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1. Resumen 

El virus del Zika (ZIKV) pertenece al género Flavivirus. Su estructura consta de una cápside 

icosaédrica que contiene al material genético y está cubierta por una envoltura lipídica. El ZIKV 

es transmitido principalmente por mosquitos del género Aedes, pero también puede transmitirse 

de persona a persona por contacto sexual y transfusiones sanguíneas; además de transmitirse 

verticalmente de madre a feto.  

En años recientes se presentó una rápida propagación del ZIKV a nivel mundial, principalmente 

en países de América. La infección por este virus suele ser asintomática, pero puede presentar 

síntomas similares a infecciones causadas por los virus de Dengue y Chikungunya, lo que 

dificulta el diagnóstico clínico. La importancia de la detección temprana de ZIKV radica en 

prevenir posibles complicaciones, ya que se ha asociado a problemas neurológicos como 

síndrome de Guillain-Barré (SGB) y microcefalia fetal. Debido a la rápida propagación y al 

incremento de casos de SGB en adultos y microcefalia en recién nacidos, la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) declaró una emergencia internacional por ZIKV en 2016. 

El diagnóstico de ZIKV se realiza mediante la detección de componentes virales o pruebas 

serológicas. Entre las técnicas más empleadas están RT-PCR y ELISA. Sin embargo, los 

métodos empleados presentan diversas desventajas como el requerimiento de equipo especial, 

personal capacitado, disponibilidad limitada, baja especificidad, entre otros. Por ello la 

relevancia del desarrollo de pruebas de diagnóstico sencillas y fáciles de usar, que sean sensibles 

y específicas. De tal forma que sean un apoyo para una atención adecuada al paciente y así 

prevenir las posibles complicaciones y la transmisión del virus. 

La propuesta de esta tesis es evaluar el uso de anticuerpos monoclonales contra ZIKV, mediante 

diversas técnicas para la detección del virus en etapas tempranas de la infección, lo cual ayudará 

a obtener un diagnóstico rápido y preciso. Con ello, se busca establecer las bases para el 

desarrollo de diferentes plataformas de diagnóstico diferencial, además de dar una perspectiva 

para el desarrollo de pruebas de diagnóstico en el punto de atención (POC). 
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2. Introducción 

En 2016 la OMS declaró al ZIKV como una emergencia internacional, ya que se detectó una 

rápida propagación a nivel mundial. El diagnóstico clínico es complicado, ya que la infección 

comúnmente es asintomática o presenta síntomas leves similares a infecciones causadas por 

otros virus transmitidos por vectores como Dengue y Chikungunya.  

La importancia del diagnóstico temprano de ZIKV radica en prevenir las complicaciones a las 

que se ha asociado, principalmente problemas neurológicos como síndrome de Guillain-Barré y 

microcefalia fetal. Además, la detección del virus en pacientes o en el vector (mosquito Aedes), 

ayuda a la vigilancia y control epidemiológico. El diagnóstico de ZIKV se realiza mediante 

pruebas moleculares, pruebas serológicas o mediante la detección de antígenos. Entre las 

técnicas más empleadas están la reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa 

(RT-PCR) y los ensayos por inmunoadsorción ligados a enzimas (ELISA), sin embargo, estos 

métodos para la detección de ZIKV sólo se realizan en laboratorios autorizados, lo cual limita 

la disponibilidad en zonas afectadas. Por lo tanto, toma importancia el desarrollo de sistemas de 

detección más sencillos, fáciles de usar, que sean sensibles y específicos, y que permitan hacer 

un tamizaje previo a la confirmación con las metodologías avaladas para la vigilancia 

epidemiológica.  

Las técnicas empleadas en los ensayos serológicos suelen ser más sencillas y accesibles, por lo 

que nos dan una perspectiva para establecer un sistema para la detección de ZIKV. Por lo tanto, 

se pretende evaluar el uso de anticuerpos comerciales para la detección de ZIKV mediante las 

técnicas moleculares de ELISA y Dot Blot, esto con la finalidad de desarrollar un prototipo de 

prueba rápida para la detección de ZIKV, que pueda ser integrado a diversas plataformas. Lo 

anterior establecerá las bases para adaptar el uso tanto de anticuerpos como de péptidos 

producidos en CIATEJ, a un inmunoensayo para el diagnóstico diferencial de infecciones por 

virus transmitidos por vectores. 
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3. Marco Teórico  

3.1 Flavivirus 

Los virus que pertenecen a la familia Flaviviridae, género Flavivirus, poseen un genoma de 

RNA de cadena sencilla y polaridad positiva, de aproximadamente 11 Kb. Éste codifica para un 

solo marco de lectura abierto (ORF), el cual expresa una poliproteína que es escindida post-

traduccionalmente para generar tres proteínas estructurales, denominadas cápside (C), 

precursora de membrana (prM) o membrana (M) y envoltura (E), así como siete proteínas no 

estructurales, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Blitvich y Firth, 2015). La función 

de las proteínas estructurales es encapsular y proteger el material genético formando la partícula 

viral, además de intervenir en el proceso de infección celular. Mientras que las proteínas no 

estructurales ayudan en la replicación del RNA, ensamblaje de la partícula viral y ayudan a 

inhibir la respuesta inmune del hospedero (Barrows et al., 2018; Nicholls et al., 2020).  

Dentro de este género se incluyen alrededor de 50 virus transmitidos por vectores. Algunos de 

mayor significancia como patógenos en humanos son el virus de Fiebre Amarilla (YFV), 

Dengue (DENV), Zika (ZIKV), Encefalitis Japonesa (JEV) y Nilo Occidental (WNV) (Barrows 

et al., 2018; Blitvich y Firth, 2015).  

3.1.1 Virus de Zika  

La estructura de ZIKV es similar a la de otros flavivirus. Es un virus con envoltura lipídica y 

cápside icosaédrica con un diámetro aproximado de 50 nm. Su RNA está contenido en la 

nucleocápside, y las proteínas M y E están ancladas a la membrana lipídica mediante sus 

regiones transmembranales (Figura 1). Esta envoltura lipídica contiene un aproximado de 180 

copias de las proteínas M y E, cuya organización espacial deja a las proteínas E más expuestas 

en la superficie, mientras que las proteínas M quedan debajo de esta capa de proteínas E (Heinz 

y Stiasny, 2017; Kostyuchenko et al., 2016; Sirohi y Kuhn, 2017). Análisis de diferentes cepas 

de ZIKV han mostrado tres linajes genéticos principales, el de África oriental, África occidental 

y el asiático. En el linaje asiático se incluyen las cepas que circulan en América (Lanciotti et al., 

2016).  

A pesar de las similitudes estructurales entre ZIKV y otros virus del mismo género, ZIKV posee 

ciertas diferencias que le proveen características poco comunes en otros flavivirus, como su 

patrón de transmisión, tropismo tisular, estabilidad, infectividad, antigenicidad. Estas 
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características están asociadas a su superficie compacta y al sitio de glicosilación de la proteína 

E (Kostyuchenko et al., 2016; Sirohi et al., 2016).  

 

Figura 1. Estructura del virus de Zika y la proteína de Envoltura. A) Representación de la estructura general de 

la partícula viral de ZIKV (Imagen creada en Biorender.com). B) Vista superior del diagrama del dímero de 

proteína E y la organización de los dominios DI (rojo), DII (amarillo) y DIII (azul). C) Vista lateral de las proteínas 

E y M (rosa), se muestran los tres dominios de E así como el dominio transmembranal (E-TM) (gris). Las imágenes 

se crearon con los datos reportados bajo el número de acceso 7JYI de PBD (DiNunno et al., 2020). 
 

3.1.2 Proteína de Envoltura de ZIKV 

La proteína E es una glicoproteína de ~495 aa, la cual forma dímeros que se organizan de forma 

antiparalela en la superficie de la partícula viral. Esta es la proteína responsable de la entrada 

del virus a la célula, ya que está involucrada en la endocitosis mediada por receptores. Cada 

monómero de la proteína E está compuesto por cuatro dominios, DI, DII, DIII y el dominio 

transmembranal (TM) (Figura 1B-C) (Dai et al., 2016; L. Wang et al., 2019). DI se encuentra 

en la parte central de la estructura, estabilizando la orientación de la proteína y contiene el sitio 

de glicosilación (Asn154). DII permite la dimerización de la proteína y contiene el loop de 

fusión, una región altamente conservada en los flavivirus, que como su nombre indica interviene 

en la fusión con la membrana del endosoma. DIII tiene una estructura similar a las 

inmunoglobulinas, es el dominio más expuesto y está relacionado a la unión con receptores, 

ayudando al ingreso del virus a la célula (Gong et al., 2018; Hasan et al., 2018; X. Zhang et al., 

2017).  



