tabla 16, la tabla 17 exhibe las unidades Panbio (anexo 13.4).

9.1.5 Estabilidad analitica de la muestra

Con este parametro pretendemos demostrar que la seial dentro de la metodologia analitica

a diferentes condiciones posee estabilidad.

Este parametro se evaluo realizando cuatro combinaciones diferentes, donde se probaron
dos condiciones: el tiempo de incubacion para desarrollo del color azul y el tiempo de reposo

después de generado el color amarillo.

Desarrollo del color azul: esto ocurre en el momento del procedimiento dénde se
anade un sistema de sustrato incoloro (tetrametilbencidina / peroxido de hidrégeno)
llamado “cromogeno TMB”. La enzima peroxidasa de rabano, si se encuentra
presente y utilizando el poder reductor del perdxido de hidrdgeno, cataliza la
oxidacion del sustrato tetrametilbencidina convirtiéndose en un compuesto colorido

azul.

Aqui entra la primera variacion, la metodologia experimental expuesta en el inserto
del equipo de diagndstico, indica que el tiempo de incubacidon una vez ahadido el
cromdgeno TMB es de 10 minutos. Los tiempos de incubacion probados fueron de 7

minutos y 13 minutos.



e El desarrollo del color amarillo se genera cuando la reaccién entre la enzima

peroxidasa y el sustrato se interrumpe anadiendo una “solucidn de paro”, que es una

sustancia acida. En estas condiciones acidas el TMB oxidado cambia a amarillo. El

cambio de color indica la presencia del antigeno NSz1 del dengue en la muestra de

ensayo.

Segun el inserto tenemos un tiempo de 30 minutos para leer la placa una vez

generado el color, pues después de ese tiempo no se asegura la estabilidad. Los

tiempos de reposo probados para la lectura fueron a los 25 minutos y a los 35 minutos

de haber cambiado al color amarillo.

Los criterios de aceptacion que debe cumplir este método para que sea considerado con

buena estabilidad analitica:

e Validez de la prueba para cada placa.

7
A X4

7
L X4

UPN <9
UPp>11

e Estabilidad de la sefial analitica al tiempo de incubacion de desarrollo del color azul.

o
o
o
o
o
o

@
L X4

UPsn < g enlas placas TAA, TAB, TBAy TBB.

UPspg > 11 en las placas TAAy TAB.

UPspg > 11 enlas placas TBAy TBB.

UPspg de las placas TBA y TBB debe ser concordante al de las placas TAA y
TAB.

UPspa > UPspg > 11 en las placas TAAy TAB.

UPspa > UPspg > 11en las placas TBA 'y TBB.

UPspa de las placas TBA y TBB debe ser concordante al de las placas TAA y
TAB.

e Estabilidad de la sefal analitica al tiempo de incubacion de reposo una vez generado

el color amarillo.

5

X

AS

e

AS

e

AS

K/
L X4

UPsn < g enlas placas TAA, TAB, TBAy TBB.

UPspg > 11 en las placas TAAy TBA.

UPspg > 11 enlas placas TABy TBB.

UPspg de las placas TAA y TBA debe ser concordante al de las placas TAB y
TBB.

UPspa > 11> UPspg en las placas TAAy TBA.
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*
°e

UPspa > UPspg > 11en las placas TAB y TBB.
UPspa de las placas TAA y TBA debe ser concordante al de las placas TAB y
TBB.

¢

o
A5

Las tablas 18 y 19 muestran los resultados obtenidos en este parametro de estudio, (anexo
13.4).

9.1.6 Estabilidad de la muestra

Otro de los parametros revisados fue el de estabilidad de la muestra, que busca evaluar la
estabilidad de un analito en una muestra antes de ser procesada por el método.

La estabilidad del analito se probo bajo cinco condiciones diferentes:

7/
o

CEo: determinacion al momento de obtener la muestra.

>

7/
*

CE1: muestras almacenadas por 24 horas de 2 a 8 °C.

L)

>

7/
*

CE2: muestras almacenadas por 48 horas en congelacion (-20 °C o menos).

L)

>

7/
*

CE3: muestras almacenadas en hielo por 60 minutos.

L)

3

0

CE4: muestras a la condicion de mesa de laboratorio 6 temperatura ambiente
por 60 minutos.

Para demostrar que este criterio se cumple, debe acreditar lo siguiente:

e Validez de la prueba para cada placa de cada condicion de almacenaje.
X UPn < 9
% UPp>11

e Estabilidad de la muestra almacenada por 24 horas de 2. a 8 °C.
% UPsny<genlasplacas CEoy CEx.

/7

% UPgspg>11enlasen las placas CEoy CEa.

R/

/7

% UPspa>UPspg >11enlas placas CEoy CEx.

e Estabilidad de la muestra almacenada por 48 horas en congelacion (-20 °C o menos).

*

%  UPsy<genlasplacas CEoy CE2.

K/

/7

X UPspg >11 en las en las placas CEo y CE2.

K/
*

/7

% UPgpa> UPspg >11en las placas CEoy CE2.

K/

e Estabilidad de la muestra almacenada en hielo por 60 minutos.
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*
°e

UPsn <9 en las placas CEoy CE3.

¢

UPspg >11 enlas en las placas CEo y CE3.

o
A5

>

X/
*

UPspa > UPspg > 11 en las placas CEo y CE3.

L)

e Estabilidad de la muestra almacenada a la condicion de mesa de laboratorio por 60
minutos.
% UPsy<genlasplacas CEoy CEg.

R

»  UPspg >11enlasenlas placas CEoy CEj.

X/

R

% UPspa>UPspg > 11 enlas placas CEo y CE4.

Para ver los resultados consultar las tablas 20 y 21 en el anexo 13.4.
9.1.7 Tolerancia

La prueba de tolerancia mide la capacidad de un método analitico a cambios de situaciones
criticas, por ejemplo la utilizacion de algunos de los reactivos criticos de otros lotes y que
estos cambios no afecten el resultado final.

En el presente estudio se verifico la tolerancia del método al cambio de lote de dos reactivos
del equipo de diagndstico:

e Cromogeno TMB
e Anticuerpo monoclonal anti NS1 conjugado con HRP

Se realizaron tres tratamientos con los dos lotes de reactivos criticos (tabla 22), las
determinaciones se hicieron por triplicado, de suero negativo, suero positivo a nivel bajo y
suero positivo a nivel alto para el antigeno NSz1 del virus del dengue por un mismo analista
utilizando los mismos testigos, reactivos, soluciones, equipos, instrumentos; pero variando
los lotes del anticuerpo monoclonal conjugado y del cromdgeno.

Los tratamientos fueron los siguientes:
e Lote del cromdgeno TMB y del anticuerpo monoclonal Anti NS1 MAb conjugado con
HRP del propio equipo para el diagndstico (T1).
eLote del cromdégeno TMB de otro equipo de diagndstico y lote del anticuerpo
monoclonal Anti NS1 MAb conjugado con HRP del propio equipo diagnostico (T2).
e Lote del cromdgeno TMB del propio equipo diagndstico y del anticuerpo monoclonal
Anti NS1 MADb conjugado con HRP de otro equipo de diagnostico (T3).
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Tabla 22. NUmero de lotes de los equipos de diagndstico.

Equipo para el diagnostico 1 | Lote: 11236

Equipo para el diagnostico 2 | Lote: 12004

Los criterios de aceptacion, planteados para esta prueba son:

e Validez de la prueba para cada placa de cada tratamiento.
% UPn<9

< UPp>11

e Tolerancia para el lote de TMB:
% UPsy < g paralos tratamientos T1y T2.

R

» UPspg >11 para los tratamientos T1y T2.

7/

R

% UPspa > UPspg > 11 para los tratamientos T1y T2.

e Tolerancia para el lote del Anticuerpo monoclonal Anti NS1 MAb conjugado con
HRP.

L)

0

» UPsn < 9 para los tratamientos T2y T3.

DS

» UPgpg >11 para los tratamientos T1y T3.

4

L)

» UPgspa > UPspg > 11 para los tratamientos T1y T3.

*,

Los resultados estan disponibles en el anexo 13.4 en las tablas 23 y 24.
9.1.8 Robustez

Para la evaluacion del parametro de robustez se realizé un disefio de Plackett-Burman, que
es un disefio de tamizado que permite establecer la relacion entre variables de estudio y la
variable respuesta. Es un disefio completamente ortogonal que reduce substancialmente el
numero de experimentos a realizarse con un elevado nUmero de variables.

Los factores que se van a estudiar son:

e Volumen del Mab anti-NS1 conjugado con HRP o factor A.

e Primertiempo de incubacion de la placa o factor C.

e Primeratemperatura de incubacion de la placa o factor D.

e Segundo tiempo de incubacidon (formacion del conjugado) o factor E.

e Segundatemperatura de incubacion (formacion del conjugado) o factor G.
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Utilizando el disefio de Placket Burman para un estudio de 5 factores, se obtiene que este
procedimiento se lleve a cabo para 8 combinaciones o tratamientos de los factores bajo
estudio. Para ello es necesario fijar el nivel bajo (-) y nivel alto (+) de los factores. En la tabla
25 se indica el valor respectivo del nivel bajo y alto de cada factor.

Tabla 25. Nivel bajo y alto de cada factor.

VALORDEL | VALORDEL
FACTOR CODIGO | NIVELBAJO (- | NIVELALTO
) (+)
Volumen del Mab anti-NSz1 conjugado con HRP A 90 mL 110 mL
Primer tiempo de incubacion de la placa C 50 minutos 70 minutos
Primera temperatura de incubacion de la placa D 35 °C 39 °C
Segundo tiempo de incubacion de la placa (formacion . ,
: E 50 minutos 70 minutos
del conjugado)
Segunda temperatura de incubacion de la placa o o
’ (fofmacién del conjugado) i G 35°C 39 ¢

Ya fijados los niveles altos y bajos de cada factor se establecen las ocho diversas
combinaciones, que muestran los niveles de trabajo para cada factor, tabla 26.
Tabla 26. Tratamientos con sus respectivos niveles de cada factor.

CORRIDA O TRATAMIENTO NIVEL DEL FACTOR / VALOR DEL NIVEL DEL FACTOR
A C D E G
T1 +/12o0mL | -/somin | +/39°C | -/somin | +/39°C
T2 +/120mL | - /50 min -/35°C | +/70min | +/39°C
T3 +/120mL | +/70min | -/35°C | -/5omin | -/35°C
T4 -JgomL | +/70min | +/39°C | -/gomin | +/39°C
Tsg +/120mL | +/70min | +/39°C | +/70min | -/35°C
T6 -/gomL | -/somin | +/39°C | +/70min | -/35°C
T7 -fgomL | +/70min | -/35°C | +/70min | +/39°C
T8 -/gomL | -/gomin | -/35°C | -/gomin | -/35°C

Los resultados generados en cada tratamiento deben cumplir con los siguientes criterios de

aceptacion:

e Validez de la prueba para cada placa de cada tratamiento.
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Para el factor volumen del Mab anti-NS1 conjugado con HRP (A):
% UPsy<genlasplacasz, 2,3,5Yy 4, 6,7 8y concordantes.

R

% UPspg>11enlasplacas s, 2, 3,5y 4, 6,7, 8y concordantes.

X/

0,

% UPspa > UPspg > 11enlas placas 1, 2, 3, 5y 4, 6, 7, 8 y concordantes.

Para el factor primer tiempo de incubacion de la placa (C):
% UPsn<genlasplacasy, 4, 5,7Y1, 2, 6,8y concordantes.

R

% UPspg>11enlas placas 3, 4, 5,7Y1, 2, 6, 8y concordantes.

RS

% UPspa>UPspg >11enlas placas 3, 4, 5,7Y 1, 2, 6, 8y concordantes.
Para el factor primera temperatura de incubacion de la placa (D):

% UPsny<genlasplacasy, 4, 5,6V 23,7, 8y concordantes.

R

% UPspg>11enlasplacasy, 4, 5,6y 2,3,7, 8y concordantes.

7/
*

R

% UPspa > UPspg >11enlasplacas i, 4, 5,6y 2, 3,7, 8y concordantes.

Para el factor sequndo tiempo de incubacion de la placa (formacidn del conjugado) (E):

% UPsy<genlasplacas2,5,6,7y 1,3, 4, 8y concordantes.
% UPspg>11enlasplacas 2, 5, 6,7V 1, 3, 4, 8y concordantes.
% UPspa>UPspg >11enlas placas 2,5, 6,7y 1, 3, 4, 8y concordantes.

Para el factor segunda temperatura de incubacion de la placa (formacion del conjugado)

(G)

% UPsy<genlasplacasz, 2, 4,7Y3,5, 6, 8y concordantes.

% UPspg>11enlasplacasy, 2, 4,7Yy3, 5,6, 8y concordantes.

% UPspa>UPspg >11enlasplacas i, 2, 4,7Y3, 5, 6,8y concordantes.

Los resultados se muestran en las tablas 27y 28 (Anexo 13.4).
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9.2 ELISAIgM

Los parametros evaluados en el protocolo de ELISA IgM fueron:

9.2.1 Proporcionalidad y precision del sistema

La verificacion de la metodologia de ELISA IgM para dengue, sigue en esencia el mismo
desarrollo que en el ELISA NSz, los parametros evaluados son exactamente los mismos y
quiza las Unicas variaciones son las que implica la metodologia de cada equipo para el
diagnostico.

Para que este parametro sea aceptado requiere que los resultados generados cumplan los
siguientes criterios de aceptacion:

e Paralacombinacion tira —dilucion:
)

**»  El coeficiente de variacion no debe exceder el 20% (CV < 20%).

e Paracadatira de analisis:

7

% Prueba de independencia de Pearson: Pry*< 0.05.

7

% Medida de asociacion de Spearman: r* > 0.98.

e Paralas dostiras de analisis:

7

% Prueba de independencia de Pearson: Pry*< 0.05.
% Medida de asociacion de Spearman: r* > 0.98.

Los resultados de la absorbancias se muestran en las tablas 29 y 30, descritas en el anexo
13.4.

La tabla 31 exhibe los resultados obtenidos para la prueba de independencia de Pearson y
medida de asociacion de Spearman, por cada tira y por las dos tiras.
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Tabla 31. Medida Prueba de independencia de Pearsony
Medida de asociacion de Spearman por cada tira y por las dos tiras.

Prueba de independencia entre orden de
concentracion y orden de respuesta
- Pr 2

Tiraz 14 0.0073 1.000

Tira 2 14 0.0073 1.000

Tira1y 2 28 <0.0001 | 1.000

9.2.2 Sensibilidad y especificidad

Para la sensibilidad y la especificidad los criterios de aceptacion son:

e Sensibilidad: El limite inferior de confianza al 95% para la sensibilidad excede 0.8
(LIC(S) 2 0.8).

e Especificidad: El limite inferior de confianza al 95% para la especificad excede 0.8

(LIC(E) 2 0.8).

Las absorbancias obtenidas en las cinco placas realizadas se describen en la tabla 32, la tabla
33 corresponde a las unidades Panbio calculadas a partir de las absorbancias. La tabla 34 es
de contingencia, con dos criterios de clasificacion para los testigos. Estas tablas se pueden
consultar en el anexo 14.4.

La tabla 35 exhibe el valor de sensibilidad y especificidad del método evaluado.
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Tabla 35. Calculo de la sensibilidad y especificidad, con intervalos de confianza al 95% (LICy
LSC(S) y LICy LSC (E)).

Clasificacion de la muestra

Clasificacion verdadera . "
por el método analitico

de la muestra

Positiva | Negativa | Total
Positivo 15 0 15
Negativo 0 15 15
Total 15 15 15|

Sensibilidad S=1
Especificidad E=1

9.2.3 Selectividad

Para evaluar la selectividad de la metodologia de ELISA IgM, se utilizaron los testigos
positivo, negativo y calibradores del equipo de diagndstico, ademas de muestras de suero ya
confirmadas como negativas para dengue, muestras de suero positivo al virus de la influenza
tipo A, al virus de sarampion y al virus de rubéola. Se decidieron probar estos virus ya que
son algunos de los otros agentes etiologicos que se diagnostican el LCE, por lo que se evalua
las presencia de reacciones cruzadas de estos virus en las métodos para diagnosticar
dengue.

En el protocolo de verificacion del ELISA IgM se propusieron estos criterios de aceptacion:

e Validez de la prueba para cada placa (CALIBRADORES):

o UPTN <9
& UPpp >11

e Selectividad para muestra de cada placa:

< UPsy <9
< UPa <9
< UPsg, <9
< UPg, <9
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Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 36 y tabla 37. Ver anexo 14.4.

9.2.4 Precisionintermedia del método

Para determinar si el método de ELISA IgM presenta precision intermedia, los resultados
obtenidos durante las pruebas deben cumplir los siguientes criterios de aceptacion:

Validez de la prueba para cada placa de la combinacion analista dia.

R

o U PTN <9

<& UPtp >12

Repetitibilidad del método.
% UPsy <9encada placa de la combinacion analista — dia.
% UPspg >11en cada placa de la combinacion analista — dia.
% UPspa > UPspg > 11 en cada placa de la combinacion analista — dia.

Reproducibilidad entre dias / analista.
% UPsy <gparalas placas de los dos dias de cada analista.

7

% UPspg > 11 para las placas de los dos dias de cada analista.

7

% UPspa > UPspg > 11 para las placas de los dos dias de cada analista.

Reproducibilidad entre analista.
% UPsy <gparalasplacas de los dos analistas.
% UPspg >11 paralas placas de los dos analista.
% UPspa > UPspg > 11 para las placas de los dos analistas.

Para ver los resultados consultar las tablas 38 y 39 en el anexo 14.4.
9.2.5 Estabilidad analitica de la muestra
Este parametro se evaluo realizando cuatro combinaciones diferentes, donde se probaron
dos variaciones: el tiempo de incubacion para desarrollo del color azul y el tiempo de reposo
después de generado el color amarillo.

e Desarrollo del color azul: esto ocurre en el momento del procedimiento donde se

anade un sistema de sustrato incoloro (tetrametilbencidina / peroxido de hidrégeno)
llamado “cromodgeno TMB”. La enzima peroxidasa de rabano, si se encuentra
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presente y utilizando el poder reductor del peréxido de hidrogeno, cataliza la
oxidacion del sustrato tetrametilbencidina convirtiéndose en un compuesto colorido
azul.

Aqui entra la primera variacion, la metodologia experimental expuesta en el inserto
del equipo de diagnodstico, indica que el tiempo de incubacion una vez afadido el
cromdgeno TMB es de 10 minutos. Los tiempos de incubacion probados fueron de 7
minutos y 13 minutos.

El desarrollo del color amarillo se genera cuando la reaccion entre la enzima
peroxidasa y el sustrato se interrumpe afiadiendo una “solucién de paro”, que es una
sustancia acida. En estas condiciones acidas el TMB cambia a amarillo. El cambio de
color indica la presencia de anticuerpos del tipo IgM para dengue en la muestra de
ensayo.

Segun el inserto tenemos un tiempo de 30 minutos para leer la placa una vez
generado el color, pues después de ese tiempo no se asegura la estabilidad. Los
tiempos de reposo probados para la lectura fueron a los 25 minutos y a los 35 minutos
de haber cambiado al color amarillo.

Se habla de estabilidad analitica de la muestra, cuando la sefal dentro de una metodologia

analitica a diferentes condiciones presenta estabilidad. Los criterios de aceptacion que debe

cumplir este método para que sea considerado con buena estabilidad analitica de la muestra

son:

Validez de la prueba para cada placa.
X UPy < 9
%  UPp>11

Estabilidad de la sefal analitica al tiempo de incubacion de desarrollo del color azul.
% UPsy<genlasplacas TAA, TAB. TBAy TBB.
% UPspg>11enlas placas TAAy TAB.
UPspg > 11 enlas placas TBAy TBB.
UPspg de las placas TBA y TBB debe ser concordante al de las placas TAA y
TAB.
UPspa > UPspg > 11 en las placas TAAy TAB.

UPspa > UPspg > 11en las placas TBA 'y TBB.