5 

 

Debido a su función, la estructura de la proteína E es altamente conservada en los flavivirus, 

aunque su secuencia de aminoácidos puede llegar a diferir hasta en 60% entre los virus de este 

género. Entre las diferentes cepas de ZIKV se ha observado una baja variación en la proteína E, 

con diferencias en las secuencias aminoacídicas de hasta 6% entre los linajes. Asimismo, se 

puede decir que ZIKV está más relacionado a DENV que a otros flavivirus, ya que la secuencia 

de aminoácidos de las proteínas E de estos virus difiere en aproximadamente 45% (Heinz y 

Stiasny, 2017; X. Zhang et al., 2017).  

 

3.2 Epidemiología 

ZIKV fue descubierto en 1947 en Uganda, donde fue aislado de un mono Rhesus spp. en el 

bosque Zika y posteriormente se aisló del mosquito Aedes africanus. Fue hasta 1952 que se 

detectaron casos de infecciones en humanos y en décadas posteriores (1960-1970) se registraron 

casos esporádicos en regiones de África y Asia (Higuera y Ramírez, 2019). En 2007 se 

detectaron casos en Micronesia y en 2013 el virus se expandió a las islas del Pacífico, en este 

brote se reportaron alrededor de 28,000 casos. En 2015 se comenzó a detectar el ZIKV en 

América del Sur, los primeros casos reportados en Brasil (Noor y Ahmed, 2018). Desde 

entonces el número de casos incrementó drásticamente, se estima que hubo hasta 1.3 millones 

de casos sospechosos durante el 2015 solamente en Brasil. Para enero de 2016 se reportaba la 

circulación autóctona de ZIKV en alrededor de 20 países de América (Musso y Gubler, 2016; 

Talero-Gutiérrez et al., 2018).  

Hasta 2020 se reportaron un total de 878,369 casos de ZIKV en 52 países y territorios de 

América, de los cuales solo el 28.7% fueron casos confirmados (Organización Panamericana de 

la Salud, 2021). En México se han confirmado 12,956 casos en el periodo de 2015 a 2020, de 

los cuales 7,138 son casos confirmados en mujeres embarazadas (Dirección de Vigilancia 

Epidemiológica de Enfermedades Transmisibles, 2021).  

 

3.3 Transmisión y síntomas de la infección por ZIKV 

El ZIKV es un virus transmitido por vector, principalmente por mosquitos del género Aedes. 

Casi todos los brotes de ZIKV en zonas urbanas se han relacionado a la especie Ae. Aegypti. Sin 

embargo, a diferencia de otros flavivirus, ZIKV puede transmitirse de persona a persona por 
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contacto sexual y mediante transfusiones sanguíneas, además de transmitirse verticalmente de 

madre a feto (Gregory et al., 2017; A. Sharma y Lal, 2017).   

Generalmente la infección por ZIKV es asintomática, 80% de personas infectadas no presentan 

síntomas. Sin embargo, la enfermedad sintomática suele ser leve y se caracteriza por presencia 

de fiebre aguda, sarpullido, dolor de cabeza, conjuntivitis, dolor muscular y de articulaciones; 

estos síntomas son similares a los presentados por infecciones por Dengue y Chikungunya. Los 

síntomas se presentan después del periodo de incubación, que va de 3 a 12 días, y duran entre 2 

y 7 días (Patterson et al., 2016; V. Sharma et al., 2020). El periodo de viremia es muy corto, la 

presencia del virus puede detectarse en suero durante 7 días desde del inicio de los síntomas, 

aunque se han reportado casos de detección de ZIKV hasta 10 días después (Musso et al., 2017) 

y casos de viremia prolongada (>14 días) en mujeres embarazadas (St George et al., 2017). En 

general la carga viral en suero suele ser muy baja, pero se ha reportado que en muestras de orina 

la carga viral es mayor y se puede detectar hasta 15 días después del inicio de los síntomas 

(Gourinat et al., 2015; Musso et al., 2017; St George et al., 2017). Por otro lado, la producción 

de anticuerpos IgM inicia de 4 a 6 días después del inicio de la infección y permanecen hasta 

por 12 semanas (Landry y St. George, 2017).   

En general, pueden diferenciarse dos fases de la enfermedad por ZIKV, la fase aguda o temprana 

que va desde 0 a 5 días desde el inicio de los síntomas, y la fase de convalecencia que va desde 

los 6 hasta los 30 días después del inicio de los síntomas (Instituto de Diagnóstico y Referencia 

Epidemiológicos, 2021).  

 

3.4 Complicaciones asociadas a la infección por ZIKV 

La infección por ZIKV no presenta síntomas graves, sin embargo, se ha relacionado con 

complicaciones neurológicas. Se tienen datos clínicos y epidemiológicos que relacionan el 

aumento de la incidencia de microcefalia fetal y síndrome de Guillain-Barré con la epidemia de 

ZIKV en América (Higuera y Ramírez, 2019; V. Sharma et al., 2020).  

Se ha encontrado una correlación entre infección por ZIKV en mujeres embarazadas y el 

nacimiento de infantes con microcefalia u otros defectos como lesiones oftálmicas, neuropatías 

ópticas, malformaciones cerebrales y esqueléticas, ahora denominado síndrome congénito por 

virus del Zika (Freitas et al., 2020). En 2015 se reportó un incremento en los casos de 
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microcefalia en Brasil y en la Polinesia Francesa, periodo en el cual hubo un brote de ZIKV en 

estas regiones. Se estableció esta relación por la detección de RNA de ZIKV en muestras de 

tejido nervioso, placenta y líquido amniótico de niños que nacieron con microcefalia (Beltrán-

Silva et al., 2016).   

Asimismo, durante la epidemia de ZIKV en 2015 y 2016, se reportó un incremento en los casos 

de SGB en varios países de América como Brasil, Colombia, Venezuela y El Salvador, además 

de la Polinesia Francesa. La relación se estableció debido a que los pacientes con SGB habían 

sufrido una infección viral consistente con ZIKV previo a presentar el síndrome neurológico 

(Kazmi et al., 2020).  

 

3.5 Métodos de diagnóstico  

El diagnóstico de ZIKV se realiza mediante la detección de componentes virales como RNA, 

proteínas o aislamiento del virus y mediante pruebas serológicas. El Centro de Control y 

Prevención de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos, recomienda el uso de métodos 

moleculares y serológicos para el diagnóstico de ZIKV, específicamente aquellos que se han 

autorizado por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos. 

Entre ellos se encuentran diversas pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT) 

principalmente basadas en RT-PCR, así como pruebas serológicas para la detección de 

inmunoglobulinas M (IgM) mediante ELISA (Centros de Control y Prevención de 

Enfermedades, 2019; U.S. Food and Drug Administration, 2021).  

En México se emplea RT-qPCR para la confirmación de casos de enfermedad por Zika durante 

la fase aguda. Específicamente se utiliza la RT-qPCR TRIOPLEX que permite la detección 

simultánea de DENV, ZIKV y CHIKV. En caso de no tomar una muestra en la fase aguda, se 

emplea la prueba ELISA de captura de anticuerpos IgM, pero ésta sólo está indicada para 

mujeres embarazadas y neonatos (Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos, 

2021).  

Actualmente se trabaja en el desarrollo de pruebas portables y rápidas, de alta sensibilidad y 

especificidad. Estas pruebas se enfocan principalmente en la detección de RNA viral, antígenos 

virales o anticuerpos contra ZIKV. Entre los ensayos moleculares que se han desarrollado para 

el diagnóstico de Zika se encuentran biosensores, ensayos de flujo lateral (LFA) y diversos 
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NAAT, de estos últimos se destaca la amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) 

(Singh et al., 2017). De acuerdo con la OMS las pruebas rápidas están diseñadas para obtener 

resultados preliminares y ser útiles en países de recursos limitados. En el ámbito comercial, las 

pruebas rápidas que están disponibles son LFA para la detección de la proteína NS1 o 

anticuerpos IgM/IgG. El resto de las pruebas reportadas sólo se usan para propósitos de 

investigación (Castillo-León et al., 2021).  