*,

e

AS

K/
‘0

D)

e

AS

53

A
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UPspa de las placas TBA y TBB debe ser concordante al de las placas TAA y
TAB.

e Estabilidad de la seiial analitica al tiempo de incubacion de reposo una vez generado

el color amarillo.

7
L X4

X/
X4

L)

X/
X4

L)

X/
X4

L)

X/
X4

L)

X/
X4

L)

7/
X4

L)

UPsn <9 enlas placas TAA, TAB, TBAy TBB.

UPspg > 11 enlas placas TAAy TBA.

UPspg > 11 enlas placas TAB y TBB.

UPspg de las placas TAA y TBA debe ser concordante al de las placas TAB y
TBB.

UPspa > 11> UPspg en las placas TAAy TBA.

UPspa > UPspg > 11en las placas TAB y TBB.

UPspa de las placas TAA y TBA debe ser concordante al de las placas TAB y
TBB.

Los resultados se exhiben en la tabla 40 y la tabla 41, ver anexo 14.4.

9.2.6 Estabilidad de la muestra

Este parametro es importante pues demuestra que un analito es estable en una muestra

antes de ser procesada por el método.

e Laestabilidad del analito se probd en cinco diferentes condiciones.

CEo: determinacion al momento de obtener la muestra.

CE1: muestras almacenadas por 24 horas de 2 a 8 °C.

CE2: muestras almacenadas por 48 horas en congelacion (-20 °C o menos).
CE3: muestras almacenadas en hielo por 60 minutos.

CE4: muestras a la condicion de mesa de laboratorio 6 temperatura ambiente
por 60 minutos.

Los criterios de aceptacion planteados en el protocolo de verificacidn son:

e Validez de la prueba para cada placa de cada condicidn de almacenaje.

/7
A X4

/7
A X4

UPN <9
UPp>11

e Estabilidad de la muestra almacenada por 24 horas de 2 a 8 °C.
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R/

»  UPsy<genlasplacas CEoy CEx.

R/
*

X/

X/
*

UPspg > 11 enlas en las placas CEo y CEx.

7
*

X/
*

UPspa > UPspg > 11 en las placas CEoy CEx.
e Estabilidad de la muestra almacenada por 48 horas en congelacion (-20 °C o menos).
% UPsy<genlasplacas CEoy CE2.

R

»  UPspg>11enlasenlas placas CEoy CE2.

R

% UPspa > UPspg > 11 en las placas CEoy CE2.

X/

X/

e Estabilidad de la muestra almacenada en hielo por 60 minutos.
% UPsy<genlasplacas CEoy CE3.

R

»  UPspg >11enlasenlas placas CEoy CE3.

RS

% UPspa > UPspg > 11 en las placas CEo y CE3.

X/

e Estabilidad de la muestra almacenada a la condicion de mesa de laboratorio por 60

minutos.
% UPsy<genlasplacas CEoy CEg.
% UPspg>11enlasen las placas CEoy CE4.

7

% UPspa> UPspg >11en las placas CEo y CE4.

7/

Los resultados se muestran en las tablas 42 y 43, anexo 14.4.
9.2.7 Tolerancia

Decir que un método posee tolerancia, significa que tiene la capacidad de tolerar cambios en
situaciones criticas, como por ejemplo la utilizacion de algunos de los reactivos criticos
provenientes de diferentes lotes y que estos cambios no afecten el resultado final.

En el presente estudio se verifico la tolerancia del método al cambio de lote de reactivos
criticos como son:

e Cromogeno TMB

¢ Antigenos de Dengue 1-4 (recombinantes)

¢ Anticuerpos monoclonales contra el virus del dengue (serotipos 1-4), conjugado
con HRP.

Se realizaron cuatro tratamientos con dos diferentes lotes de estos reactivos (tabla 44); se
llevaron a cabo las determinaciones por triplicado de suero negativo, suero positivo a nivel
bajo y suero positivo a nivel alto de anticuerpos IgM de dengue por un mismo analista
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utilizando los mismos testigos, soluciones, equipos, instrumentos, modificando los lotes de
los reactivos criticos mencionados.

Las variaciones de cada tratamiento son las siguientes:

e Lote del cromdégeno TMB, del antigeno y del AcMo (trazador) del propio equipo
diagndstico (T1).

e Lote del cromdégeno TMB de otro equipo diagndstico y del antigeno y AcMo
(trazador) del propio equipo (T2).

e Lote del cromdégeno TMB del propio equipo diagnostico, del antigeno de otro
equipo para el diagnostico y del AcMo (trazador) del propio equipo (T3).

e Lote del cromdégeno TMB del propio equipo diagndstico, y del antigeno y del
AcMo de otro equipo diagnostico (T4).

Los criterios de aceptacion que se deben cumplir para dar valida la prueba y decir que el

método tiene tolerancia son los siguientes:

e

*

e

*

e

*

Validez de la prueba para cada placa de cada tratamiento.
UPN <9
UPp>11

Tolerancia para el lote de TMB:

UPsn < 9 para los tratamientos T1y T2.

UPsng >11 para los tratamientos T1y T2.

UPsna > UPsng > 11 para los tratamientos T1y Ta2.

Tolerancia para el lote de antigeno.

UPsn < 9 para los tratamientos T1y T3.

UPsng >11 para los tratamientos T1y T3.

UPsna > UPsng > 11 para los tratamientos T1y T3.

Tolerancia para el lote del AcMo (trazador).
UPsn < 9 para los tratamientos T1y Tg.

UPsng >11 para los tratamientos T1y T4.

UPsna > UPsng > 11 para los tratamientos T1y Tx.
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Tabla 44. Numero de lote de los diferentes equipos para el diagnostico utilizados para evaluar este

parametro.
Equipo para el diagnostico 1 | Lote: 11089
Equipo para el diagndstico 2 | Lote: 12032

Los resultados correspondientes a este parametro se muestran en las tablas 45 y 46 del

anexo 14.4.

9.2.8 Robustez

Como en el protocolo anterior para la evaluacion del parametro de robustez se evaluaron

varios factores, esta vez se verificd que el método analitico es robusto a 6 factores:

e Dilucion del antigeno o factor A.

e Tiempo de realizada la mezcla del AcMo (trazador) y del antigeno diluido (Ag) o factor B.
e Primer tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) o factor C.

e Primeratemperatura de incubacion (AcMo — Ag — placa) o factor D.
e Segundo tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) o factor F.

e Segundatemperatura de incubacion (AcMo — Ag —placa) o factor G.

Utilizando el disefio de Placket Burman para un estudio de 6 factores, se obtienen 8
combinaciones o tratamientos de los factores bajo estudio, ver tabla 47. Para ello es
necesario fijar los valores de nivel bajo (-) y de nivel alto (+) de los factores.

Tabla 47. Valores de nivel bajo y alto de cada factor.

VALOR DEL VALOR DEL
FACTOR CODIGO | NIVELBAJO (- | NIVELALTO
) (+)
Dilucion del antigeno A 1/200 1/300
Tiempo de realizada la primera mezcla del AcMo B . ,
(trazador) y del antigeno diluido (Ag) 50 minutos 70 minutos
Primer tiempo de incubacidon (AcMo — Ag — placa) C 50 minutos 70 minutos
Primera temperatura df incubacion (AcMo — Ag — D 35°C 39°C
placa)
Segundo tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) F 50 minutos 70 minutos
Segunda temperatura;il:(l:z)cubaaon (AcMo - Ag G 35°C 39°C

67




Las ocho diferentes combinaciones o tratamientos se muestran a continuacion, en la tabla
48:

Tabla 48. Combinaciones de los factores en cada tratamiento.

CORRIDA O NIVEL DEL FACTOR / VALOR DEL NIVEL DEL FACTOR
TRATAMIENTO A B C D F G
1 +/300 -/somin | -/gomin | +/39°C | +/70min | +/39°C
2 +/300 +/70min | -/5omin -/35°C -/somin | +/39°C
3 + /300 +/70min | +/70 min -/35°C + /70 min -/35°C
4 -/ 200 +/70min | +/70min | +/39°C | -/5omin | +/39°C
5 + /300 -/somin | +/70min | +/39°C | -/5omin -/35°C
6 -/ 200 +/70min | -/gomin | +/39°C | +/70min -/35°C
7 -/ 200 -/somin | +/70min | -/35°C | +/70min | +/39°C
8 - [ 200 -/somin | -/gomin | -/35°C | -/5omin | -/35°C

En cada condicion de anélisis o tratamiento se lleva a cabo la determinacion de las muestras
por triplicado (suero negativo, suero positivo a nivel bajo y suero positivo a nivel alto de
anticuerpos IgM de dengue por un mismo analista utilizando los mismos testigos, reactivos,
soluciones, equipos, instrumentos.

Para esta prueba los criterios de aceptacion son:

e Validez de la prueba para cada placa de cada tratamiento.
X UPy < 9
& UPp>11

Robustez

e Para el factor dilucion del antigeno (A).
% UPsy<genlasplacasz, 2,3,5Y4, 6,7 8y concordantes.
% UPspg>11enlasplacasi, 2,3,5Y 4, 6,7, 8y concordantes.
% UPspa > UPgpg > 11enlas placas 1, 2, 3,5y 4, 6, 7, 8 y concordantes.

e Para el factor tiempo de realizada la primera mezcla del AcMo (trazador) y del antigeno
diluido (Ag) (B).
% UPsy<genlasplacas 2,3, 4, 6y1,5,7 8y concordantes.

/7

% UPspg>11enlasplacas 2,3, 4,6y 1,5,7, 8y concordantes.
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% UPspa > UPSPB > 11enlas placas 2, 3, 4, 6y 1, 5, 7, 8 y concordantes.
e Para el factor primer tiempo de incubacién (AcMo — Ag — placa) (C).
% UPsn<genlasplacasy, 4, 5,7Y1, 2, 6,8y concordantes.

0,

% UPspg>11enlasplacas 3, 4, 5,7Y1, 2, 6,8y concordantes.

RS

% UPspa>UPSPB >11enlasplacas3, 4, 5,7y 1, 2, 6, 8y concordantes.

e Para el factor primera temperatura de incubacion (AcMo — Ag — placa) (D).
% UPsn<genlasplacasy, 4, 5,6y 23,7, 8y concordantes.

R

% UPspg>11enlasplacasy, 4, 5,6V 2,3,7 8y concordantes.

R

% UPspa > UPSPB >11enlas placas 1, 4, 5,6V 2, 3,7, 8y concordantes.

e Para el factor Segundo tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) (F).
» UPsny<9genlasplacasy, 3,6,7Y 2, 4,5, 8y concordantes.

DS

7/
X4

L)

UPspg>11enlas placasy, 3,6, 7Y 2, 4, 5y concordantes.

>

7/
*

UPspa > UPspg > 11 enlas placas 1, 3, 6, 7Y 2, 4, 5y concordantes.

L)

e Para el factor sequnda temperatura de incubacion (AcMo — Ag — placa) (AcMo — Ag —

placa) (G).
UPsy<genlasplacasy, 2, 4,7y 3,5, 6,8y concordantes.

3

0

3

0

UPspg >11 enlas placas 1, 2, 4,7y 3, 5, 6, 8 y concordantes.

3

0

UPspa > UPspg > 11 en las placas 1, 2, 4,7Y 3, 5, 6, 8 y concordantes.

Para ver los resultados consultar el anexo 14.4, tablas 49y 5o.
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9.3 ELISAIgG

La verificacion de la metodologia de ELISA IgG para dengue, es idéntica a la del ELISA IgM,
los pardmetros evaluados son exactamente los mismos, con muy pocas variaciones en su
metodologia.

9.3.1 Proporcionalidad y precision del sistema

Para que este parametro sea aceptado requiere que los resultados generados cumplan los
siguientes criterios de aceptacion:

e Paralacombinacion tira —dilucion:
s  El coeficiente de variacion no debe exceder el 20% (CV < 20%).

e Paracadatira de analisis:

R

%  Prueba de independencia de Pearson: Pry* < 0.05.

R

% Medida de asociacion de Spearman: r* > 0.98.

e Paralas dos tiras de analisis
% Prueba de independencia de Pearson: Pry*< 0.05.

7

% Medida de asociacion de Spearman: r* > 0.98.
Los resultados de las placas se visualizan en las tablas 51 y 52 anexo 14.4. La tabla 53

muestra la prueba de independencia de Pearson y la medida de asociacion de Spearman de
las tiras.

Tabla 53. Prueba X* de independencia de Pearson y medida de asociacion de Spearman (r?)

Prueba de independencia entre orden de
concentracion y orden de respuesta
XZ Pr_ XZ r2
Tira1 14 0.0073 1.000
Tira 2 14 0.0073 1.000
Tira1y 2 28 <0.0001 | 1.000
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9.3.2 Sensibilidad y especificidad

Para la sensibilidad y la especificidad los criterios de aceptacion son:

e Sensibilidad: El limite inferior de confianza al 95% para la sensibilidad excede 0.8
(LIC(S) = 0.8).

e Especificidad: El limite inferior de confianza al 95% para la especificad excede 0.8
(LIC (E) = 0.8).

Para ver los resultados consultar el anexo 14.4, tablas 54, 55 y 56. La tabla 57 muestra el
calculo de sensibilidad y especificidad del método.

Tabla 57. Calculo de la sensibilidad (s) y especificidad (e) del método, asi como su intervalo de
confianza al 95% (LIC(S), LSC(S) y LIC (E), LSC (E).

Clasificacion de la muestra por

Clasificacion verdadera , "
el metodo analitico

de la muestra

Positiva | Negativa | Total
Positivo 9 o 9
Negativo 0 9 9
Total 9 9 18

Sensibilidad |S=a/(a+c) |S=1
Especificidad |[E=d/(b+d) |E=21

9.3.3 Selectividad

Para evaluar la selectividad de la metodologia de ELISA IgG, se utilizaron los testigos
positivo, negativo y calibradores del equipo diagnostico, ademas de muestras de suero ya
confirmadas como negativas para dengue, muestras de suero positivo al virus de la influenza
tipo A, al virus de sarampidn y al virus de rubéola. Se decidieron probar estos virus ya que
son algunos de los otros agentes etioldgicos que se diagnostican el LCE, por lo que se evalua
las presencia de reacciones cruzadas de estos virus en los métodos para diagnosticar
dengue.
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Para aceptar este parametro se propusieron los siguientes criterios de aceptacion:

e Validez de la prueba para cada placa (CALIBRADORES):
<18

DR
cC C
U T
=4 4
o pz4

> 22

e Selectividad para muestra de cada placa:

& UPgy <18
@ UPa <18
< UPg, <18
< UPg, <18

Los resultados de las placas de este parametro se describen en las tablas 58 y 59 del anexo

14.4.

9.3.4 Precision intermedia del método

Para determinar si el método de ELISA IgG presenta precision intermedia (para que pueda

ser reproducido por diferentes analistas en diferentes dias de analisis, manteniendo sus

caracteristicas de especificidad y sensibilidad) los resultados obtenidos durante las pruebas

deben cumplir los siguientes criterios de aceptacion:

e Validez de la prueba para cada placa de la combinacion analista dia.
< UPty <18
o UPrp >22

e Repetitibilidad del método.
% UPsy <18encadaplacade la combinacion analista —dia.
% UPspg > 22 encada placa de la combinacién analista — dia.

R

% UPspa > UPspg > 22 en cada placa de la combinacion analista — dia.

e Reproducibilidad entre dias / analista.

K/

%  UPsy <18 paralas placas de los dos dias de cada analista.
R/

K/

% UPspg > 22 paralas placas de los dos dias de cada analista.

/7

% UPspa > UPspg > 22 paralas placas de los dos dias de cada analista.

K/

72



Reproducibilidad entre analista.

3

X UPsn <18 para las placas de los dos analistas.
%  UPspg > 22 para las placas de los dos analista.

®,

X UPspa > UPspg > 22 para las placas de los dos analistas.

>

X/
*

X/
*

Para consultar los resultados, dirigirse al anexo 14.4 en las tablas 60 y 61.

9.3.5 Estabilidad analitica de la muestra

Este parametro se evalud realizando cuatro combinaciones diferentes, probando dos

variaciones: el tiempo de incubacion para desarrollo del color azul y el tiempo de reposo

después de generado el color amarillo.

Desarrollo del color azul: esto ocurre en el momento del procedimiento donde se
anade un sistema de sustrato incoloro (tetrametilbencidina / perdxido de hidrégeno)
llamado “cromdgeno TMB”. La enzima peroxidasa de rabano, si se encuentra
presente y utilizando el poder reductor del perdxido de hidrogeno, cataliza la
oxidacion del sustrato tetrametilbencidina convirtiéndose en un compuesto colorido
azul.

Aqui entra la primera variacion, la metodologia experimental expuesta en el inserto
del equipo diagnostico, indica que el tiempo de incubacidon una vez anadido el
cromogeno TMB es de 10 minutos. Los tiempos de incubacion probados fueron de 7
minutos y 13 minutos.

El desarrollo del color amarillo se genera cuando la reaccion entre la enzima
peroxidasa y el sustrato se interrumpe anadiendo una “solucidn de paro”, que es una
sustancia acida. En estas condiciones acidas el TMB cambia a amarillo. El cambio de
color indica la presencia de anticuerpos del tipo IgG para dengue en la muestra de
ensayo.

Segun el inserto tenemos un tiempo de 30 minutos para leer la placa una vez
generado el color, pues después de ese tiempo no se asegura la estabilidad. Los
tiempos de reposo probados para la lectura fueron a los 25 minutos y a los 35 minutos
de haber cambiado al color amarillo.
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Se habla de estabilidad analitica de la muestra, cuando la sefal dentro de una metodologia

analitica a diferentes condiciones presenta estabilidad. Los criterios de aceptacion que debe

cumplir este método para que sea considerado con buena estabilidad analitica de la muestra

son:

e Validez de la prueba para cada placa.

7
L X4

7
L X4

UPyN <18
UPp> 22

e Estabilidad de la sefial analitica al tiempo de incubacion de desarrollo del color azul.

X/
o

X/
X4

L)

X/
X4

L)

7/
X4

L)

7/
X4

L)

7/
X4

L)

7/
X4

L)

UPsn < 18 en las placas TAA, TAB. TBAy TBB.

UPspg > 22 en las placas TAA y TAB.

UPspg > 22 en las placas TBA 'y TBB.

UPspg de las placas TBA y TBB debe ser concordante al de las placas TAA y
TAB.

UPspa > UPspg > 22 en las placas TAA 'y TAB.

UPspa > UPspg > 22en las placas TBAy TBB.

UPspa de las placas TBA y TBB debe ser concordante al de las placas TAA y
TAB.

e Estabilidad de la sefal analitica al tiempo de incubacion de reposo una vez generado

el color amarillo.

7
A X4

@
L X4

@
L X4

@
L X4

UPsy < 18 enlas placas TAA, TAB, TBAy TBB.

UPspg > 22 en las placas TAAy TBA.

UPspg > 22 en las placas TAB y TBB.

UPspg de las placas TAA y TBA debe ser concordante al de las placas TAB y
TBB.

UPspa > 22 > UPspg en las placas TAA 'y TBA.

UPspa > UPspg > 22en las placas TAB y TBB.

UPspa de las placas TAA y TBA debe ser concordante al de las placas TAB y
TBB.

Las tablas 62, 63y 64 muestran los resultados de este parametro, ver anexo 14.4.

9.3.6 Estabilidad de la muestra

Este parametro es importante pues demuestra que un analito es estable en una muestra

antes de ser procesada por el método.
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e Laestabilidad del analito se probd en cinco diferentes condiciones.

*
°e

CEo: determinacion al momento de obtener la muestra.

>

X/
*

CE1: muestras almacenadas por 24 horas de 2 a 8 °C.

L)

>

X/
*

CE2: muestras almacenadas por 48 horas en congelacion (-20 °C o menos).

L)

>

X/
*

CE3: muestras almacenadas en hielo por 60 minutos.

L)

>

X/
*

CE4: muestras a la condicidon de mesa de laboratorio ¢ temperatura ambiente

L)

por 60 minutos.
Los criterios de aceptacion planteados en el protocolo de verificacion son:

e Validez de la prueba para cada placa de cada condicion de almacenaje.
% UPy<18

& UPp>22

e Estabilidad de la muestra almacenada por 24 horas de 2 a 8 °C.