A continuación, se describen los métodos antes mencionados, así como las tecnologías que se 

están desarrollando actualmente, con enfoque especial en pruebas rápidas en el punto de 

atención (POC, por sus siglas en inglés Point Of Care).  

3.5.1 Método molecular de RT-qPCR 

La técnica estándar para la detección de ZIKV es RT-qPCR debido a su alta sensibilidad y 

especificidad. Este método permite detectar RNA viral en muestras de suero, saliva, orina, 

líquido cerebroespinal y amniótico (Yang y Narayan, 2017). Se han desarrollado varios ensayos 

basados en este método, ya sea solo para la detección de ZIKV o para la detección múltiple de 

ZIKV, DENV y CHIKV. Algunas de las desventajas de este método es que requiere el 

procesamiento previo de la muestra para extraer el RNA viral, también necesita equipo 

especializado y personal capacitado para realizar el ensayo, por lo que no puede ser llevado a 

todas las regiones y zonas afectadas (Theel y Hata, 2018).  

3.5.2 Pruebas serológicas 

Las pruebas serológicas se basan en la interacción entre anticuerpos y antígenos. Entre las 

pruebas más utilizadas para el diagnóstico de ZIKV están ELISA, la prueba de neutralización 

por reducción de placa (PRNT) y ensayos de inmunofluorescencia (IFA). Estos ensayos están 

diseñados para detectar anticuerpos IgM e IgG contra ZIKV en muestras de suero, 

principalmente anticuerpos contra la proteína E o la proteína NS1 (Theel y Hata, 2018; Yang y 

Narayan, 2017). Una de las ventajas que poseen estas pruebas es que pueden ser empleadas en 

periodos más amplios, ya que los anticuerpos producidos contra el virus pueden ser detectados 

por meses (IgM) o años (IgG). No obstante, los ensayos de ELISA para la detección de IgM 

poseen una baja especificidad por la reactividad cruzada con anticuerpos contra otros flavivirus, 

especialmente contra DENV. Es por esto que los resultados de los ensayos de ELISA requieren 
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confirmarse mediante PRNT, lo cual implica más trabajo y consumo de tiempo (W. T. Lee et 

al., 2018; A. Sharma y Lal, 2017).  

3.5.3 Pruebas rápidas en el punto de atención (POC) 

Existe la necesidad de desarrollar pruebas de diagnóstico rápidas y específicas, que permitan la 

detección de ZIKV en etapas tempranas de la infección. Para esto se requiere que puedan ser 

empleadas en clínicas o donde se encuentre el paciente. Asimismo, hay mayor interés en 

estrategias para la detección RNA o antígenos, ya que los anticuerpos IgM suelen presentar 

reactividad cruzada con otros flavivirus.  

3.5.3.1 POCs basados en detección de RNA 

Respecto a la detección de RNA, se han desarrollado diversos NAAT que han demostrado 

niveles de sensibilidad mayores al 80%. Algunos de estos son amplificación por polimerasa 

recombinante (RPA), amplificación mediada por transcripción (TMA), amplificación basada en 

secuencias de ácidos nucleicos (NASBA), amplificación basada en invasión de cadenas (SIBA) 

y LAMP. Este último es el método más reportado, ya que es una técnica rápida, con alta 

sensibilidad y que no requiere equipos sofisticados (Peters y Stevenson, 2019). Sin embargo, 

estas técnicas requieren de un sistema para interpretar los resultados, generalmente se utilizan 

sondas fluorescentes que requieren equipos especiales para detectar la señal, por lo que se 

buscan alternativas como reacciones colorimétricas para una interpretación visual. Por ejemplo, 

para confirmar la amplificación de ácidos nucleicos en RT-LAMP se han utilizado indicadores 

de pH que cambian de color rosa a amarillo (Calvert et al., 2017), el colorante leuco cristal 

violeta que cambia de una forma incolora a violeta en presencia del amplicón (Song et al., 2016), 

también se ha combinado con LFA acoplando los productos de la amplificación a nanopartículas 

de oro para obtener una señal colorimétrica (D. Lee et al., 2016). También se ha reportado la 

técnica de NASBA junto con biosensores de papel cuyo principio se basa en un cambio de color 

a morado en presencia del RNA amplificado o amarillo en ausencia (Pardee et al., 2016). 

3.5.3.2 POCs basados en detección de antígenos 

Los métodos de detección de antígenos tienen la ventaja de no requerir la extracción de RNA. 

Estos métodos se enfocan en la detección de las proteínas E y NS1. La selección de la proteína 

E como blanco se debe a que es la proteína más expuesta en la superficie estructural del virus 

(X. Zhang et al., 2017). Por otro lado, la proteína NS1 se encuentra en abundancia en suero 
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durante la etapa temprana de infección, ya que es una proteína soluble que es expulsada de las 

células infectadas (Bosch et al., 2017; Cecchetto et al., 2017).   

En los métodos reportados generalmente se utilizan anticuerpos monoclonales (mAbs) y 

policlonales (pAbs) adaptados a diferentes plataformas. Por ejemplo, para la detección de la 

proteína NS1 de ZIKV se han desarrollado diversas pruebas como ELISA tipo sándwich (L. 

Zhang et al., 2018), un biosensor de grafeno funcionalizado con mAbs (Afsahi et al., 2018), un 

dispositivo de microfluídica en papel para detección diferencial de ZIKV y DENV (Bedin et al., 

2017), un LFA acoplado a espectroscopía Raman mejorada en superficie (SERS) (Sánchez-

Purrà et al., 2017), una prueba rápida de inmunocromatografía (Bosch et al., 2017). Por otro 

lado, respecto al uso de anticuerpos contra la proteína E, se desarrolló un ensayo de 

quimioluminiscencia utilizando esferas de poliestireno con rubreno y esferas magnéticas, ambos 

tipos de esferas conjugadas con mAbs para la captura de partículas virales (Acharya et al., 2016). 

También se reportó el uso de esferas magnéticas conjugadas con mAbs para la captura de 

partículas virales en muestras, que posteriormente se detectan mediante cambios de impedancia 

en un microchip de papel-plástico (Draz et al., 2018). Otro acercamiento es el inmunosensor 

electroquímico, el cual es un microelectrodo de oro funcionalizado con anticuerpos que detecta 

la captura de proteína E mediante espectroscopia de impedancia electroquímica (Kaushik et al., 

2018).   

Una alternativa al uso de anticuerpos es el diseño de péptidos de unión, que sean afines y 

específicos a los antígenos. Se han desarrollado algunos ensayos con este enfoque como el 

ensayo de inmunoadsorción ligado a fluorescencia (FLISA) tipo sándwich que utiliza péptidos 

afines a la proteína E (Kim et al., 2018) y también el ensayo de aglutinación-emulsión, en el 

cual se funcionalizaron gotas de una mezcla de hidrocarburos y polímeros con un péptido de 

unión a la proteína NS1 (Q. Zhang et al., 2019).   
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4. Planteamiento del problema 

A nivel mundial se ha presentado una rápida propagación de enfermedades transmitidas por 

vectores, especialmente en zonas tropicales y subtropicales. Por el aumento de casos de ZIKV 

en América, en 2016 la OMS declaró una emergencia internacional y actualmente continúa 

siendo uno de los patógenos que representan un mayor riesgo a la salud pública.  

Debido a que la enfermedad causada por ZIKV presenta síntomas similares a otras 

enfermedades transmitidas por vectores, su diagnóstico clínico es difícil. Para la confirmación 

de los casos son necesarias las pruebas moleculares, siendo RT-PCR la prueba estándar por su 

sensibilidad y especificidad. Sin embargo, sólo se realiza en laboratorios que cuenten con el 

equipo necesario y cumplan los estándares de calidad.  

Actualmente, no existe una vacuna para la prevención de la infección o un tratamiento específico 

para ZIKV. Mientras esto siga siendo cierto, la detección oportuna del virus es la mejor manera 

de controlar la propagación del virus, evitar el aumento de casos, apoyar a la vigilancia 

epidemiológica y mejorar las estrategias para el control de vectores.  

La mayoría de los países afectados por ZIKV son países de recursos limitados y la disponibilidad 

de pruebas rápidas para la detección de ZIKV es baja. Por lo que es necesario el desarrollo de 

este tipo de pruebas, que sean más sencillas y puedan ser utilizadas en el punto de atención o en 

campo. Un enfoque para lograr esto son los inmunoensayos basados en el uso de anticuerpos 

contra antígenos de ZIKV. Los anticuerpos monoclonales suponen ser específicos contra su 

antígeno, sin embargo, en el caso de anticuerpos contra ZIKV pueden presentar reactividad 

cruzada hacia otros virus relacionados como el DENV, por lo que es importante evaluar las 

características de los anticuerpos monoclonales comerciales y su potencial para ser empleados 

en inmunoensayos.  
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5. Justificación 

Desde el año 2000 se han presentado brotes de diversos virus transmitidos por vectores, entre 

ellos el virus de Zika. Este virus se ha propagado con rapidez y actualmente tiene presencia en 

alrededor de 52 países de América, además de África y Asia. Además, la OMS lo ha catalogado 

como uno de los patógenos con prioridad para hacer investigación y desarrollo, por su potencial 

epidémico y/o porque las contramedidas son insuficientes. 

Las infecciones por ZIKV suelen ser asintomáticas o con síntomas leves y similares a 

infecciones por DENV o CHIKV. Sin embargo, se ha asociado la infección por ZIKV con el 

desarrollo del síndrome de Guillain-Barré en adultos y el síndrome congénito por ZIKV en 

neonatos. Por esto último, se da mayor importancia a identificar casos en mujeres embarazadas. 

Sólo en América se han reportado aproximadamente 878,000 casos de ZIKV, de los cuales 

menos de una tercera parte se han confirmado. En México más de la mitad de los casos 

confirmados son en mujeres embarazadas. 

Por la dificultad de diferenciar las infecciones causadas por arbovirus, además que circulan 

diversos virus simultáneamente y las consecuencias que puede provocar la infección por ZIKV, 

surge la necesidad de diseñar pruebas confiables para la detección de este virus. A pesar de que 

algunas técnicas empleadas actualmente dan resultados precisos, éstas sólo se realizan en 

laboratorios que cuenten con el equipo y materiales necesarios. Por esto se busca desarrollar 

métodos fáciles de usar que puedan ser empleados en las zonas afectadas, que sirvan como 

pruebas de tamizaje para dar un resultado preliminar que ayude a proporcionar una atención 

adecuada. De tal forma que puedan tomarse medidas preventivas y de control. 

Un enfoque para lograr esto es el uso de anticuerpos contra antígenos de ZIKV. Por lo tanto, en 

este proyecto de tesis se propuso evaluar anticuerpos comerciales en inmunoensayos ELISA y 

Dot Blot. De tal forma, que se seleccionaron anticuerpos adecuados para diseñar un sistema que 

permitió la detección específica de ZIKV en muestras biológicas y, además, se obtuvo un 

prototipo de inmunoensayo que puede ser escalado a una prueba rápida. 
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6. Hipótesis y objetivos 

6.1 Hipótesis 

La configuración de los componentes en el prototipo de inmunoensayo permitirá la detección 

del virus de Zika en muestras biológicas. 

 

6.2 Objetivo general 

Validar anticuerpos comerciales contra el virus de Zika y emplearlos para diseñar un prototipo 

de inmunoensayo para la detección del virus de Zika. 

 

6.3 Objetivos específicos  

• Validar los anticuerpos comerciales mediante la técnica de ELISA. 

• Seleccionar y evaluar los componentes del inmunoensayo mediante las técnicas de 

ELISA y Dot Blot. 

• Diseñar el orden de los componentes del inmunoensayo. 

• Estandarizar y caracterizar el prototipo de inmunoensayo. 

• Incorporar el prototipo de inmunoensayo a un dispositivo de microfluídica.  

  



14 

 

7. Metodología 

Para el desarrollo de este proyecto se distinguen tres etapas, la primera fue la selección de los 

componentes que formarían el inmunoensayo mediante la validación y evaluación de los 

anticuerpos comerciales contra ZIKV y las proteínas recombinantes de la envoltura de ZIKV. 

La segunda etapa fue el diseño y evaluación de diferentes sistemas para la detección de ZIKV 

mediante los anticuerpos previamente seleccionados. La tercera y última etapa fue el diseño, 

estandarización y caracterización del prototipo de inmunoensayo. Los procedimientos y 

condiciones de cada uno de los ensayos experimentales se describen a continuación.  

 

7.1 Validación de anticuerpos comerciales  

Se seleccionaron tres anticuerpos comerciales contra la pE de ZIKV, dos anticuerpos 

monoclonales: anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald) y anti-ZIKV_E MBS5304716 (My 

Biosource), y uno policlonal: anti-ZIKV_E MBS5400291 (My Biosource). Dichos anticuerpos 

cumplieron con los criterios de especificar su uso en inmunoensayos (ELISA y Western Blot), 

ser específicos a ZIKV, no presentar reacción cruzada con otros virus relacionados y que la 

dilución de trabajo sugerida fuera al menos de 1:200. La validación consistió en confirmar 

mediante ELISA que los anticuerpos detectaran a la proteína E de ZIKV, al virus completo en 

cultivo y en muestras de suero, además de no presentar reactividad cruzada con las proteínas E 

de DENV y CHIKV. 

7.1.1 Detección de pE de ZIKV  

Cada uno de los anticuerpos seleccionados se retó contra la pE de ZIKV recombinante (30-1935, 

Fitzgerald) para determinar si los anticuerpos reconocían a la proteína. Se realizó un ensayo 

ELISA por triplicado, en el cual se sensibilizó una microplaca con 250 ng de proteína 

recombinante diluida en PBS 1X (0.01 M, pH 7.4) y PBS-BSA al 3% como control negativo, 

incubando a 4 °C durante 18 horas. Posteriormente, se bloqueó con 200 μL de PBS-BSA al 3% 

y se incubó a 37 °C durante 1 hora. A continuación, se agregaron 50 μL de los anticuerpos 

primarios anti-ZIKV_E (10-2714, MBS5304716, MBS5400291) a 1 μg/mL, diluidos en PBS-

BSA al 1% y se incubó a 37 °C por 1 hora. Después, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 

20 al 0.05%, agregando 200 μL a cada pozo y agitando por 2 minutos en cada lavado. En 

seguida, se agregaron 50 μL del anticuerpo secundario correspondiente; para los anticuerpos 
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monoclonales se agregó anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) a 

0.1 µg/mL en PBS-BSA 1%, y para el anticuerpo policlonal se agregó anticuerpo anti-IgG de 

conejo conjugado con HRP (170-6515, Bio Rad) dilución 1:2000 en PBS-BSA 1%. Se incubó 

a 37 °C por 1 hora. Después, se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05%. Posteriormente, 

se agregaron 50 μL de sustrato 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) para ELISA (34028, Thermo 

Scientific) y se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. Finalmente, se detuvo la reacción 

con H2SO4 0.5 M y se hizo la lectura de absorbancia a 450 nm en lector de placas (xMark, Bio 

Rad). 

7.1.2 Evaluación de reactividad cruzada con proteínas de DENV y CHIKV 

Se determinó la especificidad de los anticuerpos anti-ZIKV_E (10-2714, MBS5304716 y 

MBS5400291) al retarlos contra las proteínas E de DENV (MBS596102, My Biosource) y 

CHIKV (30-1940, Fitzgerald) en un ensayo ELISA. El procedimiento fue igual al descrito 

anteriormente (sección 7.1.1), pero se sensibilizó la microplaca con 50 µL de pE de DENV y 

pE de CHIKV a 2 µg/mL en PBS 1X. Como control positivo se utilizó pE de ZIKV 

recombinante (30-1935, Fitzgerald) a 2 µg/mL en PBS 1X y como control negativo BSA.   

7.1.3 Detección de ZIKV de cultivo celular y en muestras de suero 

Para determinar la capacidad de los anticuerpos de reconocer a la proteína E nativa en la 

estructura viral de ZIKV, se realizó un ELISA utilizando como muestras el sobrenadante de 

células Vero infectadas con ZIKV con un título viral de 4.8 x 104 PFU/mL, así como sueros 

positivos a ZIKV, previamente caracterizados mediante RT-qPCR por el Laboratorio Central 

de Epidemiología del Centro Médico Nacional La Raza del IMSS. Como control positivo se 

empleó pE de ZIKV recombinante (30-1935, Fitzgerald) y como controles negativos BSA y 

suero negativo a ZIKV.  