% UPsy<18enlas placas CEoy CEx.
%  UPspg>22enlasenlasplacas CEoy CEa.

7

% UPspa>UPspg > 22 enlas placas CEoy CEx.

7/

7/

e Estabilidad de la muestra almacenada por 48 horas en congelacion (-20 °C o menos).
% UPsy<18enlas placas CEoy CE2.
% UPspg>22enlasenlas placas CEoy CE2.
% UPspa>UPspg > 22 en las placas CEo y CE2.

e Estabilidad de la muestra almacenada en hielo por 60 minutos.
% UPsy<18enlas placas CEoy CE3.
% UPspg>22enlasenlas placas CEoy CE3.
% UPspa>UPspg > 22 en las placas CEo y CE3.

e Estabilidad de la muestra almacenada a la condicion de mesa de laboratorio por 60
minutos.

/7

%  UPsy<18enlas placas CEoy CE4.

R/

/7

%  UPgspg>22 enlasen las placas CEoy CE4.

K/

/7

% UPgspa>UPspg > 22 enlas placas CEo y CEg.

K/

Los resultados se muestran en las tablas 65y 66, ver anexo 14.4.
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9.3.7 Tolerancia

Para esta metodologia de deteccion de anticuerpos tipo IgG para dengue, se verificara la
tolerancia del método al cambio de lote de reactivos criticos como son:

e Cromogeno TMB

e Antigenos de Dengue 1-4 (recombinantes)

e Anticuerpos monoclonales contra el virus del dengue (serotipos 1-4), conjugado
con HRP.

Se realizaron cuatro tratamientos con dos diferentes lotes de estos reactivos; se llevaron a
cabo las determinaciones por triplicado de suero negativo, suero positivo a nivel bajo y suero
positivo a nivel alto de anticuerpos IgG de dengue por un mismo analista utilizando los
mismos testigos, soluciones, equipos, instrumentos, modificando los lotes de los reactivos
criticos mencionados.

Las variaciones de cada tratamiento son las siguientes:

e Lote del cromdégeno TMB, del antigeno y del AcMo (trazador) del propio equipo
(Ta).

e Lote del cromdgeno TMB de otro equipo y del antigeno y AcMo (trazador) del
propio equipo diagndstico (T2).

e Lote del cromdgeno TMB del propio equipo diagndstico, del antigeno de otro
equipo y del AcMo (trazador) del propio equipo para diagnostico (T3).

e Lote del cromdgeno TMB del propio equipo, del antigeno y del AcMo de otro
equipo (T4).

Los registros de absorbancia y unidades Panbio no mostraron falsos positivos o falsos
negativos, la respuesta analitica de las muestras fue buena, tanto en los sueros positivos a
nivel alto, como en los sueros positivos a nivel bajo, siendo la respuesta analitica mas
elevada en los sueros positivos altos. Lo anterior demuestra que las determinaciones no se
ven afectadas por la presencia de reactivos de otro equipo para diagndstico con diferente
lote (cromogeno TMB, antigeno y AcMo), lo que significa existe tolerancia a diferentes lotes.

Los criterios de aceptacion que se deben cumplir para dar valida la prueba y decir que el
método tiene tolerancia son los siguientes:

e Validez de la prueba para cada placa de cada tratamiento.

< UPNn<18

/7

% UPp>22
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Tolerancia para el lote de TMB:

¢

UPsn < 18 para los tratamientos T1y T2.

o
A5

>

X/
*

UPsng >22 para los tratamientos T1y T2.

L)

>

X/
*

UPsna > UPsng > 22 para los tratamientos T1y Ta2.

L)

Tolerancia para el lote de antigeno.

UPsn < 18 para los tratamientos T1y T3.

UPsng >22 para los tratamientos T1y T3.

UPsna > UPsng > 22 para los tratamientos T1y T3.

X/
X4

L)

X/
X4

L)

X/
X4

L)

Tolerancia para el lote del AcMo (trazador).
UPsn < 18 para los tratamientos T1y Tg.

X/
X4

L)

>

7/
*

UPsng >22 para los tratamientos T1y T4.

L)

7/
X4

L)

UPsna > UPsng > 22 para los tratamientos T1y Ty.

Los numeros de lote de los equipos de diagnostico utilizados en este pardmetro se muestran
en la tabla 67.

Tabla 67. NUmero de lote de los diferentes equipos para el diagnéstico utilizados para evaluar este pardmetro.

EQUIPO PARA EL DIAGNOSTICO LOTE
Equipo para el diagndstico 1 11185
Equipo para el diagndstico 2 11353

Los registros de absorbancia y unidades Panbio se muestran en las tablas 68 y 69
respectivamente, ver anexo 13.4.

9.3.8 Robustez

Para evaluar este parametro se verificd que el método analitico es robusto a 6 factores:

e Dilucion del antigeno o factor A.

e Tiempo de realizada la mezcla del AcMo (trazador) y del antigeno diluido (Ag) o factor B.
e Primer tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) o factor C.

e Primeratemperatura de incubacion (AcMo — Ag — placa) o factor D.

e Segundo tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) o factor F.

e Segundatemperatura de incubacion (AcMo — Ag — placa) o factor G.
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Utilizando el disefio de Placket Burman para un estudio de 6 factores, se obtienen 8
combinaciones o tratamientos de los factores bajo estudio, tabla 7o0. Para ello es necesario
fijar los valores de nivel bajo (-) y de nivel alto (+) de los factores.

Tabla 70. Valores de nivel bajo y alto de cada factor.

VALORDEL | VALORDEL
FACTOR CODIGO | NIVELBAJO (- | NIVELALTO
) (+)
Dilucion del antigeno A 1/200 1/300
Tiempo de realizada la primera mezcla del AcMo B o minutos o minutos
(trazador) y del antigeno diluido (Aqg) > 7
Primer tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) C 50 minutos 70 minutos
Primera temperatura ;Ifalcr;c)ubaaon (AcMo -Ag D 35°C 39°C
Segundo tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) F 50 minutos 70 minutos
Segunda temperatura;llzclz;:ubaaon (AcMo —Ag G 35°C 39°C

Las ocho diferentes combinaciones se muestran a continuacion en la tabla 7.

Tabla 72. Combinaciones de los factores en cada tratamiento.

CORRIDA O NIVEL DEL FACTOR /VALOR DEL NIVEL DEL FACTOR
TRATAMIENTO A B C D F G
1 + /300 -/somin | -/somin | +/39°C | +/70min | +/39°C

+ /300 +/70min | -/5omin -/35°C -/5omin | +/39°C
+/300 +/70min | +/70min | -/35°C | +/70min | -/35°C
-/ 200 +/70min | +/70min | +/39°C | -/5omin | +/39°C
+ /300 -/somin | +/70min | +/39°C | -/5omin | -/35°C
-/ 200 +/70min | -/5omin | +/39°C | +/70min | -/35°C
-/ 200 -/somin | +/70min | -/35°C | +/70min | +/39°C
-/ 200 -/somin | -/gomin | -/35°C | -/5omin | -/35°C

0N O | W N

En cada condicion de analisis o tratamiento se lleva a cabo la determinacion de las muestras
por triplicado (suero negativo, suero positivo a nivel bajo y suero positivo a nivel alto de
anticuerpos IgG de dengue por un mismo analista utilizando los mismos testigos, reactivos,

soluciones, equipos, instrumentos.

Para esta prueba los criterios de aceptacion son:
e Validez de la prueba para cada placa de cada tratamiento.
s UPn<18

e UPp>22
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Para el factor dilucion del antigeno (A).

o [}
o

UPsy <18 enlas placas i, 2,3, 5y 4, 6,7, 8y concordantes.

X/
X4

L)

UPspg >22 enlas placas 1, 2, 3, 5y 4, 6, 7, 8 y concordantes.

>

X/
*

UPspa > UPspg > 22en las placas 1, 2, 3, 5 4, 6, 7, 8 y concordantes.

L)

e Para el factor tiempo de realizada la primera mezcla del AcMo (trazador) y del
antigeno diluido (Ag) (B).
UPsn <18 enlas placas 2, 3, 4, 6y 1, 5,7, 8y concordantes.

X/
X4

L)

>

X/
*

UPspg >22 enlas placas 2, 3, 4, 6y 1, 5, 7, 8 y concordantes.

L)

X/
X4

L)

UPspa > UPSPB > 22en las placas 2, 3, 4, 6y 1, 5, 7, 8 y concordantes.

Para el factor primer tiempo de incubacion (AcMo — Ag — placa) (C).

o [ ]
<

UPsy <18 enlasplacas3, 4, 5,7y 1, 2, 6, 8y concordantes.

7/
X4

L)

UPspg >22 enlas placas 3, 4, 5,7Y 1, 2, 6, 8 y concordantes.

>

7/
*

UPspa > UPSPB > 22 enlas placas 3, 4, 5, 7Y 1, 2, 6, 8 y concordantes.

L)

Para el factor primera temperatura de incubacion (AcMo — Ag — placa) (D).

o [ ]
EX

UPsy<18enlasplacas i, 4, 5,6y 2, 3,7, 8y concordantes.

3

8

UPspg >22 enlas placas 1, 4, 5,6y 2, 3,7, 8y concordantes.

3

8

UPspa > UPSPB > 22 enlas placas 1, 4, 5, 6y 2, 3, 7, 8 y concordantes.

e Para el factor Segundo tiempo de incubacidon (AcMo — Ag — placa) (F).
% UPsy<18enlasplacasy, 3, 6,7Y 2, 4, 5,8y concordantes.

% UPspg>22enlasplacasz, 3,6,7Y 2, 4, 5y concordantes.

% UPspa>UPspg>22enlasplacasy, 3,6,7Y 2, 4, 5y concordantes.

e Para el factor segunda temperatura de incubacion (AcMo — Ag — placa) (AcMo — Ag —
placa) (G).
UPsy<18enlasplacasy, 2, 4,7Y3, 5,6, 8y concordantes.

e

*

e

*

UPspg >22 enlas placas 1, 2, 4,7V 3, 5, 6, 8y concordantes.

e

*

UPspa > UPspg > 22 enlas placas 1, 2, 4, 7Y 3, 5, 6, 8 y concordantes.

Los resultados se muestran en las tablas 72 y 72, del anexo 13.4.
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10 DISCUSION

Una vez realizado el andlisis de los datos obtenidos en cada verificacion, podemos
determinar si cada uno de ellos cumple con los criterios de aceptacidon propuestos en los
protocolos de verificacion.

Para la verificacion de las técnicas seroldgicas del algoritmo diagndstico por laboratorio de
FD y FHD, (ELISA de captura del antigeno viral NSz, ELISA de captura de anticuerpos IgM e
IgG de dengue), se plantearon evaluar 10 parametros de desempefio, para cada una:

10.1 Proporcionalidad y precision del sistema

Para los tres métodos, ELISA NS1, ELISA IgM y ELISA IgG los coeficientes de variacion
obtenidos fueron:

e NSa: Tira 1 (Dil. 50%): 6.594%; Tira 2 (Dil. 100%): 7.145% vy Tira 3 (Dil. 200%): 9.6490.
e IgM: Tira 1 (Dil. 50%): 15.947%; Tira 2 (Dil. 200%): 6.435 y Tira 3 (Dil. 200%): 3.556.
e 1gG: Tira1(Dil. 50%): 3.06%; Tira 2 (Dil. 100%): 4.40 y Tira 3 (Dil. 200%): 5.26.

Ninguno de los CV en las tres diluciones de cada una de las ELISAS excede el 20%, cumplen
con los limites establecidos, lo que significa que existe precision en el método.

Los valores obtenidos en la prueba y* de independencia de Pearson, entre los criterios de
clasificacion (y?, Pr x*) para cada tira, fue de 0.0073 cada una; para ambas tiras la prueba y*
de independencia de Pearson, entre los criterios de clasificacion (y? Pr y*) fue menor a
0.0001, por lo que al no exceder el criterio establecido en el protocolo, decimos que entre las
dos variables (orden de concentracion y orden de intensidad de respuesta) hay
independencia.

Las medidas de asociacion de Spearman (r*) calculadas para cada tira por separado y para las
dos tiras juntas fueron de 1.000, lo que significa un alto grado de asociacion entre las
variables evaluadas.
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10.2 Sensibilidad y especificidad

Para los tres diferentes ensayos de ELISA, las lecturas de absorbancia y por ende la
conversion a unidades Panbio del testigo positivo, el testigo negativo y los calibradores se
mantiene constante y concuerda con la clasificacion verdadera de la muestra; por lo tanto su
sensibilidad y especificidad es del 100%; debido a que no hay variabilidad no se pueden
definir limites de confianza ya que estos son iguales a la unidad, por lo tanto se cumple con
los criterios de aceptacion.

10.3 Selectividad

A partir de las lecturas de densidad optica de cada una las placas se obtienen las unidades
Panbio de las muestras. En cada uno de los métodos se examinaron los testigos negativos,
los testigos positivos y muestras de sueros positivos al virus de influenza HiNz1, virus de
sarampion y virus de rubéola.

En el caso del ELISA NSz, para el testigo positivo (TP) el valor de la unidad Panbio es >11y
para el testigo negativo (TN) es <g. Para las muestras con presencia de influenza A (IA),
sarampion (Sa) y rubéola (Ru) las unidades Panbio se encuentran <g. Estos resultados
cumplen con los pardmetros, lo que significa que la metodologia es especifica para el
antigeno NSz, ya que solo en la presencia de éste la prueba da positiva, demostrando
selectividad.

Para el ensayo de ELISA IgM, observamos que el valor de la unidad Panbio del TP es >11y el
TN es <g. Para las muestras con presencia de influenza A, sarampidn y rubéola, las unidades
Panbio se encuentran <g9. Lo que indican estos resultados es que la metodologia es
especifica para anticuerpos IgM contra dengue, ya que solo en la presencia de éstos la
prueba resulta positiva, demostrando selectividad.

Finalmente en el tercer ensayo el de ELISA IgG, los resultados fueron similares, la unidad
Panbio del TP es >22 y el TN es <18. Para las muestras con presencia de los otros virus se
encuentran <18. Estos resultados reflejan que la metodologia es especifica para anticuerpos
IgG contra dengue, ya que solo en la presencia de éstos la prueba da positiva, demostrando
selectividad.
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10.4 Precision intermedia del método

Para este pardmetro se requirid de un analista adicional, el cual ejecutd la metodologia
correspondiente a cada ELISA en diferentes dias de analisis, bajo las mismas condiciones.

Para el ELISA NSz, la unidad Panbio del TP es >11, mientras que la del TN es < g, lo anterior
davalidez a la prueba para cada placa.

El método posee repetitibilidad ya que la unidad Panbio del SN es < g, en cada placa de la
combinacidn analista-dia. La unidad del SPB (Suero positivo a nivel bajo) es > 11y la unidad
del SPA (Suero positivo a nivel alto) es > a las unidad Panbio del SPB y por ende > de 11.

La reproducibilidad entre dias/analista también se cumple, ya que en las placas de los dos
dias de cada analista las unidades Panbio de los SN son < g, las unidades del SPB son > 11y
las unidades del SPA son > a las unidades Panbio de los SPB y por ende > 11.

Entre los analistas también existe reproducibilidad, pues entre las palcas de los dos analistas
las unidades Panbio de los SN son < g, las unidades del SPB son > 11y las unidades del SPA
son > a las unidades Panbio de los SPB y por ende > que 11.

La sensibilidad y especificidad se siguen conservando en el método a pesar de que fue
desarrollado por dos analistas diferentes y en dias diferentes de analisis, lo anterior se
demuestra al observar como las absorbancias aumentan con respecto a la concentracion (en
los SPA Y SPB, ya que el SPB fue obtenido a partir de diluciones realizadas al SPA), al
cumplir con todos los criterios de aceptacion establecidos se comprueba que el método es
capaz de ser reproducido por diferentes analistas en diferentes dias de analisis por lo que
posee precision intermedia del método.

Por su parte, el ELISA IgM fue evaluada de la misma forma que la anterior, los criterios de
aceptacion son los mismos y todos se cumplen sin excepcion. Primero que nada cada placa
realizada, tiene validez; el método posee repetitibilidad en cada placa de la combinacién
analista-dia, tiene reproducibilidad entre las placas realizadas por cada analista en diferentes
dias, y entre los analistas también existe reproducibilidad.

La sensibilidad y especificidad se siguen conservando en el método y al cumplir sin
excepcion todos los criterios de aceptacion, se determina que el método es capaz de ser
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reproducido por diferentes analistas en diferentes dias de analisis, posee entonces, precision
intermedia del método.

El ELISA IgG es en cuanto a la metodologia, es idéntico al ELISA IgM, solo que los valores de
las unidades Panbio, que determinan si un resultado es positivo o negativo, son diferentes,
por ende los criterios de aceptacion poseen diferentes valores, pero en esencia la
metodologiay las evaluaciones son las mismas.

La unidad Panbio del TP es >22, mientras que la del TN es < 18, lo anterior da validez a la
prueba para cada placa.

El método posee repetitibilidad ya que la unidad Panbio del SN es < 18, en cada placa de la
combinacion analista-dia. La unidad del SPB (Suero positivo a nivel bajo) es > 22 y la unidad
del SPA (Suero positivo a nivel alto) es > a las unidad Panbio del SPB y por ende > de 22.

La reproducibilidad entre dias/analista también se cumple, ya que en las placas de los dos
dias de cada analista las unidades Panbio de los SN son < 18, las unidades del SPB son > 22y
las unidades del SPA son > a las unidades Panbio de los SPB y por ende > que 22.

Entre los analistas también existe reproducibilidad, pues entre las palcas de los dos analistas
las unidades Panbio de los SN son < 18 las unidades del SPB son > 22 y las unidades del SPA
son > a las unidades Panbio de los SPB y por ende > que 22.

La sensibilidad y especificidad se siguen conservando en el método y al cumplir con todos los
criterios de aceptacion establecidos se comprueba que el método es capaz de ser
reproducido por diferentes analistas en diferentes dias de analisis, por lo tanto posee
precision intermedia del método.

10.5 Estabilidad analitica de la muestra

Sin excepcion alguna, en los tres métodos evaluados todos los criterios de aceptacion se
cumplieron favorablemente, podemos decir que la estabilidad de la sefial analitica al tiempo
de incubacion de desarrollo del color azul y la estabilidad de la sefal analitica al tiempo de
incubacion de reposo una vez generado el color amarillo, las cudles se ven reflejadas en los
valores de las unidades Panbio en las condiciones y tiempos propuestos, no presentan
alteracion en los resultados de la determinacion, por los que estos métodos presentan
estabilidad analitica.
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10.6 Estabilidad de la muestra

Realizando la comparacion de las unidades Panbio obtenidas a partir de muestras recién
preparadas (CEo) y de muestras preservadas a diferentes condiciones de temperatura y
tiempo (CE1, CE2, CE3, CE4) se demuestra que se conserva la proporcionalidad y con las
unidades Panbio calculadas de las muestras analizadas bajo las condiciones propuestas por
el método, se comprueba que los analitos (antigeno NS1 del dengue virus, anticuerpos tipo
IgM y tipo IgG, contra denguevirus) son estables.

10.7 Tolerancia

Los registros de absorbancia y unidades Panbio no mostraron falsos positivos o falsos
negativos, la respuesta analitica de las muestras fue buena, tanto en los sueros positivos a
nivel alto, como en los sueros positivos a nivel bajo, siendo la respuesta analitica mas
elevada en los sueros positivos altos. Lo anterior demuestra que las determinaciones no se
ven afectadas por la presencia de reactivos de otro equipo de diagndstico con diferente lote,
lo que significa existe tolerancia a diferentes lotes.

10.8 Robustez

La robustez es la capacidad de un procedimiento analitico de no ser afectado por pequeias
pero deliberadas variaciones en los parametros del método, provee una indicacion de su
confiabilidad en condiciones de uso normales.

Absolutamente todas las placas cumplen con los criterios de aceptacion. Se demuestra que
los factores evaluados para robustez no alteran los resultados esperados, tanto en los
testigos (positivo, negativo y calibradores) como en las muestras de suero positivo a nivel
bajo y alto, asi como el suero negativo. Los datos fueron corroborados por ANOVA
arrojando una probabilidad >0.05 lo que indica que no hay interaccion entre factores.