Por triplicado se sensibilizó una microplaca con 50 μL por pozo de las muestras, cultivo viral 

diluido 1:1000 en PBS 1X (0.01 M, pH 7.4) para una concentración de 48 PFU/mL, suero 

positivo a ZIKV a dilución 1:400 en PBS 1X, pE ZIKV a 2 μg/mL en PBS 1X como control 

positivo y los controles negativos PBS-BSA al 3% y suero negativo a ZIKV diluido 1:400 en 

PBS 1X. La microplaca se incubó a 4 °C por toda la noche. Posteriormente, se bloqueó cada 

pozo con 200 μL de PBS-BSA al 3% y se incubó a 37 °C por 1 hora. Después, se agregaron 50 

μL de los anticuerpos anti-ZIKV_E (10-2714, MBS5304716, MBS5400291) a 1 μg/mL en PBS-
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BSA al 1% y se incubó a 37 °C por 1 hora. En seguida, se hicieron tres lavados con PBS-Tween 

20 al 0.05%, agregando 200 μL a cada pozo y agitando a 600 rpm por 2 minutos en cada lavado. 

A continuación, se agregaron 50 μL del anticuerpo secundario correspondiente; para los 

anticuerpos monoclonales se utilizó anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con HRP (ab97023, 

Abcam) dilución 1:10000 en PBS-BSA 1%, y para el anticuerpo policlonal se usó anticuerpo 

anti-IgG de conejo conjugado con HRP (170-6515, Bio Rad) dilución 1:2000 en PBS-BSA 1%. 

Se incubó a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 

0.05%. Finalmente, se agregaron 50 μL de sustrato TMB para ELISA (34028, Thermo 

Scientific) y se incubó a 37 °C por 10 minutos. Se detuvo la reacción con 50 μL de H2SO4 0.5 

M y se midió la absorbancia a 450 nm en lector de placas (xMark, Bio Rad). 

 

7.2 Evaluación de proteínas E de ZIKV recombinantes 

Inicialmente sólo se contaba con la proteína E de ZIKV comercial (30-1935, Fitzgerald), la cual 

es la secuencia completa de aminoácidos de pE de ZIKV. Posteriormente, en el laboratorio se 

produjo una proteína parcial de la envoltura de ZIKV (pZE), la cual contiene parte del dominio 

II y dominio III de pE de ZIKV. Se evaluó el reconocimiento de cada una de las proteínas por 

diferentes anticuerpos monoclonales mediante ELISA. Estos anticuerpos reconocen diferentes 

epítopos, lo cual no permitió tener una idea de la estructura de las proteínas recombinantes.  Se 

usaron los anticuerpos anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald) y MBS5304716 (My Biosource) para 

el reconocimiento de epítopos lineales. Y para epítopos estructurales se emplearon los 

anticuerpos anti-ZIKV_E ZV-54 (MABF2046, Millipore) y anti-flavivirus 4G2 (NBP2-52709, 

Novus Biologicals).  

Se sensibilizó una microplaca agregando 50 µL de las proteínas pZE a 5 µg/mL y pE ZIKV (30-

1935, Fitzgerald) a 5 µg/mL en PBS 1X, así como PBS-BSA al 3% como control negativo. Se 

incubó a 37 °C durante 2 horas. Después, se bloquearon los pozos con 200 µL de PBS-BSA al 

3% e incubando a 37 °C por 1 hora. Posteriormente, se agregaron los anticuerpos primarios anti-

ZIKV_E (MBS5304716, 10-2714 y ZV-54) a 1 µg/mL en PBS-BSA al 1% y el anticuerpo anti-

flavivirus 4G2 a 10 µg/mL en PBS-BSA al 1%; y se incubó a 4 °C toda la noche (16 horas). 

Después, se hicieron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%, agregando 200 µL y agitando a 

600 rpm por 2 minutos en cada lavado. A continuación, se agregaron 50 µL del anticuerpo 
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secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) a 0.1 µg/mL en PBS-BSA 

al 1% y se incubó a 37 °C durante 1 hora. Después, se hicieron tres lavados con PBS-Tween 20 

al 0.05% y se procedió con el revelado. Para ello, se agregó 50 µL de sustrato TMB para ELISA 

(34028, Thermo Scientific) y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente protegido de la 

luz. Se detuvo la reacción con 50 µL de H2SO4 0.5 M y se midió la absorbancia a 450 nm en 

lector de placas (xMark, Bio Rad).  

 

7.3 Evaluación de anticuerpos anti-ZIKV_E seleccionados  

De los tres anticuerpos comerciales validados, se seleccionaron los mAbs anti-ZIKV_E 10-2714 

(Fitzgerald) y MBS5304716 (My Biosource), los cuales cumplieron con las características 

deseadas para su uso en la detección de ZIKV. Estos anticuerpos fueron evaluados para poder 

diseñar el sistema de detección de ZIKV, es decir, plantear el orden en que se emplearon estos 

elementos para permitir la detección de ZIKV en muestras biológicas.  

Con estos ensayos se determinaron los límites mínimo y máximo de cantidad de pE de ZIKV 

que detectan los anticuerpos anti-ZIKV_E, así como las concentraciones a las cuales se pueden 

emplear los anticuerpos. El anticuerpo anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald) solo se probó contra 

pE ZIKV comercial (30-1935, Fitzgerald), mientras que el anticuerpo anti-ZIKV_E 

MBS5304716 (My Biosource) se probó contra pE ZIKV comercial y pZE.  

7.3.1 Rango de detección de pE de ZIKV y determinación de la concentración de 

trabajo de los anticuerpos en ELISA 

Para el ensayo se prepararon diluciones seriadas 1:1 en PBS 1X (0.01 M, pH 7.4) de las proteínas 

pE ZIKV comercial y pZE desde 5 µg/mL hasta 0.078 µg/mL. Se sensibilizó una microplaca 

con 50 µL de cada una de las diluciones de las proteínas de ZIKV (5 µg/mL a 0 µg/mL) por 

triplicado para cada anticuerpo, y se incubó la microplaca a 4 °C toda la noche. Posteriormente, 

se bloqueó con 200 µL de solución de PBS-BSA al 3% y se incubó a 37 ºC durante 1 hora. 

Después se agregaron 50 µL de los anticuerpos anti-ZIKV_E, 10-2714 o MBS5304716, a 0.25 

µg/mL, 0.5 µg/mL y 1 µg/mL en PBS-BSA 1% y se incubó durante 1 hora a 37 ºC. A 

continuación, se realizaron tres lavados con 200 µL de PBS-Tween 20 al 0.05%, agitando a 600 

rpm por 2 minutos en cada lavado. Se agregaron 50 µL del anticuerpo anti-IgG de ratón 
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conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) a 0.1 µg/mL en PBS-BSA 1% y se incubó durante 1 

hora a 37 ºC. Posteriormente, se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05 %. Se reveló 

agregando 50 µL de sustrato TMB para ELISA (34028, Thermo Scientific) y se incubó a 

temperatura ambiente por 5 minutos protegido de la luz. Se detuvo la reacción con 50 µL de 

H2SO4 0.5 M y se midió la absorbancia a 450 nm en lector de placas (xMark, Bio Rad).  

7.3.2 Rango de detección de pE de ZIKV y determinación de la concentración de 

trabajo de los anticuerpos en Dot Blot 

Este ensayo es similar al anterior, pero la inmovilización y reconocimiento de las proteínas fue 

sobre membrana de nitrocelulosa. Primero se prepararon diluciones seriadas 1:1 en PBS 1X de 

las proteínas pE ZIKV comercial y pZE desde 2.5 µg/mL hasta 0.039 µg/mL.  En el equipo Bio-

Dot Apparatus (170-6545, Bio Rad) se colocó la membrana de nitrocelulosa (1620112, Bio Rad) 

previamente humedecida en PBS 1X. Para preparar la membrana se colocó en cada pozo 100 

μL de PBS 1X y se pasaron a través de la membrana mediante vacío. Posteriormente, se 

colocaron 100 μL por pozo de cada dilución de las proteínas, desde 2.5 µg/mL hasta 0 µg/mL, 

y se inmovilizaron en la membrana mediante vacío. Después, se bloqueó la membrana con una 

solución de PBS-BSA al 3% y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación a 

350 rpm. A continuación, se agregó el mAb anti-ZIKV_E, 10-2714 o MBS5304716, a 0.5 

µg/mL o 1 µg/mL en PBS-BSA al 1% y se incubó durante dos horas a temperatura ambiente 

con agitación a 350 rpm. Se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%. 

Posteriormente, se incubó con el anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con HRP (Ab97023, 

Abcam) a 0.1 µg/mL en PBS-BSA 1% durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación. 

Se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05% y se agregó el sustrato 4-cloro-1-naftol (4CN) 

(170-6534, Bio Rad). Se incubó protegido de la luz durante 15 minutos a temperatura ambiente 

agitando a 350 rpm. Finalmente se lavó la membrana con agua destilada. 

 

7.4 Diseño y evaluación de sistemas en sándwich para la detección de ZIKV 

De los anticuerpos validados y caracterizados anteriormente, se seleccionaron aquellos con 

mejores resultados para diseñar diversos sistemas tipo sándwich para la detección de ZIKV. Los 

anticuerpos utilizados fueron tres anticuerpos monoclonales anti-ZIKV_E: 10-2714 

(Fitzgerald), MBS5304716 (My Biosource) y ZV-54 (MABF2046, Millipore), y el anticuerpo 
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monoclonal anti-flavivirus 4G2 (NBP2-52709, Novus Biologicals). En total, se diseñaron 8 

sistemas en sándwich, en los cuales se forman diferentes parejas de anticuerpos y se alterna su 

uso como captura o detección (Figura 2). Estos diseños se evaluaron mediante ELISA y se 

seleccionaron algunos para evaluarlos sobre membrana de nitrocelulosa.  

 

Figura 2. Diagramas de los diseños de sistema en sándwich evaluados mediante ELISA. A) Sistema 1, mAb de 

captura anti-ZIKV_E 10-2714 y mAb de detección anti-ZIKV_E MBS5304716. B) Sistema 2, mAb de captura anti-

ZIKV_E MBS5304716 y mAb de detección anti-ZIKV_E 10-2714. C) Sistema 3, mAb anti-ZIKV_E 10-2714 como 

elemento de captura y detección. D) Sistema 4, mAb de captura anti-flavivirus 4G2 y mAb de detección anti-

ZIKV_E 10-2714. E) Sistema 5, mAb de captura anti-ZIKV_E 10-2714 y mAb de detección anti-flavivirus 4G2. F) 

Sistema 6, mAb de captura anti-ZIKV_E MBS5304716 y mAb de detección anti-flavivirus 4G2. G) Sistema 7, mAb 

de captura anti-ZIKV_E MBS5304716 y mAb de detección anti-flavivirus 4G2 con HRP. H) Sistema 8, mAb de 

captura anti-ZIKV_E ZV-54 y mAb de detección anti-flavivirus 4G2 con HRP. 

 

7.4.1 Evaluación del desempeño de los diseños de sistemas en sándwich para la 

detección de ZIKV mediante ELISA empleando diferentes esquemas de 

interacción. 

Debido a que todos los anticuerpos utilizados en los sistemas 1 al 6 son monoclonales de ratón 

(Figura 2A-F), se siguieron diferentes metodologías para la interacción de las muestras con los 

anticuerpos de captura y detección, así como para evitar en lo posible la interacción del 

anticuerpo secundario (anti-IgG de ratón) con el anticuerpo de captura. La Figura 3 es un 

resumen gráfico de estas metodologías, las cuales se describen más adelante. En el caso se los 

sistemas 7 y 8 (Figura 2G-H), no se utilizó un anticuerpo secundario ya que el anticuerpo de 
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detección estaba conjugado con HRP, por lo que el procedimiento es como cualquier ELISA 

tipo sándwich.  

 

Figura 3. Metodologías para la evaluación de sistemas en sándwich. A) Premezcla de anticuerpos de detección. 

B) Premezcla de muestra con anticuerpos de detección. C) Interacción simultánea de la muestra y los anticuerpos 

de detección con los anticuerpos de captura. Imagen creada en biorender.com  

 

7.4.1.1 Premezcla de anticuerpos de detección 

El procedimiento seguido fue sensibilizar la microplaca con el anticuerpo de captura 

correspondiente a 0.5 µg/mL en PBS 1X (0.01 M, pH 7.4) incubando a 4 °C toda la noche. 

Después, se bloqueó con PBS-BSA al 3% y se incubó a 37 °C por 1 hora. Posteriormente, se 

agregaron las muestras, cultivo de ZIKV a 480 PFU/mL, pE de ZIKV (30-1935, Fitzgerald) a 2 

µg/mL o PBS-BSA al 1%; y se incubó a 37 °C por 1 hora. Durante esta incubación se mezcló 

el anticuerpo de detección a 2 µg/mL con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado 

con HRP (Ab97023, Abcam) a 0.2 µg/mL en PBS-BSA al 1% y se incubó a 37 °C por 1 hora 

en agitación a 300 rpm (Incu-Shaker mini, Benchmark Scientific). Después de incubar las 

muestras, se lavó la microplaca tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05%. Seguido, se agregó la 

mezcla de anticuerpo de detección con anticuerpo secundario (Figura 3A) y se incubó a 37 °C 

durante 1 hora. Posteriormente, se hicieron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%. 

Finalmente, se agregó el sustrato TMB para ELISA (34028, Thermo Scientific), después de 10 

minutos se detuvo la reacción con H2SO4 0.5 M y se midió la absorbancia a 450 nm en lector 

de placas (xMark, Bio Rad). 
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7.4.1.2 Premezcla de muestra con anticuerpos de detección 

Para esta metodología, primero se sensibilizó la microplaca con el anticuerpo de captura 

correspondiente a 0.5 µg/mL en PBS 1X (0.01 M, pH 7.4) incubando a 4 °C toda la noche. 

Después, se bloqueó con PBS-BSA al 3% y se incubó a 37 °C por 1.5 horas. Durante el bloqueo, 

se mezclaron las muestras con el anticuerpo de detección a 2 µg/mL en PBS-BSA al 1% y se 

incubaron a 37 °C por 1 hora en agitación a 300 rpm en incubadora (Incu-Shaker mini, 

Benchmark Scientific). Después, a cada mezcla se le agregó el anticuerpo secundario anti-IgG 

de ratón conjugado con HPR (Ab97023, Abcam) a 0.2 µg/mL en PBS-BSA al 1% y se incubaron 

30 minutos a 37 °C en agitación a 300 rpm. Posteriormente, se descartó la solución de bloqueo 

y se agregaron las mezclas de muestras con anticuerpos de detección (Figura 3B); la microplaca 

se incubó a 37 °C por 1 hora. Posteriormente, se lavó la microplaca tres veces con PBS-Tween 

20 al 0.05%, agitando por 2 minutos a 600 rpm en cada lavado. Seguido, se agregó el sustrato 

TMB para ELISA (34028, Thermo Scientific) y se incubó por 10 minutos. Se detuvo la reacción 

con H2SO4 0.5 M y se midió la absorbancia a 450 nm en lector de placas (xMark, Bio Rad). 

7.4.1.3 Interacción simultánea de la muestra y anticuerpos de detección con los 

anticuerpos de captura 

Como en los ensayos anteriores, primero se sensibilizó la microplaca con el anticuerpo de 

captura correspondiente a 0.5 µg/mL en PBS 1X (0.01 M, pH 7.4) incubando a 4 °C toda la 

noche. Después, se bloqueó con PBS-BSA al 3% y se incubó a 37 °C por 1.5 horas. Durante el 

bloqueo, en un microtubo se mezcló el anticuerpo de detección a 2 µg/mL en PBS-BSA al 1% 

y el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con HPR (Ab97023, Abcam) a 0.2 

µg/mL en PBS-BSA al 1%; y se incubó a 37 °C por 1 hora en agitación a 300 rpm en incubadora 

(Incu-Shaker mini, Benchmark Scientific). Posteriormente, se descartó la solución de bloqueo 

y en cada pozo se agregó de forma simultánea la muestra correspondiente y la mezcla de 

anticuerpos de detección (Figura 3C); la microplaca se incubó a 37 °C por 1 hora. 

Posteriormente, se lavó la microplaca tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, agitando por 2 

minutos a 600 rpm en cada lavado. Seguido, se agregó el sustrato TMB para ELISA (34028, 

Thermo Scientific) y se incubó por 10 minutos. Se detuvo la reacción con H2SO4 0.5 M y se 

midió la absorbancia a 450 nm en lector de placas (xMark, Bio Rad). 
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7.4.2 Evaluación de diseños de sistemas sándwich sin anticuerpos secundarios  

Esta metodología fue utilizada para evaluar los sistemas 7 y 8. Para ello, primero se sensibilizó 

la microplaca con los anticuerpos de captura anti-ZIKV_E MBS5304716 y ZV-54 a 1 µg/mL 

en PBS 1X (0.01 M, pH 7.4), así como los controles pZE a 5 µg/mL (control positivo) y PBS-

BSA al 3% (control negativo). Se agregaron 50 µL a cada pozo y se incubó a 37 °C durante 2 

horas. Después, se bloqueó con 200 µL de PBS-BSA al 3%, incubando a 37 °C por 1 hora. 