El LCE tiene un informe de la verificacion, donde se indica que los tres protocolos de los
métodos de ensayo verificados, ELISA NSi, ELISA IgM y ELISA IgG, cumplen
satisfactoriamente los criterios de aceptacion de cada uno los parametros de desemperio
evaluados, lo que indica que los métodos poseen esas caracteristicas y por ende tienen alto
grado de confiabilidad para el diagnostico.
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11  CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en todos los parametros de desempeiio de los tres
protocolos de verificacion ejecutados (ELISA NSz1, ELISA IgM y ELISA 1gG), se demuestra
que los métodos de ensayo para identificar al antigeno viral NS1 y anticuerpos IgM e IgG
contra el virus del dengue son aplicables a muestras de suero provenientes de todo el pais
dentro de las condiciones del Laboratorio Central de Epidemiologia.

Los resultados obtenidos en este trabajo respaldan y dan validez al nuevo algoritmo
diagnostico de Fiebre por Dengue y Fiebre Hemorragica por Dengue propuesto por el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica a través del Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemioldgico en 2008, ya que al ser ejecutado en el Laboratorio Central de
Epidemiologia, laboratorio de referencia del Instituto Mexicano del Seguro Social, donde se
confirman los casos probables de dengue en la poblacion derechohabiente, se ha
demostrado la gran versatilidad de los equipos utilizados para el diagndstico seroldgico de
este padecimiento en todo el pais, por lo que la hipdtesis se acepta.
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13 ANEXOS

13.1 Diagrama de flujo del algoritmo diagnostico por laboratorio de FD y FHD.

Diagrama 1. Algoritmo diagndstico por laboratorio de FD y FHD del SINAVE*

‘ MUESTRAS \

|
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13.2 Estrategia general de trabajo.

Diagrama 2. Estrategia general de trabajo
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13.3 Materiales y métodos

13.3.1 Materiales

RECURSOS PARA EJECUTAR LAS VERIFICACIONES DE LOS METODOS DIAGNOSTICOS DE

DENGUE

e Materiales

X3

8

X3

8

K/
‘0

L)

X3

8

X3

S

*

Guantes Nitrilo (AMBIDER, MEDICAMENTOS INSTITUCIONALES MEXICANOS, N851)
Puntas de micropipeta de 10-100Ul (AXIGEN, BIOSELEC, TF 10, TF 200, TF 1000)
Canaletas para reactivos ( FALCON, 08100)

Placas de dilucion (FALCON, 2500)

DENGUE NS1. Equipo para el diagndstico de la proteina viral NSi del virus del dengue en
sus cuatro serotipos (Panbio).

DENGUE IgM CAPTURE. Equipo para el diagndstico de anticuerpos IgM contra dengue en
sus cuatro serotipos (Panbio).

DENGUE IgG CAPTURE. Equipo para el diagndstico de anticuerpos IgM contra dengue en
sus cuatro serotipos (Panbio).

Bolsa para desecho de puntas (ROCHE, BIODIST, 03 003 198 00).

Botella de desechos liquidos (ROCHE, BIODIST, 03 003 198 00).

e Material Bioldgico

o
o
o
o

®
0'0

Suero negativo

Suero positivo

Suero positivo a virus de Influenza A

Suero positivo a virus de Sarampion (Testigo positivo, equipo para diagndstico SIEMENS,
Enzygnost Anti-Measles).

Suero positivo a virus de Rubéola (Testigo positivo, equipo para diagndstico SIEMENS,
Enzygnost Anti-Rubella).

e Material bioldgico contenido en el equipo para el diagndstico de antigeno NS1 de dengue,

anticuerpos IgM contra dengue y anticuerpos IgG de Panbio.

X3

A

X3

A

X3

A

X3

A

X3

A

Pozos recubiertos con anti-NS1

Pozos recubiertos con anti-lgM humana
Pozos recubiertos con anti-lgG humana
Antigenos 1-4 de dengue (Recombinante)
AcMo conjugado con HRP (Trazador)
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R/

% Testigos : testigo positivo, testigo negativo y calibrador
Reactivos y soluciones

% Agua desionizada

++ Etanol al 70% (SIGMA-ADRICH, HYLA, E7023)

Hielo

Reactivos y soluciones contenidos en los equipos de diagndstico

X3

*

Soluciéon amortiguadora de lavado (20X)
Diluyente de la muestra

X3

*

X3

*

Diluyente del antigeno

X3

*

Cromogeno TMB

X3

*

Solucion de término
Equipos e instrumentos

¢+ Gabinete de sequridad bioldgica tipo Il (Safegard, 2000).

+** Micropipetas de volumenes: 0.5 —10 uL, 2-20 pL, 20-200 pL y 100-1000 pL (Eppendorf).

¢+ Micropipetas multicanal: 20-300 pL y 100-1200 pL (Eppendorf).

+¢+ Lector de ELISA para placa con filtro de 450 nm y otro de referencia entre 600-650 nm
(BIORAD: X-Mark).

+ Lavador de placas (BIORAD).

% Incubadora de placas (BIORAD).

% Ultracongelador (RevCo, 7500).
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13.

3.2 Métodos

13.3.2.1 ELISA NS1

ELISA PARA LA
DETECCION
PRECOZ DEL

DENGUE (NS1 de
Panbio)

o Pipetear 100 pl de las muestras de valoracion y testigos diluidos en

sus respectivos pozos.

1
1
1
o Cubrir la placa e incubar durante 1 hora a 37 °C + 1°c. 1
o Lavar seis veces con el tampdn de lavado diluido. Secar bien. :
o Pipetear 100 pl de Mab anti-NS1 conjugado con HRP en cada :
1
1
1
1

pocillo.

o Cubrir la placa e incubar durante 1 horaa 37 °C + 1 °C.
o Lavar seis veces con el tampdn de lavado. Secar bien.

Desarrollo

lectura

1
1
1
1
1
1
1
de colory :
1
1
1
1
| =

Suero negativo al antigeno NS1
Suero positivo al antigeno NS1, nivel alto
Suero positivo al antigeno NS1, nivel bajo

Suero positivo al virus de influenza A
Suero positivo al virus de sarampion

Suero positivo al virus de rubéola

1 -
1 Se requiere:
1 .
1
1 L]
=z ! o
Preparacion ' R
de las ] N
muestras !
1 °
1
1
1
1
1

Elaborar alicuotas de los sueros, reservar y utilizar
segln el parametro de la verificacion que se realice.

Preparacion
de la tira con
los testigos y
las muestras

L e e e e e e — e, —————————— a
B R

Adicién de 1 e Extraer el nimero necesario de tiras de la bolsa de aluminio e

testigos, muestras : insertarlos en el soporte de tiras (placa).

y antigeno; : o Diluir el Testigo Positivo, el Testigo Negativo, el Calibrador

incubaciones y 1 (por triplicado) y las muestras en una placa de dilucién

lavados : afladiendo 75 pL de diluyente de muestra a 75 pL de testigos,

1

o Pipetear 100 uL de TMB en cada pocillo.
e Incubar 10 min. a temperatura ambiente (20-25°C).

Aparecera un color azul.

o Transferir 100 pL de la Solucion de Parada en los pozos

(Mismo orden y tiempo que cuando se afiadi6 TMB)
Mezclar bien.

o El color azul cambia a amarillo. Antes de 30 minutos, leer

la absorbancia de (a 450 nm con un filtro de referencia de
600-650 nm).

INDICE UNIDADES RESULTADO

! 1
! 1
! PANBIO !
1 <09 <9 Negativo 1
1 09-11 9-11 Dudoso '
bo>11 >11 Positivo !

1

1

1

[}

1

1

! ,

I | coue |
! M
[}

1

1

1

Interpretacion
de resultados

calibrador y muestra. Mezclar bien. (Dilucion 1: 2).

NOTA: El factor de calibracién (FC) es especifico de
cada lote, se encuentra detallado en la hoja de
especificaciones. Obtenga el valor de FC antes de
comenzar los célculos.

(1)Calcular el valor del punto de corte: Obtener la
absorbancia promedio de los triplicados del Calibrador y
multiplicar por el factor de calibracion.

(2)Calcular el valor indice: dividiendo la absorbancia de
la muestra entre el punto de corte.

(3)Calcular unidades Panbio multiplicando el valor
indice por 10.
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13.3.2.2 ELISA IgM

Se requiere:

Adicion del
antigeno,
incubacion
y lavado

Mezclar suavemente, dejar a temperatura ambiente (20-25°C) por una hora.

1
1
1
1 L]
I L]
ELISADE CAPTURADE Preparacion ! .
ANTICUERPOS IgM de las ' .
CONTRAEL VIRUS DEL muestras ] R
DENGUE DE PANBIO '
1
1
o e e e e e e e 1
1 . 1 S
, © Pipetear 100 ul de las 1
| muestras de valoracion y ! —
I testigos diluidos en sus : Adicién de
1 - .
., respectivos pozos. 1 testigos,
1 A .
Zr;eparguon 1 o Cubrir la placa e incubar ! muestras;
el antigeno ! durante 1 hora 2 37% £ 1°, ' incubacion
L Lavar’ seis veces con el : y lavado
1 tampén de lavado diluido. .
: Secar bien. 1
L o 1
e e e e e e e e e e e ———— - —— -
: Preparar justo después de colocar la placa en la primera incubacioén, la dilucion :
1 del antigeno debe ser de 1:250. 1
: Diluir 10 pL de antigeno en 2,5 mL de diluyente de antigeno, la solucion :
1 adquiere un color azul palido. (Suficiente para 40 pocillos). 1
: Tomar el volumen necesario de antigeno diluido y mezclar con un volumen :
1 igual de trazador de MAD. 1
1 1
1 1
—

Interpretacion
de resultados

INDICE
PANBIO
<0,9 <9
09-1,1 9-11
>1.1 >11

UNIDADES RESULTADO

Negativo
Dudoso
Positivo

e NOTA: El factor de calibracion (FC) es
especifico de cada lote, se encuentra detallado
en la hoja de especificaciones. Obtenga el valor
de FC antes de comenzar los célculos.
(1)Calcular el valor del punto de corte:
Obtener la absorbancia promedio de los
triplicados del Calibrador y multiplicar por el
factor de calibracion.

(2)Calcular el valor indice: dividiendo la
absorbancia de la muestra entre el punto de
corte.

(3)Calcular unidades Panbio multiplicando el
valor indice por 10.

r

e Suero negativo al antigeno IgM
Suero positivo al antigeno IgM, nivel alto
Suero positivo al antigeno IgM, nivel bajo
Suero positivo al virus de influenza A
Suero positivo al virus de sarampion
Suero positivo al virus de rubéola

Elaborar alicuotas de los sueros, reservar y utilizar segun el
parametro de la verificacion que se realice.

Preparacion
de la tira con
los testigos y
las muestras

o Extraer el nimero necesario de tiras de la bolsa de aluminio e
insertarlos en el soporte de tiras (placa).

o Diluir los testigos, el calibrador (triplicado) y las muestras,
bajo alguno de los siguientes procedimientos:

a 10 uL de suero. Mezclar bien.

PROCEDIMIENTO 2: Afiadir 90 pL de diluyente de muestra a
10 pL de suero. Tomar 20 pL del suero diluido y agregar 180 uL
de diluyente de muestra. Mezclar bien.

1
1
1
1
1
1
PROCEDIMIENTO 1: Afiadir 1000 pL de diluyente de muestra |
1
1
1
1
1
1

e Pipetear 100 pl de la

mez_cla del antigeno Desarrollo

diluido y el trazador

en los pozos. de colory
e Cubrir la placa e lectura

incubar durante 1

hora a 37°c + 1°c.

e Lavar seis veces con
el tampén de lavado
diluido. Secar bien.

e Pipetear 100 pL de TMB en cada

pocillo.

e Incubar 10 min. a temperatura
ambiente (20-25°C). Aparecera un
color azul.

1
1

1

1

1

1

1

I e Transferir 100 pL de la Solucion de
: Parada en los pozos (Mismo orden y
| tiempo que cuando se afiadi6 TMB)
1 Mezclar bien.

: o El color azul cambia a amarillo. Antes
1 de 30 minutos, leer la absorbancia de
I (a 450 nm con un filtro de referencia
| de600-650 nm).
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13.3.2.3 ELISA IgG

Se requiere:

ELISADE CAPTURADE
ANTICUERPOS IgG

CONTRAEL VIRUS DEL
DENGUE DE PANBIO

Preparacion
de las
muestras

o Pipetear

testigos

1

1

1

1

1

Preparacion 1
del antigeno '
1

1

1

1

1

e Lavar

del antigeno debe ser de 1:250.

igual de trazador de MADb.

Interpretacion
de resultados

INDICE UNIDADES RESULTADO

1 1
! PANBIO :
: <1,8 <18 Negativo :
1 1,8-2,2 18-22 Dudoso 1
! >2,2 >22 Positivo :

1
1
muestras de valoracion y !
diluidos en sus :
respectivos pozos. 1
e Cubrir la placa e incubar ! muestras;
durante 1 hora a 37°c + 1°c. :
1
1
1
1
1

tampdén de lavado diluido.
Secar bien.

Preparar justo después de colocar la placa en la primera incubacién, la dilucion :
1
Diluir 10 pL de antigeno en 2,5 mL de diluyente de antigeno, la solucion :
adquiere un color rojo palido. (Suficiente para 40 pocillos). 1
1
1
1
1
1

Tomar el volumen necesario de antigeno diluido y mezclar con un volumen

Mezclar suavemente, dejar a temperatura ambiente (20-25°C) por una hora.

100 pl de las

1
e Suero negativo al antigeno 1gG :
Suero positivo al antigeno 1gG, nivel alto 1
Suero positivo al antigeno 1gG, nivel bajo 1
Suero positivo al virus de influenza A '
Suero positivo al virus de sarampion 1
Suero positivo al virus de rubéola :
1
1
1
1

Elaborar alicuotas de los sueros, reservar y utilizar segn el
parametro de la verificacion que se realice.

Preparacion
de la tira con
los testigos y
las muestras

e Extraer el nGmero necesario de tiras de la bolsa de aluminio e

Adicién de
testigos,

insertarlos en el soporte de tiras (placa).
o Diluir los testigos, el calibrador (triplicado) y las muestras,
bajo alguno de los siguientes procedimientos:
PROCEDIMIENTO 1: Afiadir 1000 pL de diluyente de muestra

hora a 37° * 1°c.
e Lavar seis veces con
el tampén de lavado

incubacion .
seis veces con el y lavado a 10 pL de suero. Mezclar bien.
PROCEDIMIENTO 2: Afiadir 90 pL de diluyente de muestra a
10 pL de suero. Tomar 20 pL del suero diluido y agregar 180 uL
de diluyente de muestra. Mezclar bien.
L o e o o e o e e e e e e 1
S N
| e Pipetear 100 pl de la !
Adlc'lon del 1 mezcla del antigeno Desarrollo
antigeno, 1 diluido vy el trazador 1
. = 1 10S DOZOS 1 de colory
incubacion y  enlospozos. . lect
y lavado 1 e Cubrir la placa e , ectura
: incubar durante 1 1
1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

e NOTA: El factor de calibracion (FC) es
especifico de cada lote, se encuentra detallado
en la hoja de especificaciones. Obtenga el valor
de FC antes de comenzar los calculos.
(1)Calcular el valor del punto de corte:
Obtener la absorbancia promedio de los
triplicados del Calibrador y multiplicar por el
factor de calibracion.

(2)Calcular el valor indice: dividiendo la
absorbancia de la muestra entre el punto de
corte.

(3)Calcular unidades Panbio multiplicando el
valor indice por 10.

""""""""""""" ! métodos, existen variaciones

diluido. Secar bien.

e Pipetear 100 pL de TMB en cada
pocillo.

e Incubar 10 min. a temperatura
ambiente (20-25°C). Aparecera un
color azul.

e Transferir 100 pL de la Solucién de
Parada en los pozos (Mismo orden y
tiempo que cuando se afiadi6 TMB)

e mmmmmm— - — - A 1 Mezclar bien.

1 NOTA: Estos son los | : o El color azul cambia a amarillo. Antes

1 procedimientos a seguir parael | | de 30 minutos, leer la absorbancia de

: diagndstico de dengue. Para las : : (a 450 nm con un filtro de referencia

[

verificaciones de los tres de 600-650 nm).

: muy puntuales dependiendo de .
1 losparametrosaevaluaren |
1 cada uno de ellos. 1
1 VER ANEXO 13.5. 1
! 1



13.4 Tablas de resultados

13.4.1 ELISA NSa1

Proporcionalidad y precision del sistema

Tabla 7. Registros de absorbancia de la combinacion tira — dilucién.

CAL1 0.629 CAL1 0.873 CAL1 0.917
CAL1 0.562 CAL1 0.805 CAL1 0.856
CAL2 0.659 CAL1 0.857 CAL2 1.02

CAL2 0.626 CAL2 0.982 CAL2 1.058
Media 0.619 CAL2 0.944 Media 0.963
Desviacion 0.041 CAL2 0.918 Desviacion 0.093
cv 6.594 Media 0.897 cv 9.640

Desviacion 0.064

cv 7-145

Tabla 8. Tabla de contingencia (orden de concentracion de dilucidn y orden de intensidad de respuesta).

CAL1 50% 0.629
CAL1 50% 0.562
CAL2 50% 0.659
CAL2 50% 0.626
CAL1100% 0.873
CAL1100% 0.805
CAL1 100% 0.857
CAL2 100% 0.982
CAL2 100% 0.944
CAL2 100% 0.918
CAL1 200% 0.917
CAL1200% 0.856
CAL2 200% 1.020
CAL2 200% 1.058
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Sensibilidad y especificidad

Tabla 10. Resultados de absorbancia de la combinacidn placa —réplica de testigos.

Testigo | Abs. Testigo | Abs. Testigo | Abs. Testigo | Abs. Testigo | Abs.
P1 2.768 P1 2.699 P1 2.753 P1 2.833 P1 2.659
N1 0.095 N1 0.084 N1 0.083 N1 0.107 N1 0.098

CAL1-1 | 1.115 CAL1-1 | 1.118 CAL1-1 | 1.036 CAL1-1 | 1.209 CAL1-1 | 1.089

CAL2-1 | 1.047 CAL2-1 | 1.050 CAL2-1 | 0.003 CAL2-1 | 1.167 CAL2-1 | 1.017

CAL3-1 | 1.047 CAL3-1 | 1.072 CAL3-1 | 1.024 CAL3-1 | 1.2 CAL3-1 | 1.065
P2 2.643 P2 2.659 P2 2.585 P2 2.754 P2 2.643
N2 0.082 N2 0.084 N2 0.087 N2 0.106 N2 0.132

CAL1-2 | 0.901 CAL1-2 | 0.901 CAL1-2 | 0.905 CAL1-2 | 1.248 CAL1-2 | 1.102

CAL2-2 | 1.235 CAL2-2 | 1.065 CAL2-2 | 1.018 CAL2-2 | 1.223 CAL2-2 | 1.126

CAL3-2 | 1.045 CAL3-2 | 0.914 CAL3-2 | 0.882 CAL3-2 | 1.13 CAL3-2 | 1.026
P3 2.672 P3 2.692 P3 2.669 P3 2.813 P3 2.706
N3 0.094 N3 0.117 N3 0.133 N3 0.127 N3 0.137

CAL1-3 | 0.972 CAL1-3 | 1.054 CAL1-3 | 0.971 CAL1-3 | 1.117 CAL1-3 | 1.104

CAL2-3 | 0.905 CAL2-3 | 1.040 CAL2-3 | 0.963 CAL2-3 | 1.22 CAL2-3 | 1.014

CAL3-3 | 0.932 CAL3-3 | 0.940 CAL3-3 | 0.833 CAL3-3 | 1.124 CAL3-3 | 1.059

Tabla 11. Unidades PANBIO para cada combinacion placas — réplica de testigos.