Posteriormente, se agregaron 50 µL de las muestras pZE a 5 µg/mL o PBS-BSA al 3% y se 

incubó a 37 °C por 1 hora. Después, se hicieron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%, 

agitando a 600 rpm por 2 minutos en cada lavado. A continuación, se agregó el anticuerpo anti-

flavivirus 4G2 conjugado con HRP (NBP2-52709H, Novus Biologicals) a 20 µg/mL en PBS-

BSA al 1% y se incubó a 4 °C toda la noche. Posteriormente, se hicieron tres lavados con PBS-

Tween 20 al 0.05% y se continuó con el revelado. Para ello se agregaron 50 µL de sustrato TMB 

para ELISA (34028, Thermo Scientific) y se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente. Se 

detuvo la reacción con H2SO4 a 0.5 M y se midió la absorbancia a 450 nm en lector de placas 

(xMark, Bio Rad). 

7.4.3 Evaluación del desempeño de los sistemas en sándwich para la detección de 

ZIKV sobre membrana de nitrocelulosa 

Algunos de los sistemas evaluados en ELISA, también fueron probados sobre membrana de 

nitrocelulosa en ensayos de tipo inmunocromatografía. Además, se buscó una alternativa al uso 

de anticuerpos secundarios conjugados con HRP, por lo cual se optó por conjugar los 

anticuerpos monoclonales anti-ZIKV_E con nanopartículas de oro (AuNPs) de 40 nm (Anexo 

1). En este formato se evaluaron dos sistemas en sándwich diferentes, utilizando los anticuerpos 

anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald) y MBS5304716 (My Biosource), así como el anticuerpo 

anti-flavivirus 4G2 (NBP2-52709, Novus Biologicals) (Figura 4).  



23 

 

 

Figura 4. Sistemas en sándwich evaluados en membrana de nitrocelulosa. A) mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de 

captura y mAb anti-ZIKV_E 10-2714 conjugado a AuNPs para detección. B) mAb anti-flavivirus 4G2 de captura 

y mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 conjugado a AuNPs para detección.   

 

Para el primer diseño (Figura 4A) se utilizaron tiras de membrana de nitrocelulosa de flujo 

rápido (FF80HP, GE Healthcare), en las cuales se inmovilizó 75 ng de anticuerpo anti-IgG de 

ratón (Ab97023, Abcam) como control y diferentes cantidades de anticuerpo anti-ZIKV_E 

MBS5304716 (75 o 150 ng) para la captura en la zona de prueba. Las tiras fueron bloqueadas 

con una solución de PBS-BSA al 1%. incubando 30 minutos a temperatura ambiente en 

agitación orbital a 300 rpm. Posteriormente, se lavaron una vez con PBS 1X (0.01 M, pH 7.4) 

y se secaron a 37 °C por 5 minutos. Como muestras se utilizaron 10 µL de cultivo de ZIKV con 

título viral de 4.8 x 104 PFU/mL o 2.4 x 103 PFU/mL, las cuales migraron por capilaridad y 

después migraron 10 µL de los anticuerpos anti-ZIKV_E 10-2714 conjugados con AuNPs. 

Para el segundo diseño (Figura 4B), las tiras de membrana de nitrocelulosa (FF80HP, GE 

Healthcare) se prepararon de forma similar. Para los puntos de control se inmovilizaron 75 ng 

de anticuerpo anti-IgG de ratón (Ab97023, Abcam) y para el punto de prueba se colocaron 450 

ng de anticuerpo de captura anti-flavivirus 4G2. Como muestra positiva se utilizó la proteína 

pZE y como muestra negativa se usó BSA. Las muestras se mezclaron con 10 µL del mAb anti-

ZIKV_E MBS5304716 conjugado con AuNPs y migraron a través de las membranas por 

capilaridad.  
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 7.5 Diseño y evaluación de sistemas sencillos para la detección de ZIKV sobre 

membrana de nitrocelulosa 

Además de los sistemas en sándwich, también se probaron sistemas sencillos, inmovilizando las 

muestras sobre la membrana de nitrocelulosa y empleando un anticuerpo primario anti-ZIKV_E 

para la detección. Se utilizaron dos maneras de generar una señal colorimétrica: usando un 

anticuerpo secundario conjugado con HRP o conjugando el anticuerpo primario con AuNPs.  

7.5.1 Sistema de detección con anticuerpos primarios conjugados a nanopartículas 

de oro 

Para estos ensayos se conjugaron con AuNPs los anticuerpos monoclonales anti-ZIKV_E 10-

2714 (Fitzgerald) y MBS5304716 (My Biosource) (Anexo 1). Se prepararon las tiras de 

membrana de nitrocelulosa (FF80HP, GE Healthcare), colocando puntos de 75 ng de anti-IgG 

de ratón (Ab97023, Abcam) como control. Después, se bloquearon con una solución de PBS-

BSA al 1% incubando a temperatura ambiente por 30 minutos en agitación orbital a 300 rpm y 

se secaron a 37 °C por 5 minutos. Posteriormente, en cada membrana se colocó 1 µL de muestra 

y se dejó secar a temperatura ambiente, posteriormente se dejó migrar los anticuerpos 

conjugados con AuNPs por capilaridad. Las muestras utilizadas fueron suero negativo a ZIKV 

y sueros positivos a ZIKV.  

7.5.2 Sistemas de detección utilizando anticuerpos secundarios conjugados con 

HRP 

En este ensayo se prepararon tiras de membrana de nitrocelulosa (FF80HP, GE Healthcare) de 

3 mm de ancho, en las cuales se colocó el control positivo de 75 ng de pZE o pE de ZIKV (30-

1935, Fitzgerald). Después se bloquearon con una solución de PBS-BSA al 1% y se dejaron 

secar a 37 °C por 5 minutos. Posteriormente, sobre las membranas se colocaron gotas de 1 µL 

de las muestras de suero positivo a ZIKV y suero negativo. Se dejó secar y a continuación se 

incubaron las tiras con el anticuerpo anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald) o MBS5304716 (My 

Biosource) a 1 µg/mL durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, se hicieron tres lavados 

con PBS-Tween 20 al 0.05% y se incubó con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 

conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) a 0.1 µg/mL durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05% y se reveló con el sustrato 
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TMB para membrana (T0565, Sigma), incubando 2 minutos. Finalmente, se lavaron con agua 

destilada. 

7.5.2.1 Inmovilización por flujo de la muestra a través de la membrana 

Este ensayo es similar al anterior, pero se modificó la preparación de la membrana, para hacer 

una prueba de concepto del prototipo propuesto para incorporar al cartucho de microfluídica. 

En este caso se empleó membrana de nitrocelulosa de flujo medio (FF120HP, GE Healthcare). 

En tiras de 3 mm de ancho se colocaron puntos de 75 ng de pZE o pE de ZIKV (30-1935, 

Fitzgerald) como control positivo. Después se bloquearon con PBS-BSA al 1%, dejando un área 

de la membrana sin bloquear (zona de detección), y se dejaron secar a temperatura ambiente por 

10 minutos. Posteriormente, se colocaron las muestras en la base de cada tira y se dejaron migrar 

por capilaridad. Las muestras fueron 10 µL de cada proteína (pZE o pE de ZIKV) a 10 µg/mL. 

Una vez que migraron las muestras, se hizo un lavado con PBS-BSA al 1% agitando a 300 rpm 

por 10 minutos. Después, se incubó con el anticuerpo anti-ZIKV_E correspondiente, 10-2714 o 

MBS5304716, a 1 µg/mL en PBS-BSA al 1%, durante 30 minutos a temperatura ambiente en 

agitación suave (200 rpm). A continuación, se hicieron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0.05% 

y se agregó el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) 

a 0.1 µg/mL en PBS-BSA 1%. Se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos en 

agitación suave. Después, se lavó tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05%. Finalmente, se reveló 

con el sustrato TMB para membrana (T0565, Sigma) incubando por 2 minutos y se lavó con 

agua destilada para detener la reacción. 