Testigo Ug;ifi’:s Resultado | Testigo Ugﬁ%‘fss Resultado | Testigo Ug;iiciloes Resultado
Pi 39.26 Positivo P1 37.9 Positivo Pa 60.77 Positivo
N1 1.34 Negativo N1 1.179 Negativo Nz 1.83 Negativo
P2 37.81 Positivo P2 42 Positivo P2 41.89 Positivo
N2 1.17 Negativo N2 1.32 Negativo N2 1.41 Negativo
P3 43 Positivo P3 £40.35 Positivo P3 43.89 Positivo
N3 1.5 Negativo N3 1.75 Negativo N3 2.187 Negativo

Testigo Ug;ifiiss Resultado
Pa1 36.043 Positivo
N1 1.361 Negativo
P2 34.772 Positivo
N2 1.338 Negativo
P3 37.013 Positivo
N3 1.671 Negativo

Testigo Ugclchivabcilss Resultado
Pa 38.04 Positivo
Na 1.402 Negativo
P2 36.942 Positivo
N2 1.846 Negativo
P3 38.767 Positivo
N3 1.962 Negativo
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Tabla 12. Tabla de contingencia con dos criterios de clasificacion para los testigos.

. TP Positivo Positiva
Réplica1 . .
TN Negativo Negativa
. s TP Positivo Positiva
Placa D1 | Réplica 2 : :
TN Negativo Negativa
L TP Positivo Positiva
Réplica 3 : .
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica1 - -
TN Negativo Negativa
TP " "
Placa D2 | Réplica 2 POSIUYO POS't'Ya
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica 3 . :
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica1 - -
TN Negativo Negativa
TP " "
Placa D3 | Réplica 2 Posmyo Posmya
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica 3 : :
TN Negativo Negativa
L TP Positivo Positiva
Réplica1 - -
TN Negativo Negativa
TP " "
Placa Dy | Réplica 2 POSItIYO Posmya
TN Negativo Negativa
. TP Positivo Positiva
Réplica 3 : :
TN Negativo Negativa
L TP Positivo Positiva
Réplicaa1 . :
TN Negativo Negativa
TP g g
Placa D5 | Réplica 2 POSItIYO Posmya
TN Negativo Negativa
T TP Positivo Positiva
Réplica 3 : :
TN Negativo Negativa
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Selectividad

Tabla 14. Registro de absorbancia de cada placa. Tablas 15. Calculo de las unidades Panbio a partir de las absorbancias de cada placa.
| Placans [ pead: |
Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia Test/Mtas Unidades Resultado | Test/Mtas | Unidades | pociitado
Py 2.5330 P1 2.2530 Panbio Panbio
N1 .0600 N1 0.0510 P1 49.478 Positivo P1 £42.109 Positivo
CAL1 0.7860 CAL1 0.8200 N1 1.172 Negativo N1 0.953 Negativo
CAL2 0.7710 CAL2 .8010 SN1 0.859 Negativo SN1 0.748 Negativo
CAL3 0.7700 CAL3 0.8110 SN2 0.840 Negativo SN2 0.804 Negativo
SN1 0.0440 SN1 0.0400 SN3 0.938 Negativo SN3 0.804 Negativo
SN2 0.0430 SN2 0.0430 A1 0.938 Negativo A1 0.897 Negativo
SN3 0.0480 SN3 0.0430 A2 0.840 Negativo A2 0.785 Negativo
™ 0.0480 ™ 0.0480 A3 1.133 Negativo A3 0.897 Negativo
IAs 0.0430 IAa 0.0420 Sa1 2.754 Negativo Sai 1.925 Negativo
A3 0.0580 A3 0.0480 Sai 2.832 Negativo Sai 2.187 Negativo
Sa1 0.1410 Sa1 0.1030 Sa1 2.950 Negativo Sai 2.019 Negativo
S 0.1450 o 0.1170 Rua 1.660 Negativo Ru1 0.991 Negativo
San . San 01080 Ru2 1.738 Negativo Ru2 1.327 Negativo
RUL 0.0850 RUL 0.0530 Ru3 1.504 Negativo Ru3 1.196 Negativo
Ru2 0.0890 Ru2 0.0710
Ru3 0.0770 Ru3 0.0640
Media 0.7757 Media 0.8107
Desviacion 0.0090 Desviacion| 0.0095
cv 1.1555 cVv 1.1724
VC 0.512 VC 0.5350
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Precision intermedia del método

Tabla 16. Registro de absorbancias para las placas de combinacion analista-dia.

Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia
P1 2.4750 P1 2.5010 P1 2.5010 P1 2.2520
N1 0.0970 N1 0.0830 N1 0.0830 N1 0.0650

CAL1 0.9370 CAL1 1.0210 CAL1 1.0210 CAL1 0.8300
CAL2 0.8160 CAL2 0.9930 CAL2 0.9930 CAL2 0.8530
CAL3 0.8230 CAL3 1.0100 CAL3 1.0100 CAL3 0.7460
SPB1 2.9240 SPB1 2.7220 SPB1 2.7220 SPB1 2.4330
SPB2 2.9320 SPB2 2.6980 SPB2 2.6980 SPB2 2.4380
SPB3 2.9330 SPB3 2.7370 SPB3 2.7370 SPB3 2.5020
SPA1 2.4260 SPA1 2.9240 SPA1 2.9240 SPA1 2.9200
SPA2 2.4040 SPA2 2.9240 SPA2 2.9240 SPA2 2.8940
SPA3 1.8810 SPA3 2.9300 SPA3 2.9300 SPA3 2.9010
SN1 0.0590 SN 0.0500 SN1 0.0500 SN1 0.0340
SN2 0.0530 SN2 0.0520 SN2 0.0520 SN2 0.0370
SN3 0.0560 SN3 0.0710 SN3 0.0710 SN3 0.0410
Media 0.8587 Media 1.0080 Media 1.0080 Media 0.8097
Desviacion 0.0679 Desviacion 0.0141 Desviacion 0.0141 Desviacion 0.0563
cv 7.9110 cv 1.3995 cv 1.3995 cv 6.9564
VC 0.5667 VC 0.6653 VC 0.6653 VC 0.5344
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Tabla 17. Unidades Panbio calculadas a partir de los registros de absorbancias.

Pa 43.672 Positivo Pa 44.986 Positivo

N1 1.712 Negativo Nz 1.360 Negativo
SPB1 51.595 Positivo SPB1 65.802 Positivo
SPB2 51.736 Positivo SPB2 67.045 Positivo
SPB3 51.754 Positivo SPB3 66.224 Positivo
SPA1 42.808 Positivo SPA1 50.495 Positivo
SPA2 42.420 Positivo SPA2 47.846 Positivo
SPA3 33.191 Positivo SPA3 48.479 Positivo
SNa 1.041 Negativo SNa 0.891 Negativo
SN2 0.935 Negativo SN2 0.797 Negativo
SN3 0.988 Negativo SN3 0.938 Negativo

Pi 37.593 Positivo P1 1.216 Positivo

N1 1.248 Negativo N1 42.142 Negativo
SPB1 40.915 Positivo SPBa 45.529 Positivo
SPB2 40.554 Positivo SPB2 45.623 Positivo
SPB3 41.141 Positivo SPB3 46.821 Positivo
SPA1 43.951 Positivo SPA1 54.643 Positivo
SPA2 43.951 Positivo SPA2 54.156 Positivo
SPA3 44.042 Positivo SPA3 54.287 Positivo
SN 0.752 Negativo SN1 0.636 Negativo
SN2 0.782 Negativo SN2 0.692 Negativo
SN3 1.067 Negativo SN3 0.767 Negativo
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Estabilidad analitica de la muestra

Tabla 18. Registro de absorbancias (TBB, TBA, TAB, TAA).

Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas |Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia
P1 1.58 Pa 1.094 Pa 2.077 P1 2.145
N1 0.056 N1 0.038 N1 0.077 N1 0.065

CAL1 0.526 CAL1 0.352 CAL1 0.739 CAL1 0.713
CAL2 0.547 CAL2 0.354 CAL2 0.714 CAL2 0.704
CAL3 0.539 CAL3 0.343 CAL3 0.715 CAL3 0.705
SPB1 1.742 SPB1 1.345 SPB1 2.337 SPBa 2.351
SPB2 1.8 SPB2 1.24 SPB2 2.182 SPB2 2.201
SPB3 1.903 SPB3 1.336 SPB3 2.35 SPB3 2.268
SPA1 2.693 SPA1 2.331 SPA1 2.895 SPA1 2.89
SPA2 2.721 SPA2 2.302 SPA2 2.889 SPA2 2.947
SPA3 2.7 SPA3 2.155 SPA3 2.877 SPA3 2.906
SN1 0.043 SN 0.031 SN1 0.045 SN1 0.042
SN2 0.043 SN2 0.032 SN2 0.04 SN2 0.042
SN3 0.042 SN3 0.031 SN3 0.048 SN3 0.043
Media 0.537 Media 0.350 Media 0.723 Media 0.707
Desviacion 0.011 Desviacion 0.006 Desviacion 0.014 Desviacion 0.005
cVv 1.972 cVv 1.676 cv 1.959 cv 0.697
VC 0.355 VC 0.231 VC 0.477 VC 0.467




Tabla 19. Unidades Panbio calculadas a partir de los registros de absorbancias.

P1 44.552 Positivo Pa 47.404 Positivo
N1 1.579 Negativo N1 1.647 Negativo
SPBa 49.120 Positivo SPB1 58.281 Positivo
SPB2 50.756 Positivo SPB2 53.731 Positivo
SPB3 53.660 Positivo SPB3 57.891 Positivo
SPA1 75.936 Positivo SPA1 101.005 Positivo
SPA2 76.726 Positivo SPA2 99.749 Positivo
SPA3 76.134 Positivo SPA3 93.379 Positivo
SN1 1.212 Negativo SN1 1.343 Negativo
SN2 1.212 Negativo SN2 1.387 Negativo
SN3 1.184 Negativo SN3 1.343 Negativo
Pa 43.547 Positivo Pa 45.947 Positivo
N1 1.614 Negativo Nz 1.392 Negativo
SPB1 48.998 Positivo SPB1 50.360 Positivo
SPB2 45.748 Positivo SPB2 49.075 Positivo
SPB3 £49.270 Positivo SPB3 48.582 Positivo
SPA1 60.697 Positivo SPAa 61.906 Positivo
SPA2 60.571 Positivo SPA2 63.127 Positivo
SPA3 60.320 Positivo SPA3 62.248 Positivo
SN 0.943 Negativo SN1 0.900 Negativo
SN2 0.839 Negativo SN2 0.900 Negativo
SN3 1.006 Negativo SN3 0.921 Negativo
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Estabilidad de la muestra

Tabla 20. Registro de absorbancias (CEo, CE1, CE2, CE3, CE4).

P1 1.784 P1 2.153 P1 2.173 P1 2.015 P1 2.039
N1 0.039 N1 0.043 N1 0.054 N1 0.047 N1 0.044
CALa 0.558 CALa 0.700 CALa 0.712 CALa 0.685 CAL21 0.696
CAL2 0.586 CAL2 0.712 CAL2 0.706 CAL2 0.662 CAL2 0.671
CAL3 0.637 CAL3 0.707 CAL3 0.733 CAL3 0.607 CAL3 0.679
SPB1 2.202 SPB1 2.100 SPBa 2.47 SPBa 2.164 SPBa 2.305
SPB2 2.262 SPB2 2.266 SPB2 2.561 SPB2 2.296 SPB2 2.221
SPB3 2.309 SPB3 2.23 SPB3 2.302 SPB3 2.346 SPB3 2.192
SPA1 2.861 SPA1 2.88 SPA1 2.898 SPA1 2.909 SPA1 2.900
SPA2 2.833 SPA2 2.883 SPA2 2.88 SPA2 2.863 SPA2 2.876
SPA3 2.879 SPA3 2.863 SPA3 2.885 SPA3 2.894 SPA3 2.867
SN1 0.034 SN1 0.029 SN1 0.031 SN1 0.027 SN1 0.03
SN2 0.038 SN2 0.028 SN2 0.031 SN2 0.029 SN2 0.033
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Tabla 21. Unidades Panbio calculadas a partir de los registros de absorbancias.

P1 45.531 Positivo P1 46.184 Positivo P1 45.919 Positivo
N1 0.995 Negativo N1 0.922 Negativo N1 1.141 Negativo
SPB1 56.199 Positivo SPB1 45.047 Positivo SPB1 52.196 Positivo
SPB2 57.731 Positivo SPB2 48.608 Positivo SPB2 54.119 Positivo
SPB3 58.930 Positivo SPB3 47.836 Positivo SPB3 48.645 Positivo
SPA1 73.018 Positivo SPA1 61.779 Positivo SPA1 61.240 Positivo
SPA2 72.304 Positivo SPA2 61.843 Positivo SPA2 60.860 Positivo
SPA3 73.478 Positivo SPA3 61.414 Positivo SPA3 60.965 Positivo
SNa 0.868 Negativo SNa 0.622 Negativo SN1 0.655 Negativo
SN2 0.970 Negativo SN2 0.601 Negativo SN2 0.655 Negativo
SN3 0.970 Negativo SN3 0.665 Negativo SN3 0.718 Negativo
P1 46.874 Positivo Pa 45.299 Positivo
N1 1.093 Negativo N1 0.978 Negativo
SPB1 50.340 Positivo SPBa 51.209 Positivo
SPB2 53.410 Positivo SPB2 49.342 Positivo
SPB3 54.573 Positivo SPB3 48.698 Positivo
SPA1 67.670 Positivo SPA1 64.427 Positivo
SPA2 66.600 Positivo SPA2 63.894 Positivo
SPA3 67.321 Positivo SPA3 63.694 Positivo
SNa 0.628 Negativo SN1 0.666 Negativo
SN2 0.675 Negativo SN2 0.733 Negativo
SN3 0.744 Negativo SN3 0.711 Negativo
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Tolerancia

Tabla 23. Registros de absorbancia de cada placa de cada tratamiento.

Test/Mtas | Absorbancia| Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas |Absorbancia
Pi 2.159 P1 1.985 P1 2.071
N1 0.042 N1 0.044 N1 0.04
CAL1 0.726 CAL1 0.6 CAL2 0.621
CAL2 0.661 CAL2 0.563 CAL2 0.589
CAL3 0.636 CAL3 0.612 CAL3 0.643
SPB1 2.322 SPB1 2.216 SPB1 2.431
SPB2 2.123 SPB2 2.108 SPB2 2.347
SPB3 2.478 SPB3 2.274 SPB3 2.106
SPA1 2.84 SPA1 2.886 SPA1 2.847
SPA2 2.868 SPA2 2.801 SPA2 2.932
SPA3 2.877 SPA3 2.858 SPA3 2.867
SN1 0.03 SN1 0.028 SN1 0.029
SN2 0.031 SN2 0.028 SN2 0.033
SN3 0.031 SN3 0.029 SN3 0.032
Media 0.674 Media 0.592 Media 0.618
Desviacion 0.046 Desviacion 0.026 Desviacion 0.027
cv 6.889 cv 4.317 cv 4.396
VC 0.445 VC 0.391 VC 0.408

Tabla 24. Registro de las Unidades Panbio por tratamiento.

Test/Mtas Unidaalies Resultado | Test/Mtas Unida(?es Resultado | Test/Mtas Unidac.les Resultado
Panbio Panbio Panbio

P1 48.510 Positivo P1 50.832 Positivo P1 50.802 Positivo

N1 0.944 Negativo N1 1.127 Negativo N1 0.981 Negativo
SPB1 52.173 Positivo SPB1 56.748 Positivo SPB1 59.633 Positivo
SPB2 47.701 Positivo SPB2 53.982 Positivo SPB2 57.572 Positivo
SPB3 55.678 Positivo SPB3 58.233 Positivo SPB3 51.661 Positivo
SPA1 63.812 Positivo SPA1 73.905 Positivo SPA1 69.838 Positivo
SPA2 64.441 Positivo SPA2 71.729 Positivo SPA2 71.923 Positivo
SPA3 64.643 Positivo SPA3 73.188 Positivo SPA3 70.328 Positivo
SN1 0.674 Negativo SN1 0.717 Negativo SN1 0.711 Negativo
SN2 0.697 Negativo SN2 0.717 Negativo SN2 0.809 Negativo
SN3 0.697 Negativo SN3 0.743 Negativo SN3 0.785 Negativo
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Robustez

Tabla 27. Registro de absorbancias.

Test/Mtas | Abs Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs
P1 1.403 P1 2.402 P1 1.449 P1 2.438 P1 2.498 P1 2.645 P1 2.203 P1 1.723
N1 0.080 Na 0.09 Na 0.16 Na 0.112 Na 0.085 N1 0.132 N1 0.058 N1 0.065

CAL1 0.282 CAL1 0.901 CALa 0.587 CAlLa 0.810 CAlLa 1.154 CAlLa 1.146 CAL1 0.861 CAL1 0.563
CAL2 0.377 CAL2 0.933 CAL2 0.494 CAL2 0.785 CAL2 1.112 CAL2 1.123 CAL2 0.864 CAL2 0.534
CAL3 0.373 CAL3 0.970 CAL3 0.491 CAL3 0.737 CAL3 1.123 CAL3 1.100 CAL3 0.888 CAL3 0.544
SPB1 1.748 SPB1 2.637 SPB1 1.833 SPB1 2.745 SPB1 2.769 SPB1 2.778 SPB1 2.596 SPB1 2.133
SPB2 2.523 SPB2 2.57 SPB2 2.036 SPB2 2.709 SPB2 2.734 SPB2 2.775 SPB2 2.718 SPB2 2.107
SPB3 1.463 SPB3 2.643 SPB3 2.192 SPB3 2.66 SPB3 2.818 SPB3 2.814 SPB3 2.675 SPB3 2.216
SPA1 2.840 SPA1 2.901 SPA1 2.88 SPA1 2.922 SPA1 2.921 SPA1 2.926 SPA1 2.9 SPA1 2.827
SPA2 2.867 SPA2 2.898 SPA2 2.846 SPA2 2.923 SPA2 2.914 SPA2 2.922 SPA2 2.905 SPA2 2.833
SPA3 2.819 SPA3 2.896 SPA3 2.806 SPA3 2.909 SPA3 2.909 SPA3 2.946 SPA3 2.912 SPA3 2.868
SN 0.048 SN1 0.048 SN1 0.071 SN 0.088 SN1 0.044 SN1 0.081 SN1 0.039 SN1 0.034
SN2 0.054 SN2 0.05 SN2 0.04 SN2 0.086 SN2 0.048 SN2 0.085 SN2 0.046 SN2 0.035
SN3 0.060 SN3 0.053 SN3 0.037 SN3 0.126 SN3 0.055 SN3 0.105 SN3 0.059 SN3 0.041
Media 0.344 Media |o0.935 Media 0.524 Media |o0.777 Media |1.130 Media |1.123 Media |o0.872 Media |o0.547

Desviacion | 0.054 | Desviacion | 0.035 | Desviacion | 0.055 | Desviacion | 0.037 | Desviacion | 0.022 | Desviacion | 0.023 | Desviacion | 0.015 | Desviacion | 0.015
cv 15.619 cv 3.694 cv 10.416 cv 4.773 cv 1.928 cvV 2.048 cvV 1.699 cv 2.693
vC ‘ 0.227 ‘ VC ‘ 0.617 | VvC | 0.346 | VvC | 0.513 | VvC | o.746| vC l 0.741 ‘ vC ‘ 0.575 ‘ vC 0.361
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Tabla 28. Registro de unidades Panbio de las absorbancias obtenidas.

Pa1 61.795 Positivo Pa 38.938 | Positivo Pa 41.898 | Positivo P1 47.521 | Positivo

N1 3.524 Negativo N1 1.459 | Negativo N1 4.626 | Negativo N1 2.183 | Negativo
SPB1 76.991 Positivo SPB1 42.747 | Positivo SPB1 53.001 | Positivo SPBa 53.505 | Positivo
SPB2 111.126 Positivo SPB2 41.661 | Positivo SPB2 58.871 | Positivo SPB2 52.803 | Positivo
SPB3 64.438 Positivo SPB3 42.845 | Positivo SPB3 63.382 | Positivo SPB3 51.848 | Positivo
SPA1 125.088 Positivo SPA1 47.027 | Positivo SPA1 83.276 | Positivo SPA1 56.955 | Positivo
SPA2 126.277 Positivo SPA2 46.978 | Positivo SPA2 82.292 | Positivo SPA2 56.974 | Positivo
SPA3 124.163 Positivo SPA3 46.946 | Positivo SPA3 81.136 | Positivo SPA3 56.701 | Positivo
SNa 2.114 Negativo SNa 0.778 | Negativo SNa 2.053 | Negativo SN1 1.715 | Negativo
SN2 2.378 Negativo SN2 0.811 | Negativo SN2 1.157 | Negativo SN2 1.676 | Negativo
SN3 2.643 Negativo SN3 0.859 | Negativo SN3 1.070 | Negativo SN3 2.456 | Negativo

P1 33.504 Positivo Pa 35.686 | Positivo Pa 38.322 | Positivo P1 47.726 | Positivo

N1 1.140 Negativo N1 1.781 | Negativo Nz 1.009 | Negativo Nz 1.800 | Negativo
SPB1 37.139 Positivo SPB1 37.481 | Positivo SPB1 45.159 | Positivo SPB1 59.083 | Positivo
SPB2 36.669 Positivo SPB2 37.440 | Positivo SPB2 47.281 | Positivo SPB2 58.362 | Positivo
SPB3 37.796 Positivo SPB3 37.966 | Positivo SPB3 46.533 | Positivo SPB3 61.382 | Positivo
SPA1 39.178 Positivo SPA1 39.478 | Positivo SPA1 50.447 | Positivo SPA1 78.306 | Positivo
SPA2 39.084 Positivo SPA2 39.424 | Positivo SPA2 50.534 | Positivo SPA2 78.472 | Positivo
SPA3 39.017 Positivo SPA3 39.747 | Positivo SPA3 50.656 | Positivo SPA3 79.442 | Positivo
SN1 0.590 Negativo SN 1.093 | Negativo SN1 0.678 | Negativo SN1 0.942 | Negativo
SN2 0.644 Negativo SN2 1.147 | Negativo SN2 0.800 | Negativo SN2 0.969 | Negativo
SN3 0.738 Negativo SN3 1.417 | Negativo SN3 1.026 | Negativo SN3 1.136 | Negativo
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13.4.2 ELISA IgM

Proporcionalidad y precision del sistema

Tabla 29. Registros de absorbancia de la combinacidn tira — dilucion.

Media Media
Desviacion Desviacion
cv 15.947 Media 0.656 cv 3.556
Desviacion 0.042
cVv 6.435

Tabla 30. Contingencia (orden de concentracion de dilucion y orden de intensidad de respuesta).

CAL1 50% 0.541
CAL1 50% 0.392
CAL2 50% 0.516
CAL2 50% 0.412
CAL1 1200% 0.643
CAL1 100% 0.586
CAL1 100% 0.647
CAL2 1200% 0.708
CAL2 1200% 0.666
CAL2 1200% 0.687
CAL1 200% 0.941
CAL1200% 0.979
CAL2 200% 1.013
CAL2 200% 1.016
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Sensibilidad y especificidad

Tabla 32. Resultados de absorbancia de la combinacion placa — réplica de testigos.

Pa1 0.925 P1 1.712 P1 1.407 P1 1.277 P1 1.223
Na 0.051 Na 0.114 Na 0.109 N1 0.073 N1 |o.060
CAL1-1 |0.447 | CAL1-1 | 0.722 | CAL1-1 | 0.573 | CAL1-1 |0.579 | CAL1-1 | 0.567
CAL2-1 |0.424 | CAL2-1 | 0.735 | CAL2-1 | 0.523 | CAL2-1 | 0.557 | CAL2-1 | 0.564
CAL3-1 | 0.448| CAL3-1 | 0.702 | CAL3-2 | 0.603 | CAL3-1 | 0.576 | CAL3-1 |0.584
P2 1.896 P2 1.393 P2 1.124 P2 1.128 P2 1.224
N2 0.055 N2 0.084 N2 0.079 N2 0.084 N2 0.067
CAL1-2 | 0.472 | CAL1-2 | 0.778 | CAL1-2 | 0.622 | CAL1-2 |0.632| CAL1-2 | 0.617
CAL2-2 | 0.534 | CAL2-2 | 0.876 | CAL2-2 | 0.649 | CAL2-2 | 0.702 | CAL2-2 | 0.644
CAL3-2 | 0.464 | CAL3-2 |0.830| CAL3-2 | 0.612 | CAL3-2 |0.623| CAL3-2 | 0.578
P3 0.766 P3 1.531 P3 1.077 P3 1.041 P3 1.202
N3 0.073 N3 0.163 N3 0.120 N3 0.103 N3 0.095
CAL1-3 | 0.486| CAL1-3 | 0.778 | CAL2-3 | 0.583 | CAL1-3 |0.630| CAL1-3 | 0.591
CAL2-3 | 0.419 | CAL2-3 | 0.754 | CAL2-3 | 0.644 | CAL2-3 |0.638 | CAL2-3 | 0.603
CAL3-3 | 0.485 | CAL3-3 | 0.787 | CAL3-3 | 0.689 | CAL3-3 | 0.637 | CAL3-3 | 0.666

Tabla 33. Calculo de las unidades PANBIO de los testigos para cada placa.

Pa 24.278 | Positivo Pa 27.524 Positivo Pa 28.597 Positivo
N1 1.338 | Negativo N1 1.832 Negativo N1 2.215 Negativo
P2 21.032 | Positivo P2 19.347 Positivo P2 19.761 Positivo
N2 1.291 | Negativo N2 1.166 Negativo N2 1.449 | Negativo
P3 19.054 | Positivo P3 22.782 Positivo P3 19.405 Positivo
N3 1.815 | Negativo N3 2.425 Negativo N3 2.162 Negativo

P1 25.797 | Positivo P1 24.657 | Positivo
Na 1.474 | Negativo Na 1.209 | Negativo
P2 22.574 | Positivo P2 22.964 | Positivo
N2 1.481 | Negativo N2 1.257 | Negativo
P3 18.85 Positivo P3 22.3 Positivo
N3 1.865 | Negativo N3 1.762 | Negativo
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Tabla 34. Tabla de contingencia con dos criterios de clasificacion.

o TP Positivo Positiva
Réplicaa : :
TN Negativo Negativa
e TP Positivo Positiva
Réplica 2 : :
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica 3 : :
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica1 : :
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica 2 : :
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica 3 : :
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica1 : :
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica 2 - -
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica 3
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica1 : .
TN Negativo Negativa
- TP Positivo Positiva
Réplica 2 : :
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica 3
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplicaa : :
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica 2 : :
TN Negativo Negativa
o TP Positivo Positiva
Réplica 3 : :
TN Negativo Negativa
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Selectividad

Tabla 36. Registro de absorbancia de cada placa.

Tabla 37. Unidades Panbio de cada muestra.

Test/Mtas Unidac{es Resultado | Test/Mtas Unidac.ies Resultado
Panbio Panbio
P1 38.183 | Positivo P1 45.784 | Positivo
Na 4.004 | Negativo Na 3.482 | Negativo
SN1 5.019 | Negativo SN1 5.135 | Negativo
SN2 4.932 | Negativo SN2 5.716 | Negativo
SN3 6.296 | Negativo SN3 5.890 | Negativo
A1 5.368 | Negativo A1 4.062 | Negativo
1A2 4.845 | Negativo 1A2 4.091 | Negativo
I1A3 4.816 | Negativo I1A3 4.236 | Negativo
Sa1 7.544 | Negativo Sa1 5.513 | Negativo
Sa1 7.428 | Negativo Sa1 5.745 | Negativo
Sa1 8.269 | Negativo Sa1 5.774 | Negativo
Rua 4.555 | Negativo Rua 4.642 | Negativo
Ru2 5.426 | Negativo Ru2 4.555 | Negativo
Ru3 5.397 | Negativo Ru3 4.265 | Negativo

Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia
Pa 1.316 Pi 1.578
N1 0.138 N1 0.12
CALa 0.32 CALa 0.329
CAL2 0.28 CAL2 0.326
CAL3 0.307 CAL3 0.351
SN2 0.173 SN2 0.177
SN2 0.17 SN2 0.197
SN3 0.217 SN3 0.203
A1 0.185 A1 0.14
A2 0.167 1A2 0.141
A3 0.166 A3 0.146
Sa1 0.26 Sa1 0.19
Sa1 0.256 Sa1 0.198
Sa1 0.285 Sa1 0.199
Rua 0.157 Rua 0.16
Ru2 0.187 Ru2 0.157
Ru3 0.186 Ru3 0.147
Media 0.302 Media 0.335
Desviacion 0.020 Desviacion 0.014
cv 6.749 cv 4.071
VC 0.345 VC 0.382
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Precision intermedia del método

Tabla 38. Registro de absorbancias (A1D1, A1D2, A2D1 o A2D2).

Test/Mtas |Absorbancia | Test/Mtas |Absorbancia | | Test/Mtas | Absorbancia| Test/Mtas |Absorbancia
P1 1.391 P1 1.124 P1 1.172 P1 1.098
N1 0.094 N1 0.067 N1 0.075 N1 0.059
CAL1 0.7 CAL1 0.561 CAL1 0.633 CAL1 0.575
CAL2 0.602 CAL2 0.569 CAL2 0.601 CAL2 0.578
CAL3 0.607 CAL3 0.592 CAL3 0.575 CAL3 0.609
SPBa 2.585 SPBa 2.377 SPBa 2.532 SPBa 2.432
SPB2 2.433 SPB2 2.452 SPB2 2.527 SPB2 2.422
SPB3 2.536 SPB3 2.475 SPB3 2.475 SPB3 2.474
SPA1 2.839 SPA1 2.791 SPA1 2.771 SPA1 2.848
SPA2 2.843 SPA2 2.761 SPA2 2.767 SPA2 2.791
SPA3 2.822 SPA3 2.778 SPA3 2.815 SPA3 2.823
SN2 0.189 SN2 0.117 SNz 0.117 SN1 0.101
SN2 0.212 SN2 0.114 SN2 0.118 SN2 0.104
SN3 0.339 SN3 0.115 SN3 0.133 SN3 0.118
Media 0.636 Media 0.574 Media 0.603 Media 0.587
Desviacion 0.055 Desviacion 0.016 Desviacion 0.029 Desviacion 0.019
cVv 8.674 cVv 2.804 cv 4.818 cVv 3.205
VC 0.554 VC 0.499 VC 0.525 VC 0.675
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Tabla 39. Unidades PANBIO calculadas a partir de las absorbancias (A1D1, A1D2, A2D1 0 A2D2).

Test/Mtas Unldac_ies Resultado | Test/Mtas Umdac'les Resultado
Panbio Panbio
P1 25.126 Positivo P1 22.508 Positivo
N1 1.698 Negativo N1 1.342 Negativo
SPB1 46.694 Positivo SPB1 47.599 Positivo
SPB2 43.948 Positivo SPB2 49.101 Positivo
SPB3 45.808 Positivo SPB3 49.561 Positivo
SPA1 51.282 Positivo SPA1 55.889 Positivo
SPA2 51.354 Positivo SPA2 55.289 Positivo
SPA3 50.975 Positivo SPA3 55.629 Positivo
SN1 3.414 Negativo SN1 2.343 Negativo
SN2 3.829 Negativo SN2 2.283 Negativo
SN3 6.123 Negativo SN3 2.303 Negativo

| PlacaAsbs | PlacaAzpa |

Test/Mtas Unldac_ies Resultado | Test/Mtas Umdaclies Resultado
Panbio Panbio
Pa 22.340 Positivo Pa 16.264 Positivo
N1 1.430 Negativo N1 0.874 Negativo
SPB1 48.264 Positivo SPB1 36.025 Positivo
SPB2 48.169 Positivo SPB2 35.876 Positivo
SPB3 47.178 Positivo SPB3 36.647 Positivo
SPA1 52.820 Positivo SPA1 42.187 Positivo
SPA2 52.744 Positivo SPA2 41.342 Positivo
SPA3 53.659 Positivo SPA3 41.816 Positivo
SN1 2.230 Negativo SN1 1.496 Negativo
SN2 2.249 Negativo SN2 1.541 Negativo
SN3 2.535 Negativo SN3 1.748 Negativo
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Estabilidad analitica de la muestra

Tabla 4o. Registro de absorbancias (TBB, TBA, TAB, TAA).

Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas |Absorbancia| Test/Mtas | Absorbancia| Test/Mtas |Absorbancia
P1 1.196 P1 0.89 P1 1.217 P1 0.989
N1 0.138 N1 0.108 N1 0.144 N1 0.163

CAL21 0.509 CAL1 0.632 CAL1 0.611 CAL21 0.581
CAL2 0.482 CAL2 0.456 CAL2 0.567 CAL2 0.564
CAL3 0.474 CAL3 0.467 CAL3 0.618 CAL3 0.604
SPB1 2.069 SPB1 1.794 SPB1 2.201 SPB1 2.007
SPB2 2.053 SPB2 1.973 SPB2 2.348 SPB2 1.59
SPB3 2.088 SPB3 1.919 SPB3 2.376 SPB3 1.74
SPA1 2.56 SPA1 2.406 SPA1 2.734 SPA1 2.399
SPA2 2.515 SPA2 2.411 SPA2 2.765 SPA2 2.625
SPA3 2.57 SPA3 2.424 SPA3 2.759 SPA3 2.692
SN1 0.162 SN1 0.13 SN1 0.167 SN1 0.151
SN2 0.147 SN2 0.133 SN2 0.173 SN2 0.163
SN3 0.182 SN3 0.153 SN3 0.186 SN3 0.181
Media 0.488 Media 0.518 Media 0.599 Media 0.583

Desviacion 0.018 Desviacion 0.099 Desviacion 0.028 Desviacion 0.020
cv 3.756 cv 19.021 cv 4.618 cv 3.443
\'/e 0.425 \'/e 0.451 \'/e 0.521 VC 0.507
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Tabla 41. Unidades PANBIO de TBB, TBA, TAB, TAA.

P1 28.151 Positivo P1 19.736 Positivo
N1 3.248 Negativo Nz 2.395 Negativo
SPB1 48.700 Positivo SPB1 39.783 Positivo
SPB2 48.323 Positivo SPB2 43.752 Positivo
SPB3 49.147 Positivo SPB3 42.555 Positivo
SPA1 60.257 Positivo SPA1 53.354 Positivo
SPA2 59.197 Positivo SPA2 53.465 Positivo
SPA3 60.492 Positivo SPA3 53.753 Positivo
SNa 3.813 Negativo SN1 2.883 Negativo
SN2 3.460 Negativo SN2 2.949 Negativo
SN3 4.284 Negativo SN3 3.393 Negativo
Pi1 23.366 Positivo P1 18.989 Positivo
N1 2.765 Negativo N1 3.130 Negativo
SPB1 43.987 Positivo SPBa 38.534 Positivo
SPB2 45.081 Positivo SPB2 30.528 Positivo
SPB3 45.619 Positivo SPB3 33.408 Positivo
SPA1 52.492 Positivo SPA1 46.060 Positivo
SPA2 53.087 Positivo SPA2 50.399 Positivo
SPA3 52.972 Positivo SPA3 51.686 Positivo
SN1 3.206 Negativo SN1 2.899 Negativo
SN2 3.322 Negativo SN2 3.130 Negativo
SN3 3.571 Negativo SN3 3.475 Negativo
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Estabilidad de la muestra

Tabla 42. Registro de absorbancias (CEo, CE1, CE2, CE3, CE4).

P1 0.925 P1 1.273 P1 1.37 P1 1.441 P1 1.315
N1 0.056 N1 0.074 N1 0.074 N1 0.107 N1 0.112
CAL2 0.427 CAL1 0.61 CAL1 0.63 CAL1 0.673 CAL1 0.676
CAL2 0.426 CAL2 0.607 CAL2 0.639 CAL2 0.64 CAL2 0.694
CAL3 0.475 CAL3 0.602 CAL3 0.632 CAL3 0.716 CAL3 0.733
SPB1 2.237 SPB1 2.39 SPB1 2.572 SPBa 2.596 SPBa 2.62
SPB2 1.385 SPB2 2.474 SPB2 2.68 SPB2 2.553 SPB2 2.601
SPB3 2.326 SPB3 2.426 SPB3 2.712 SPB3 2.631 SPB3 2.525
SPA1 2.715 SPA1 2.768 SPA1 2.867 SPA1 2.831 SPA1 2.856
SPA2 2.784 SPA2 2.795 SPA2 2.866 SPA2 2.854 SPA2 2.839
SPA3 2.725 SPA3 2.728 SPA3 2.851 SPA3 2.853 SPA3 2.833
SN2 0.176 SN2 0.16 SN2 0.17 SN1 0.218 SN1 0.211
SN2 0.152 SN2 0.161 SN2 0.187 SN2 0.225 SN2 0.223
SN3 0.142 SN3 0.281 SN3 0.221 SN3 0.255 SN3 0.251
Media |0.443| Media |0.606| Media [0.634| Media |0.676| Media |[o0.701
Desviacion | 0.028 | Desviacion | 0.004 [ Desviacion | 0.005 [ Desviacion | 0.038 | Desviacion | 0.029
cv 0.063 cv 0.007 cv 0.007 cv 0.056 cv 0.042
VC 0.385 VC 0.528 VC 0.551 VC 0.588 VC 0.610
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Tabla 43 Unidades Panbio de (CEo, CEa1, CE2, CE3, CE4).

P1 24.018 Positivo P1 24.132 | Positivo P1 25.971 | Positivo
N1 1.454 Negativo N1 1.403 | Negativo N1 1.403 Negativo
SPB1 58.086 Positivo SPB1 45.307 | Positivo SPB1 48.757 Positivo
SPB2 35.963 Positivo SPB2 46.900 | Positivo SPB2 5o.8o5 | Positivo
SPB3 60.397 Positivo SPB3 45.990 | Positivo SPB3 51.411 | Positivo
SPA1 70.498 Positivo SPA1 52.473 | Positivo SPA1 54.350 | Positivo
SPA2 72.289 Positivo SPA2 52.985 | Positivo SPA2 54.331 | Positivo
SPA3 70.757 Positivo SPA3 51.715 | Positivo SPA3 54.046 | Positivo
SN1 4.570 Negativo SN1 3.033 | Negativo SN1 3.223 | Negativo
SN2 3.947 Negativo SN2 3.052 [ Negativo SN2 3.545 | Negativo
SN3 3.687 Negativo SN3 5.327 | Negativo SN3 4.189 | Negativo

Pa 27.317 Positivo P1 24.928 | Positivo

N1 2.028 Negativo N1 2.123 | Negativo

SPB1 49.212 Positivo SPB1 49.667 | Positivo

SPB2 48.397 Positivo SPB2 49.307 | Positivo

SPB3 49.876 Positivo SPB3 47.866 | Positivo

SPA1 53.667 Positivo SPA1 54.141 | Positivo

SPA2 54.103 Positivo SPA2 53.819 | Positivo

SPA3 54.084 Positivo SPA3 53.705 Positivo

SN1 4.133 Negativo SN1 4.000 | Negativo

SN2 4.265 Negativo SN2 4.227 | Negativo

SN3 4.834 Negativo SN3 4.758 Negativo
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Tolerancia

Tabla 45. Absorbancias de cada tratamiento.

Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas |Absorbancia| Test/Mtas | Absorbancia| Test/Mtas |Absorbancia
P1 1.017 P1 0.911 P1 0.829 P1 0.883
N1 0.074 N1 0.054 N1 0.05 N1 0.045

CAL21 0.462 CAL1 0.423 CAL1 0.426 CAL21 0.427
CAL2 0.452 CAL2 0.449 CAL2 0.437 CAL2 0.435
CAL3 0.478 CAL3 0.521 CAL3 0.435 CAL3 0.436
SPB1 2.422 SPB1 2.163 SPB1 2.103 SPB1 2.411
SPB2 2.491 SPB2 2.064 SPB2 2.065 SPB2 2.451
SPB3 2.466 SPB3 2.132 SPB3 1.975 SPB3 2.446
SPA1 2.758 SPA1 2.577 SPA1 2.593 SPA1 2.725
SPA2 2.717 SPA2 2.583 SPA2 2.527 SPA2 2.773
SPA3 2.697 SPA3 2.636 SPA3 2.546 SPA3 2.745
SN1 0.127 SN1 0.098 SN1 0.103 SN1 0.088
SN2 0.124 SN2 0.106 SN2 0.107 SN2 0.092
SN3 0.148 SN3 0.107 SN3 0.113 SN3 0.094
Media 0.464 Media 0.464 Media 0.433 Media 0.433

Desviacion 0.013 Desviacion 0.051 Desviacion 0.006 Desviacion 0.005
cv 2.826 cv 10.933 cv 1.354 cv 1.140
VC 0.404 VC 0.404 VC 0.376 VC 0.376
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Tabla 46. Registro de las unidades Panbio por tratamiento.

P1 25.193 Positivo Pa 22.551 Positivo

N1 1.833 Negativo N1 1.337 Negativo
SPB1 59.998 Positivo SPB1 53.544 Negativo
SPB2 61.707 Positivo SPB2 51.093 Negativo
SPB3 61.088 Positivo SPB3 52.776 Negativo
SPA1 68.321 Positivo SPA1 63.792 Negativo
SPA2 67.306 Positivo SPA2 63.940 Negativo
SPA3 66.810 Positivo SPA3 65.252 Negativo
SN1 3.146 Negativo SN1 2.426 Negativo
SN2 3.072 Negativo SN2 2.624 Negativo
SN3 3.666 Negativo SN3 2.649 Negativo

P1 22.023 Positivo Pi 23.458 Positivo
N1 1.328 Negativo N1 1.195 Negativo
SPB1 55.868 Positivo SPB1 64.051 Positivo
SPB2 54.859 Positivo SPB2 65.113 Positivo
SPB3 52.468 Positivo SPB3 64.981 Positivo
SPA1 68.886 Positivo SPA1 72.393 Positivo
SPA2 67.132 Positivo SPA2 73.668 Positivo
SPA3 67.637 Positivo SPA3 72.924 Positivo
SN1 2.736 Negativo SN1 2.338 Negativo
SN2 2.843 Negativo SN2 2.444 Negativo
SN3 3.002 Negativo SN3 2.497 Negativo
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Robustez

Tabla 49. Registro de absorbancias para las ocho placas.

Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs
P1 1.324 P1 0.926 P1 0.931 P1 1.369 P1 0.892 P1 1.031 P1 1.960 P1 1.039
N1 0.069 N1 0.103 N1 0.047 N1 0.060 N1 0.050 N1 0.056 N1 0.169 N1 0.080
CAL1 0.595 CAL1 0.225 CAL1 0.381 CAL1 0.581 CAL1 0.395 CAL1 0.396 CAL1 0.957 CAL1 0.465
CAL2 0.605 CAL2 0.216 CAL2 0.393 CAL2 0.564 CAL2 0.370 CAL2 0.386 CAL2 0.973 CAL2 0.435
CAL3 0.610 CAL3 0.214 CAL3 0.408 CAL3 0.546 CAL3 0.383 CAL3 0.344 CAL3 0.904 CAL3 0.436
SPB1 2.341 SPB1 2.459 SPB1 1.987 SPB1 2.270 SPB1 1.724 SPB1 1.757 SPB1 2.788 SPB1 1.914
SPB2 2.464 SPB2 2.486 SPB2 2.084 SPB2 2.434 SPB2 1.791 SPB2 1.849 SPB2 2.826 SPB2 2.117
SPB3 2.44 SPB3 2.415 SPB3 2.065 SPB3 2.323 SPB3 2.016 SPB3 1.975 SPB3 2.829 SPB3 2.068
SPA1 2.805 SPA1 2.758 SPA1 2.542 SPA1 2.716 SPA1 2.453 SPA1 2.495 SPA1 2.890 SPA1 2.540
SPA2 2.79 SPA2 2.749 SPA2 2.435 SPA2 2.682 SPA2 2.402 SPA2 2.565 SPA2 2.860 SPA2 2.603
SPA3 2.768 SPA3 2.75 SPA3 2.554 SPA3 2.669 SPA3 2.409 SPA3 2.518 SPA3 2.887 SPA3 2.606
SN1 0.173 SN1 0.133 SN1 0.125 SN1 0.101 SN1 0.106 SNa 0.135 SNa 0.28 SNa 0.14
SN2 0.176 SN2 0.137 SN2 0.128 SN2 0.128 SN2 0.108 SN2 0.148 SN2 0.381 SN2 0.14
SN3 0.238 SN3 0.154 SN3 0.151 SN3 0.151 SN3 0.093 SN3 0.136 SN3 0.307 SN3 0.238

Media |0.564| Media |0.218| Media |0.394| Media |0.564| Media |0.383| Media [0.375| Media [o0.945| Media |[o0.445

Desviacion | 0.018 | Desviacion | 0.006 | Desviacion | 0.014 | Desviacion | 0.018 | Desviacion | 0.013 | Desviacion | 0.028 | Desviacion | 0.036 | Desviacion | 0.017
cv 3.105 cVv 2.684 cVv 3.433 cVv 3.105 cVv 3.267 cv 7-351 cv 3.823 cv 3.826
VC 0.490 VC 0.190 VC 0.343 VC 0.490 VC 0.333 VC 0.327 VC 0.822 VC 0.387
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Tabla 50. Registro de unidades Panbio de las absorbancias obtenidas.

P1 27.917 | Positivo Pa 48.750 | Positivo Pa 27.160 | Positivo Pa 27.917 | Positivo
N1 1.224 | Negativo Na 5.422 | Negativo Na 1.372 | Negativo N1 1.224 | Negativo
SPB1 46.290 | Positivo SPB1 129.455 | Positivo SPB1 57.967 | Positivo SPBa 46.290 | Positivo
SPB2 49.634 | Positivo SPB2 130.877 | Positivo SPB2 60.797 | Positivo SPB2 49.634 | Positivo
SPB3 47.370 | Positivo SPB3 127.139 | Positivo SPB3 60.243 | Positivo SPB3 47.370 | Positivo
SPA1 57.199 | Positivo SPA1 145.196 | Positivo SPA1 74.158 | Positivo SPA1 55.384 | Positivo
SPA2 56.893 | Positivo SPA2 144.722 | Positivo SPA2 71.037 | Positivo SPA2 54.691 | Positivo
SPA3 56.445 | Positivo SPA3 144.775 | Positivo SPA3 74.508 | Positivo SPA3 54.426 | Positivo
SNa 3.528 | Negativo SNa 7.002 | Negativo SNa 3.647 | Negativo SN1 2.060 | Negativo
SN2 3.589 | Negativo SN2 7.212 | Negativo SN2 3.734 | Negativo SN2 2.610 | Negativo
SN3 4.853 | Negativo SN3 8.107 | Negativo SN3 Negativo SN3 Negativo

P1 26.793 | Positivo Pa 31.573 | Positivo Pa 23.848 | Positivo P1 26.817 | Positivo
N1 1.502 | Negativo N1 1.715 | Negativo N1 2.056 | Negativo N1 2.065 | Negativo
SPB1 51.784 | Positivo SPB1 53.807 | Positivo SPB1 33.923 | Positivo SPB1 49.401 | Positivo
SPB2 53.797 | Positivo SPB2 56.624 | Positivo SPB2 34.385 | Positivo SPB2 54.641 | Positivo
SPB3 60.555 | Positivo SPB3 60.483 | Positivo SPB3 34.422 | Positivo SPB3 53.376 | Positivo
SPA1 73.681 | Positivo SPA1 76.407 | Positivo SPA1 35.164 | Positivo SPA1 65.559 | Positivo
SPA2 72.149 | Positivo SPA2 78.551 | Positivo SPA2 34.799 | Positivo SPA2 67.185 | Positivo
SPA3 72.360 | Positivo SPA3 77.112 | Positivo SPA3 35.128 | Positivo SPA3 67.262 | Positivo
SN1 3.184 | Negativo SN 4.134 | Negativo SN 3.407 | Negativo SN1 3.613 | Negativo
SN2 3.244 | Negativo SN2 4.532 | Negativo SN2 4.636 | Negativo SN2 3.613 | Negativo
SN3 SN3 4.165 SN3 2.793 | Negativo SN3 3.735 | Negativo SN3 6.143 | Negativo
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13.4.3 ELISA IgG

Proporcionalidad y precision del sistema

Tabla 51. Registros de absorbancia de la combinacion tira — dilucion.

CALa1 0.361 CAL1 0.338 CAL1 0.301
CALa 0.355 CAL1 0.318 CAL1 0.338
CAL2 0.348 CAL1 0.308 CAL2 0.325
CAL2 0.374 CAL2 0.344 CAL2 0.308
Media 0.360 CAL2 0.343 Media 0.318
Desviacion 0.011 CAL2 0.332 Desviacion 0.017
cv 3.07 Media 0.331 cv 5.26

Desviacion 0.015

cv 4-40

Tabla 52. Contingencia (orden de concentracion de dilucion y orden de intensidad de respuesta).

CALza Dilucidn 1:20 0.361
CAL1 Dilucién 1:20 0.355
CAL2 Dilucion 1:20 0.348
CAL2 Dilucion 1:20 0.374
CAL1 Dilucién 1:100 0.338
CAL1 Dilucion 1:100 0.318
CAL1 Dilucién 1:100 0.308
CAL2 Dilucion 1:100 0.344
CAL2 Dilucion 1:100 0.343
CAL2 Dilucion 1:100 0.332
CALz Dilucion 1:500 0.301
CALz Dilucion 1:500 0.338
CAL2 Dilucion 1:500 0.325
CAL2 Dilucion 1:500 0.308
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Sensibilidad y especificidad

Tabla 54. Resultados de absorbancia de la combinacién placa — réplica de testigos.

Abs

0.976
0.014
0-333
0.296
0.342
0.904
0.016
0.305
0.308
0.315
0.905
0.016
0.298
0.302
0.285

Abs

0.976
0.014
0.333
0.296
0.342
0.904
0.016
0.305
0.308
0.315
0.905
0.016
0.298
0.302
0.285

Abs
1.104

Abs
1.246
0.025
0.394
0.364
0.404
1.192
0.032
0.400

0.42
0.397
1.221
0.029
0.391

0.39
0.369

Abs

1.137
0.016
0.357
0.346

0.353
1.017

0.015
0.34
0.363
0.338
1.057
0.016
0.345
0.349
0.338

Testigos
Pa
N1

CAL1-1

CAL2-1

CAL3-1
P2
N2

CAL1-2

CAL2-2

CAL3-2

Testigos
Pa
N1

CAL1-1

CAL2-1

CAL3-1
P2
N2

CAL1-2

CAL2-2

CAL3-2
P3
N3

CALz1-3

CAL2-3

CAL3-3

Testigos
Pa
N1

CAL1-1

CAL2-1

CAL3-1
P2
N2

CAL1-2

CAL2-2

CAL3-2
P3
N3

CALz1-3

CAL2-3

CAL3-3

Testigos
Pa
N1

CAL1-1

CAL2-1

CAL3-1
P2
N2

CAL1-2

CAL2-2

CAL3-2
P3
N3

CAL1-3

CAL2-3

CAL3-3

Testigos
P1
N1

CAL1-1

CAL2-1

CAL3-2
P2
N2

CAL1-2

CAL2-2

CAL3-2
P3
N3

CAL1-3

CAL2-3

CAL3-3

0.021
0.347
0.338
0.342
0.944
0.020
0.325
0.336
0.325
1.002

N3
CAL1-3
CAL2-3
CAL3-3

0.021
0.350

0.334
0.320

Tabla 55. Calculo de las unidades PANBIO de los testigos.

Testigo Ug;iﬁjs Resultado | Testigo Ugﬁ%‘f:s Resultado | Testigo Ugcllizciloes Resultado
Pi 32.196 Positivo P1 32.280 Positivo Pa 30.216 Positivo
N1 0.645 Negativo N1 0.614 Negativo Nz 0.433 Negativo
P2 29.432 Positivo P2 28.780 Positivo P2 29.255 Positivo
N2 0.790 Negativo N2 0.609 Negativo N2 0.517 Negativo
P3 31.879 Positivo P3 30.000 Positivo P3 30.677 Positivo
N3 0.757 Negativo N3 0.628 Negativo N3 0.542 Negativo

Testigo Ug;ifi{:s Resultado | Testigo Ug;(zcg:s Resultado
P1 Positivo Positivo P1 Positivo Positivo
Na Negativo Negativo Na Negativo Negativo
P2 Positivo Positivo P2 Positivo Positivo
N2 Negativo Negativo N2 Negativo Negativo
P3 Positivo Positivo P3 Positivo Positivo
N3 Negativo Negativo N3 Negativo Negativo
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Tabla 56. Tabla de contingencia con dos criterios de clasificacion.

AF TP Positivo Positiva
Réplica1 , :

TN Negativo Negativa

o TP Positivo Positiva
Réplica 2 , .

TN Negativo Negativa

o TP Positivo Positiva
Réplica 3 : :

TN Negativo Negativa

AF TP Positivo Positiva
Réplica1 , :

TN Negativo Negativa

AF TP Positivo Positiva
Réplica 2 , :

TN Negativo Negativa

Réplica TP Positivo Positiva

PICa3 ™ IN Negativo Negativa
aiF TP Positivo Positiva
Réplicaa : :

TN Negativo Negativa

aiF TP Positivo Positiva
Réplica 2 : :

TN Negativo Negativa

o TP Positivo Positiva
Réplica 3 , :

TN Negativo Negativa
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Selectividad

Tabla 58. Registros de absorbancia de cada placa.

Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia
P1 1.730 P1 1.740
N1 0.087 N1 0.033

CALa 0.512 CALa 0.502
CAL2 0.489 CAL2 0.533
CAL3 0.548 CAL3 0.58
SN2 0.408 SN2 0.413
SN2 0.437 SN2 0.442
SN3 0.447 SN3 0.453
A1 0.096 A1 0.130
A2 0.102 A2 0.119
A3 0.102 A3 0.124
Sa1 0.052 Sa1 0.076
Sa1 0.054 Sa1 0.067
Sa1 0.066 Sa1 0.067
Rua 0.044 Rua 0.075
Ru2 0.044 Ru2 0.087
Ru3 0.051 Ru3 0.047
Media 0.5163 Media 0.5383

Desviacion 0.0297 Desviacion 0.0393
cv 5.7594 cv 7.2952
VC 0.4234 VC 0.4414

Test/Mtas Unidaqes Resultado | Test/Mtas Unida<.jes Resultado
Panbio Panbio
P1 40.8604 | Positivo P1 39.4171 | Positivo
N1 2.0548 | Negativo N1 0.7476 | Negativo
SN1 12.0928 | Negativo SN1 11.3720 | Negativo
SN2 11.5495 | Negativo SN2 12.0743 | Negativo
SN3 12.9430 | Negativo SN3 13.1390 | Negativo
A1 9.6364 | Negativo A1 9.3559 | Negativo
A2 10.3214 | Negativo A2 10.0128 | Negativo
I1A3 10.5576 | Negativo I1A3 10.2620 | Negativo
Sa1 2.2674 | Negativo Sa1 2.9450 | Negativo
Sa1 2.4091 | Negativo Sa1 2.6958 | Negativo
Sai 2.4091 | Negativo Sai 2.8090 | Negativo
Rui 1.2282 | Negativo Ru1 1.7217 | Negativo
Ru2 1.2754 | Negativo Ru2 1.5178 | Negativo
Ru3 1.5588 | Negativo Ru3 1.5178 | Negativo

Tabla 59. Unidades Panbio de la absorbancia de cada placa, testigo (P, N) y las muestras.
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Precision intermedia del método

Tabla 60. Registro de absorbancias (A1D1, A1D2, A2D1 0 A2D2).

Testigos | Absorbancia | Testigos | Absorbancia Testigos Absorbancia Testigos Absorbancia
Pi 0.989 Pi 0.959 Pa 0.023 P1 0.023
N1 0.015 N1 0.013 N1 1.149 N1 1.292
Ca 0.313 Ca 0.317 Ca 0.386 Ca 0.403
C2 0.303 C2 0.310 C2 0.389 C2 0.41
(@] 0.300 G 0.325 (@] 0.390 (@] 0.387

SPB1 2.405 SPB1 2.524 SPB1 2.618 SPBa 2.856
SPB2 2.493 SPB2 2.582 SPB2 2.692 SPB2 2.804
SPB3 2.407 SPB3 2.612 SPB3 2.755 SPB3 2.821
SPA1 2.798 SPA1 2.81 SPA1 2.900 SPA1 2.922
SPA2 2.807 SPA2 2.835 SPA2 2.898 SPA2 2.894
SPA3 2.801 SPA3 2.778 SPA3 2.888 SPA3 2.908
SN1 0.25 SN1 0.24 SN1 0.312 SN1 0.309
SN2 0.239 SN2 0.234 SN2 0.316 SN2 0.312
SN3 0.232 SN3 0.242 SN3 0.332 SN3 0.337
Media 0.305 Media 0.317 Media 0.388 Media 0.400
Desviacion 0.007 Desviacion 0.008 Desviacion 0.002 Desviacion 0.012
cVv 2.229 cVv 2.365 cVv 0.536 cv 2.947
VC 0.305 VC 0.317 VC 0.388 VC 0.400
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Tabla 61. Unidades PANBIO calculadas a partir de los registros de absorbancias.

Testigo Ug;i?j:s Resultado | Testigo Ug;iffss Resultado | Testigo Ug;iffjs Resultado | Testigo Ug;iff:s Resultado
P1 32.391 | Positivo Pi 30.221 | Positivo Pa 0.592 Positivo P1 0.575 Positivo
N1 0.491 | Negativo | Na 0.410 | Negativo| Na 29.588 | Negativo| Nz 32.300 | Negativo

SPB1 | 78.766 | Positivo | SPB1 | 79.538 | Positivo | SPB1 | 67.416 | Positivo | SPB1 | 71.400 | Positivo

SPB2 | 81.648 | Positivo | SPB2 | 81.366 | Positivo | SPB2 | 69.322 | Positivo | SPB2 | 70.100 | Positivo

SPB3 | 78.832 | Positivo | SPB3 | 82.311 | Positivo | SPB3 | 70.944 | Positivo | SPB3 | 70.525 [ Positivo

SPA1 | 91.638 | Positivo | SPA1 | 88.550 | Positivo | SPA1 | 74.678 | Positivo | SPA1 | 73.050 | Positivo

SPA2 | 91.932 | Positivo | SPA2 | 89.338 | Positivo | SPA2 | 74.627 | Positivo | SPA2 | 72.350 | Positivo

SPA3 | 91.736 | Positivo | SPA3 | 87.542 | Positivo | SPA3 | 74.369 | Positivo | SPA3 | 72.700 | Positivo
SNa 8.188 | Negativo | SNa 7.563 | Negativo| SNa 8.034 | Negativo [ SNz 7.725 | Negativo
SN2 7.828 | Negativo | SN2 7.374 | Negativo | SN2 8.137 [ Negativo [ SN2 7.800 [ Negativo
SN3 7.598 | Negativo | SN3 7.626 | Negativo | SN3 8.549 [ Negativo| SN3 8.425 [ Negativo
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Estabilidad analitica de la muestra

Tabla 62. Registro de absorbancias (TBB, TBA, TAB, TAA).

Testigos | Absorbancia | Testigos | Absorbancia Testigos Absorbancia Testigos Absorbancia
P1 0.762 P1 0.668 P1 1.029 P1 0.982
N1 0.017 N1 0.015 N1 0.016 N1 0.017
Ca 0.246 C1 0.233 Ca 0.346 C1 0.337
C2 0.242 C2 0.236 C2 0.339 C2 0.325
G 0.249 G 0.24 (@] 0.348 (@] 0.337

SPB1 2.209 SPB1 2.115 SPB1 2.633 SPBa 2.566
SPB2 2.307 SPB2 2.163 SPB2 2.716 SPB2 2.623
SPB3 2.159 SPB3 2.073 SPB3 2.627 SPB3 2.512
SPA1 2.605 SPA1 2.55 SPA1 2.857 SPA1 2.845
SPA2 2.547 SPA2 2.453 SPA2 2.864 SPA2 2.834
SPA3 2.504 SPA3 2.523 SPA3 2.859 SPA3 2.848
SN1 0.192 SN1 0.209 SN1 0.299 SN1 0.281
SN2 0.182 SN2 0.19 SN2 0.299 SN2 0.279
SN3 0.186 SN3 0.195 SN3 0.299 SN3 0.257
Media 0.246 Media 0.236 Media 0.344 Media 0.333
Desviacion 0.004 Desviacion 0.004 Desviacion 0.005 Desviacion 0.007
cVv 1.430 cVv 1.486 cVv 1.372 cv 2.081
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Tabla 63. Registro del valor de corte (V).del triplicado del calibrador.

TBB 0.246
TBA 0.236
TAB 0.344
TAA 0.333

Tabla 64. Unidades PANBIO calculadas a partir de los registros de absorbancias de (TBB, TBA, TAB, TAA).

Pi 31.018 Positivo P1 28.265 Positivo

N1 0.692 Negativo N1 0.635 Negativo
SPB1 89.919 Positivo SPBa 89.492 Positivo
SPB2 93.908 Positivo SPB2 91.523 Positivo
SPB3 87.883 Positivo SPB3 87.715 Positivo
SPA1 106.038 Positivo SPA1 107.898 Positivo
SPA2 103.677 Positivo SPA2 103.794 Positivo
SPA3 105.590 Positivo SPA3 106.756 Positivo
SNa 7.815 Negativo SNa 8.843 Negativo
SN2 7.408 Negativo SN2 8.039 Negativo
SN3 7.571 Negativo SN3 8.251 Negativo

Pa 29.884 Positivo Pa 29.489 Positivo

N1 0.465 Negativo N1 0.511 Negativo
SPB1 76.467 Positivo SPB1 77-057 Positivo
SPB2 78.877 Positivo SPB2 78.769 Positivo
SPB3 76.292 Positivo SPB3 75.435 Positivo
SPA1 82.972 Positivo SPA1 85.435 Positivo
SPA2 83.175 Positivo SPA2 85.105 Positivo
SPA3 83.030 Positivo SPA3 85.526 Positivo
SN1 8.683 Negativo SN1 8.438 Negativo
SN2 8.683 Negativo SN2 8.378 Negativo
SN3 8.683 Negativo SN3 7.718 Negativo
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Estabilidad de la muestra

Tabla 65. Registro de absorbancias (CEo, CE1, CE2, CE3, CE4).

Test/Mtas | Absorbancia| Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia | Test/Mtas | Absorbancia
P1 1.015 Pa 0.714 P1 0.72 P1 0.961 P1 0.903
N1 0.016 N1 0.016 N1 0.016 N1 0.014 N1 0.016
CALa 0.319 CALa 0.223 CALa 0.216 CAlLa 0.305 CAlLa 0.285
CAL2 0.3 CAL2 0.221 CAL2 0.212 CAL2 0.299 CAL2 0.285
CAL3 0.324 CAL3 0.227 CAL3 0.216 CAL3 0.29 CAL3 0.298
SNBCEo-1 2.654 SNBCE1-1 2.18 SNBCE2-1 2.225 SNBCE3-1 2.63 SNBCE4-1 2.576
SNBCEo-2 2.737 SNBCE1-2 2.296 SNBCE2-2 2.357 SNBCE3-2 2.704 SNBCE4-2 2.655
SNBCEo-3 2.66 SNBCEz1-3 2.275 SNBCE2-3 2.331 SNBCE3-3 2.654 SNBCE4-3 2.629
SNACEo-1 2.819 SNACE1-1 2.521 SNACE2-1 2.547 SNACE3-1 2.763 SNACE4-1 2.76
SNACEo-2 2.816 SNACEz1-2 2.451 SNACE2-2 2.472 SNACE3-2 2.826 SNACE4-2 2.812
SNACEo-3 2.824 SNACEz2-3 2.489 SNACE2-3 2.526 SNACE3-3 2.762 SNACE4-3 2.763
SNCEo-1 0.274 SNCEz1-1 0.164 SNCE2-1 0.172 SNCE3-1 0.25 SNCE4-1 0.229
SNCEo-2 0.275 SNCEz1-2 0.16 SNCE2-2 0.163 SNCE3-2 0.223 SNCE4-2 0.228
SNCEo-3 0.321 SNCEz1-3 0.165 SNCE2-3 0.177 SNCE3-3 0.255 SNCE4-3 0.231
Media 0.314 Media 0.224 Media 0.215 Media 0.298 Media 0.289
Desviacion 0.013 Desviacion 0.003 Desviacion 0.002 Desviacion 0.008 Desviacion 0.008
cVv 4.028 cVv 1.366 cVv 1.076 cv 2.534 cv 2.594
VC 0.314 VC 0.224 VC 0.215 VC 0.298 VC 0.289
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Unidades

Tabla 66. Unidades Panbio de (CEo, CE1, CE2, CE3, CE4).

Unidades

Unidades

Test/Mtas Panbio Resultado | Test/Mtas Panbio Resultado | Test/Mtas Panbio Resultado
P1 32.291 | Positivo P1 31.923 | Positivo P1 33.540 | Positivo
Na 0.509 | Negativo Na 0.715 [ Negativo Na 0.745 | Negativo

SNBCEo-1 | 84.433 | Positivo | SNBCE1-1| 97.466 | Positivo [ SNBCE2-1| 103.649 | Positivo

SNBCEo-2 | 87.073 | Positivo | SNBCE1-2 | 102.653 | Positivo [ SNBCE2-2| 109.798 | Positivo

SNBCEo0-3 | 84.624 | Positivo | SNBCEa1-3 | 101.714 | Positivo [ SNBCE2-3 | 108.587 | Positivo

SNACEo-1| 89.682 | Positivo | SNACEz-1| 112.712 | Positivo [ SNACE2-1| 118.649 | Positivo

SNACEo-2| 89.586 | Positivo | SNACE1-2| 109.583 | Positivo | SNACE2-2| 115.155 | Positivo

SNACEo-3 | 89.841 | Positivo | SNACEz1-3| 111.282 | Positivo [ SNACE2-3| 117.671 | Positivo

SNCEo-1 8.717 | Negativo | SNCE1-2 | 7.332 | Negativo | SNCE2-1 | 8.012 | Negativo

SNCEo-2 8.749 | Negativo | SNCEz1-2 7.154 | Negativo | SNCE2-2 7.593 | Negativo

SNCEo-3 | 10.212 | Negativo | SNCE1-3 7.377 | Negativo | SNCE2-3 8.245 | Negativo

_ PlacaCB3 | | PlacaCky |

Test/Mtas Umdaa!es Resultado Test/Mtas Unldaqes Resultado

Panbio Panbio
Pa 32.248 | Positivo Pa 31.2120 | Positivo
N1 0.470 | Negativo N1 0.553 | Negativo

SNBCE3-1| 88.255 | Positivo SNBCE4-1| 89.032 | Positivo

SNBCE3-2 | 90.738 | Positivo SNBCE4- | 91.763 | Positivo

SNBCE3-3 | 89.060 | Positivo SNBCE4-3 | 90.864 | Positivo

SNACE3-1 | 92.718 | Positivo SNACE4-1| 95.392 | Positivo

SNACE3-2 | 94.832 | Positivo SNACE4-2| 97.189 | Positivo

SNACE3-3 | 92.685 | Positivo SNACE4-3| 95.495 | Positivo

SNCE3-1 8.389 | Negativo SNCE4-1 7.915 | Negativo

SNCE3-2 7.483 | Negativo SNCE4-2 7.880 | Negativo

SNCE3-3 8.557 | Negativo SNCE4-3 | 7.984 | Negativo
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Tolerancia

Tabla 68. Registros de absorbancia de cada placa de cada tratamiento.

Test/Mtas Abs Test/Mtas Abs Test/Mtas Abs Test/Mtas Abs
P1 0.81 P1 0.779 P1 0.95 P 1.125
N1 0.018 N1 0.021 N1 0.019 N1 0.046

CAL1 0.261 CAL1 0.283 CAL1 0.289 CAL1 0.385
CAL2 0.274 CAL2 0.283 CAL2 0.265 CAL2 0.38
CAL3 0.28 CAL3 0.278 CAL3 0.303 CAL3 0.384
SPB1 2.435 SPB1 2.421 SPB1 2.615 SPBa 2.715
SPB2 2.52 SPB2 2.448 SPB2 2.522 SPB2 2.759
SPB3 2.544 SPB3 2.463 SPB3 2.66 SPB3 2.741
SPA1 2.774 SPA1 2.701 SPA1 2.814 SPA1 2.87
SPA2 2.763 SPA2 2.742 SPA2 2.773 SPA2 2.863
SPA3 2.792 SPA3 2.795 SPA3 2.757 SPA3 2.874
SN1 0.211 SN1 0.212 SN1 0.23 SN1 0.309
SN2 0.208 SN2 0.206 SN2 0.211 SN2 0.301
SN3 0.208 SN3 0.213 SN3 0.227 SN3 0.292
Media 0.272 Media 0.281 Media 0.286 Media 0.383
Desviacion 0.010 Desviacion 0.003 Desviacion 0.019 Desviacion 0.003
cv 3.575 cv 1.026 cv 6.727 cv 0.691
VC 0.272 VC 0.281 VC 0.286 VC 0.383
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Tabla 69. Registro de unidades Panbio para cada uno de los tratamientos.

P1 29.816 Positivo P1 27.690 Positivo

N1 0.663 Negativo N1 0.746 Negativo
SPB1 89.632 Positivo SPB1 86.055 Positivo
SPB2 92.761 Positivo SPB2 87.014 Positivo
SPB3 93.644 Positivo SPB3 87.547 Positivo
SPA1 102.110 Positivo SPA1 96.007 Positivo
SPA2 101.706 Positivo SPA2 97.464 Positivo
SPA3 102.773 Positivo SPA3 99.348 Positivo
SN2 7.767 Negativo SN2 7.536 Negativo
SN2 7.656 Negativo SN2 7.322 Negativo
SN3 7.656 Negativo SN3 7.571 Negativo

P1 33.256 Positivo P1 29.373 Positivo

N1 0.665 Negativo Nz 1.201 Negativo
SPB1 91.540 Positivo SPBa 70.888 Positivo
SPB2 88.285 Positivo SPB2 72.037 Positivo
SPB3 93.116 Positivo SPB3 71.567 Positivo
SPA1 98.506 Positivo SPA1 74.935 Positivo
SPA2 97.071 Positivo SPA2 74.752 Positivo
SPA3 96.511 Positivo SPA3 75.039 Positivo
SN1 8.051 Negativo SN1 8.068 Negativo
SN2 7.386 Negativo SN2 7.859 Negativo
SN3 7.946 Negativo SN3 7.624 Negativo
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Robustez

Tabla 72. Registros de absorbancia de cada tratamiento.

Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs | Test/Mtas | Abs
P1 0.77 Pi 0.927 Pi 0.766 P1 0.692 Pa 0.9 P1 1.212 P1 1.056 Pa 0.733
N1 0.016 N1 0.023 N1 0.014 N1 0.015 N1 0.015 N1 0.02 N1 0.015 N1 0.035
CAL1 0.212 CAL1 0.271 CAL1 0.265 CAL1 0.206 CAL1 0.29 CAL1 0.38 CAL1 0.358 CAL1 0.26
CAL2 0.216 CAL2 0.263 CAL2 0.26 CAL2 0.201 CAL2 0.291 CAL2 0.366 CAL2 0.354 CAL2 0.26
CAL3 0.23 CAL3 0.267 CAL3 0.251 CAL3 0.213 CAL3 0.282 CAL3 0.362 CAL3 0.361 CAL3 0.253
SPB1 2.285 SPB1 2.519 SPB1 1.972 SPB1 2.03 SPB1 2.738 SPBa 2.772 SPBa 2.752 SPBa 2.542
SPB2 2.406 SPB2 2.56 SPB2 2.633 SPB2 2.221 SPB2 2.586 SPB2 2.825 SPB2 2.782 SPB2 2.4
SPB3 2.368 SPB3 2.599 SPB3 2.615 SPB3 2.15 SPB3 2.64 SPB3 2.687 SPB3 2.732 SPB3 2.513
SPA1 2.619 SPA1 2.798 SPA1 2.861 SPA1 2.391 SPA1 2.826 SPA1 2.88 SPA1 2.872 SPA1 2.773
SPA2 2.541 SPA2 2.797 SPA2 2.817 SPA2 2.434 SPA2 2.784 SPA2 2.87 SPA2 2.876 SPA2 2.755
SPA3 2.65 SPA3 2.775 SPA3 2.831 SPA3 2.346 SPA3 2.826 SPA3 2.862 SPA3 2.891 SPA3 2.755
SN1 0.201 SN1 0.003 SN1 0.201 SN1 0.196 SN1 0.208 SN1 0.309 SNa 0.258 SNa 0.212
SN2 0.178 SN2 0.216 SN2 0.191 SN2 0.241 SN2 0.222 SN2 0.313 SN2 0.246 SN2 0.192
SN3 0.185 SN3 0.236 SN3 0.217 SN3 0.218 SN3 0.216 SN3 0.317 SN3 0.261 SN3 0.179

Media |o0.219| Maedia 0.267 Media |o0.259| Media [o0.207| Media [0.288| Media [0.369| Media [0.358| Media [0.258

Desviacion | 0.009 | Desviacion | 0.004 | Desviacion | 0.007 | Desviacion | 0.006 | Desviacion | 0.005 | Desviacion | 0.009 | Desviacion | 0.004 [ Desviacion | 0.004
cv 4.309 cVv 1.498 cVv 2.743 cVv 2.917 cVv 1.715 cv 2.559 cv 0.982 cv 1.568
VC o219 VC o267 VvC Jo2s9] V€ [o.207] VC [0.288] VC [0369] VC [0.358] VC [o0.258
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Tabla 73. Unidades Panbio para cada placa de tratamiento.

P1 35.106 Positivo P1 34.719 Positivo P1 29.613 Positivo P1 33.484 Positivo

N1 0.729 Negativo N1 0.861 Negativo N1 0.541 Negativo N1 0.726 Negativo
SPB1 104.179 | Positivo SPB1 94.345 Positivo SPB1 76.237 Positivo SPB1 98.226 | Positivo
SPB2 109.696 | Positivo SPB2 95.880 Positivo SPB2 101.791 | Positivo SPB2 107.468 | Positivo
SPB3 107.964 | Positivo SPB3 97.341 Positivo SPB3 101.095 | Positivo SPB3 104.032 | Positivo
SPA1 119.407 | Positivo SPA1 104.794 Positivo SPA1 110.606 | Positivo SPA1 115.694 | Positivo
SPA2 115.851 | Positivo SPA2 104.757 Positivo SPA2 108.905 | Positivo SPA2 117.774 | Positivo
SPA3 120.821 | Positivo SPA3 103.933 Positivo SPA3 109.446 | Positivo SPA3 113.516 | Positivo
SN2 9.164 Negativo SN2 0.112 Negativo SNz 7.771 Negativo SNa1 9.484 Negativo
SN2 8.116 | Negativo SN2 8.090 Negativo SN2 7.384 | Negativo SN2 11.661 | Negativo
SN3 8.435 Negativo SN3 8.839 Negativo SN3 8.389 Negativo SN3 10.548 | Negativo

P1 31.286 Positivo Pa 32.816 Positivo Pa 29.525 Positivo P1 28.448 | Positivo

N1 0.521 Negativo N1 0.542 Negativo N1 0.419 Negativo N1 1.358 Negativo
SPB1 95.180 Positivo SPB1 75.054 Positivo SPB1 76.943 Positivo SPB1 98.655 | Positivo
SPB2 89.896 | Positivo SPB2 76.489 Positivo SPB2 77.782 Positivo SPB2 93.144 Positivo
SPB3 91.773 Positivo SPB3 72.753 Positivo SPB3 76.384 Positivo SPB3 97.529 Positivo
SPA1 98.239 Positivo SPA1 77.978 Positivo SPA1 80.298 Positivo SPA1 107.620 | Positivo
SPA2 96.779 Positivo SPA2 77.708 Positivo SPA2 80.410 Positivo SPA2 106.921 | Positivo
SPA3 98.239 Positivo SPA3 77-491 Positivo SPA3 80.829 Positivo SPA3 106.921 | Positivo
SN1 7.231 Negativo SN 8.366 Negativo SN 7.213 Negativo SN1 8.228 | Negativo
SN2 7.717 Negativo SN2 8.475 Negativo SN2 6.878 Negativo SN2 7.451 Negativo
SN3 7.509 Negativo SN3 8.583 Negativo SN3 7.297 Negativo SN3 6.947 Negativo
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13.5 Protocolos (hojas frontales)

13.5.1 ELISA NSa1

©
IMSS

Z710-22-48

PROTOCOLD PARA LA EVALUACION Y COMPROBACION DEL METODO
ANALITICO PARA LA DETECCION DEL ANTIGENO MS1 DEL VIRUS DEL
DENGUE EN SUERD HUMANC POR EL METODD INMUNOENZIMATICO
(PANBIO)

Autprizscsdn
Dra Clara Esperanza Santacruz Tinoce
Jofe do Ares del Laboralonio Central do Epesemiciogia
Dwision de Leboratonos de Vigilancia o Irvestgacidn Cpidermiologica
Coomdinacon de Viglanca Emdemiobigics
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PROTOCOLO PARA LA FVALUAGION ¥ COMPROBACION DEL METODO
ANALITICO PARA LA DETECCION DEL ANTIGEND NS1 DEL VIRUS DEL
DENGUE EN SUERD HUMANO POR EL METODO INMUNOENZIMATICO
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CLAVE- 2710-22-48 | GFE Bamando Miguel
Cioordinadar d
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M en C. Andrés Orozco
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Enfermadades Trasmisiblas dul LCE
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| Tiroe

——
e ‘___ff‘éﬂ;

Dra. Clara Esperanza Santacrs

Jefe de Aroa del Labaratorio Cenlral
de Epidemiciogia
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13.5.2 ELISA IgM

B

\D
IMSS

27T10-22-50

PROTOCOLO PARA LA EVALUACION ¥ COMPROBACION DEL METODO
ANALITICO PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS IigM CONTRA EL
VIRUS DEL DENGUE POR ELISA DE CAPTURA (PANBIO)

Audonzacion

_

Dra. Clara Esperanza Santacruz Tinoco
Jefe de Area del Laboratono Central de Epudemiciogia
Diévisabn de Laboratonos de Viglancia e Invesbgacion Epdemolagics
Coordmnacn de Vigilancia Epslemioligsca
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MEXICO
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ANALITICO PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS igM CONTRA EL
VIRUS DEL DENGUE POR ELISA DE CAPTURA (PANBIO)

1. p— T._-.

Clave 2710-22-50

Fecha: 05 de Marzo de 2013 Facha 08 de Marzo de 2013

il EalL g™ W | LA B TR e R ]
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13.5.3 ELISA IgG

IT0-22-8%

PROTOCOLO PARA LA EVALUACION Y COMPROBACION DEL WETODO
ANALITICO PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS IgG CONTRA EL VIRUS DEL
DENGUE POR ELISA DE CAPTURA (PANEIO)

Dra Clara Esperanza Santacnz Tnoco
Jule e Area del Laboraiono Cantral de Epdemicioge
Divissn de L aborstonos de Vigiancoa & inveshgacion Epsdermoligica
Coorhracion 5 Vighanos pdemodopra
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'PROTOCOLO PARA LA EVALUACION Y COMPROBACION DEL
METODO ANALITICO PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS IgG CONTRA EL VIRUS DEL DENGUE POR
ELISA DE CAPTURA (PANBIO)

CLAVE 2710-22-51

s S

M enC maﬁnm

wuw

4_|‘ /A—-l%

@@
M enC l:hr- Clara Esperansa
Coordinador del Area de Sistermas de 1!-“:
Geshon del LCE J-Iulh—ﬂl.m
Cenitral de Emdemiogia

Fecha 05 de Marzo de 2013 Fecha 05 de Marzo de 2013
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