 

7.6 Diseño del prototipo de inmunoensayo 

Para el diseño del prototipo de inmunoensayo se eligió el sistema sencillo con el anticuerpo anti-

ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource) junto con el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 

conjugado con HRP (Ab97023, Abcam). Como plataforma se utilizó la membrana de 

nitrocelulosa de flujo medio (FF120HP, GE Healthcare) y se optó por dejar un espacio sin 

bloquear para crear la línea de detección, donde se inmoviliza la muestra al migrar a través de 

la membrana. Para obtener tiras de membrana homogéneas, se utilizó el equipo ZX1010 

Dispense Platform (Bio Dot, California, EUA) para imprimir la línea de control y para el 

bloqueo selectivo de la membrana.  
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7.6.1 Condiciones de impresión de membrana de nitrocelulosa 

Como se mencionó anteriormente, se utilizó la membrana de nitrocelulosa de flujo medio 

(FF120HP, GE Healthcare) y el equipo ZX1010 Dispense Platform (Bio Dot, California, EUA) 

para la impresión de la línea control y el bloqueo. Para la línea control se empleó la proteína 

parcial de ZIKV (pZE) a 150 µg/mL en PBS 1X. Se hizo una doble impresión de la línea de 

pZE a un flujo de 1 µL/cm a 1.5 cm de la base de la membrana de nitrocelulosa, dejando secar 

a temperatura ambiente después de cada impresión. Para el bloqueo se utilizó una solución de 

PBS-BSA al 1%, imprimiendo líneas a un flujo de 2 µL/cm y dejando una línea de ~1 mm de 

ancho sin bloquear a 0.7 cm de la base de la membrana. La membrana se dejó secar por completo 

a temperatura ambiente por 20 horas y se guardó en una bolsa resellable a temperatura ambiente 

en un lugar seco.  

 

7.7 Estandarización del ensayo con el prototipo de inmunoensayo 

Para estandarizar el ensayo con el prototipo, se modificó el procedimiento seguido para la 

prueba de concepto del prototipo, tomando en cuenta minimizar el tiempo total del ensayo y los 

requerimientos del cartucho de microfluídica. Para ello se probaron diferentes concentraciones 

de los anticuerpos de detección, tiempos de incubación con los anticuerpos y con el sustrato 

para revelar. Además de hacer una sola incubación con los anticuerpos de detección.  

Primero se hizo una mezcla inicial de los anticuerpos de detección, mezclando en un microtubo 

1 µL de anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource) a 1 mg/mL, 1 µL de anti-IgG de ratón 

conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) a 0.1 mg/mL y 8 µL de PBS 1X (0.01 M, pH 7.4). Esta 

mezcla se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se recortaron tiras de 

membrana impresa de 3 mm x 25 mm. En la base de cada tira se colocó 10 µL de la muestra 

correspondiente, suero negativo a ZIKV o suero negativo enriquecido con 750 ng de pZE, y se 

dejó migrar por capilaridad. Después, se hizo un lavado con 250 µL de PBS-BSA al 1%, 

agitando por 5 minutos. Seguido, se agregaron 250 µL de la mezcla de anticuerpos anterior, 

diluidos 1:100 en PBS 1X y se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente en agitación suave 

(200 rpm). Después, se hicieron tres lavados con 500 µL de PBS 1X y se agregaron 250 µL de 

sustrato TMB para membrana (T0565, Sigma) y se incubó por 3 minutos aproximadamente. 

Finalmente, se lavó con agua destilada.  
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7.7.1 Determinación de la concentración de anticuerpos  

Siguiendo el procedimiento anterior (Sección 7.7), se probaron tres diluciones de la mezcla 

inicial de anticuerpos. En la base de cada tira se colocó 10 µL de la muestra correspondiente, 

PBS 1X o pZE a 25 µg/mL en PBS 1X, y se dejó migrar por capilaridad. Después, se lavó con 

250 µL de PBS-BSA al 1%, agitando por 5 minutos. Seguido, se agregaron 250 µL de la mezcla 

inicial de anticuerpos, diluidos en PBS 1X a 1:100, 1:500 o 1:1000 y se incubó por 30 minutos 

a temperatura ambiente en agitación suave (200 rpm). Después, se hicieron tres lavados con 500 

µL de PBS 1X y se agregaron 250 µL de sustrato TMB para membrana (T0565, Sigma). 

Después de 2 minutos se lavó con agua destilada para detener la reacción.  

7.7.2 Determinación de tiempos de incubación con anticuerpos 

En este ensayo se buscó reducir el tiempo de incubación con los anticuerpos de detección. Para 

ello se recortaron cuatro tiras de membrana de nitrocelulosa impresa. En la base de cada tira se 

colocó 10 µL de pZE a 25 µg/mL, y se dejó migrar por capilaridad. Después, se lavaron con 

250 µL de PBS-BSA al 1%, agitando por 5 minutos. Seguido, se agregaron 250 µL de la mezcla 

inicial de anticuerpos, anti-ZIKV_E MBS5304716 a 100 µg/mL y anti-IgG de ratón con HRP a 

10 µg/mL en PBS 1X, diluidos 1:500 en PBS 1X y cada tira se incubó durante 5, 10, 15 o 30 

minutos, a temperatura ambiente en agitación suave (200 rpm). Después, se lavaron tres veces 

con 500 µL de PBS 1X para continuar con el revelado. Se agregaron 250 µL de sustrato TMB 

para membrana (T0565, Sigma) y se incubó por 2 minutos. Finalmente, se lavó con agua 

destilada.  

7.7.3 Determinación del tiempo de revelado 

Se determinó el tiempo de incubación con el sustrato TMB para obtener una mejor señal 

colorimétrica con el menor ruido de fondo posible. Por lo que se realizó un ensayo similar a los 

anteriores. En tres tiras de membrana de nitrocelulosa impresa se colocaron 10 µL de pZE a 25 

µg/mL, y se dejó migrar por capilaridad. Se lavaron con 250 µL de PBS-BSA al 1%, agitando 

por 5 minutos. Seguido, se agregaron 250 µL de la mezcla inicial de anticuerpos, anti-ZIKV_E 

MBS5304716 a 100 µg/mL y anti-IgG de ratón con HRP a 10 µg/mL en PBS 1X, diluidos 1:500 

en PBS 1X y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente en agitación suave (200 rpm). 

Después, se lavaron tres veces con 500 µL de PBS 1X. A cada tira se le agregó 250 µL de 
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sustrato TMB para membrana (T0565, Sigma) y se incubó por 1, 2 o 5 minutos a temperatura 

ambiente. Se lavó con agua destilada para detener la reacción.  

 

7.8 Caracterización del prototipo de inmunoensayo 

Una vez estandarizado el ensayo con el prototipo, se continuó con la caracterización de éste. 

Primero se verificó que el ensayo fuera reproducible. Posteriormente, se evaluó el efecto de la 

matriz de la muestra biológica, que fue una muestra de suero. Asimismo, se determinó el límite 

de detección de proteína ZE en suero y se hizo una evaluación del desempeño del prototipo con 

muestras de suero positivas a ZIKV, DENV y CHIKV.  Todas las muestras de suero utilizadas 

en estos ensayos fueron previamente caracterizadas mediante RT-qPCR por el Laboratorio 

Central de Epidemiología del Centro Médico Nacional La Raza del IMSS. 

7.8.1 Repetibilidad  

Para determinar la repetibilidad del ensayo con el prototipo, éste se puso a prueba realizando el 

ensayo con las condiciones estandarizadas un día a la semana durante cuatro semanas. Para los 

ensayos, primero se hizo una mezcla inicial de los anticuerpos de detección, mezclando en un 

microtubo 1 µL de anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource) a 1 mg/mL, 1 µL de anti-IgG 

de ratón conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) a 0.1 mg/mL y 8 µL de PBS 1X (0.01 M, pH 

7.4). Esta mezcla se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se 

recortaron tiras de 3 mm x 25 mm de la membrana impresa con la línea control y bloqueada. En 

la base de cada tira se colocó 10 µL de la muestra correspondiente, PBS 1X o pZE a 25 µg/mL, 

y se dejó migrar por capilaridad. Después, se hizo un lavado con 250 µL de PBS-BSA al 1%, 

agitando por 5 minutos. Seguido, se agregaron 250 µL de la mezcla de anticuerpos anterior, 

diluidos 1:500 en PBS 1X y se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente en agitación suave 

(200 rpm). Después, se hicieron tres lavados con PBS 1X y se agregaron 250 µL de sustrato 

TMB para membrana (T0565, Sigma) y se incubó por 2 minutos. Finalmente, se lavó con agua 

destilada para detener la reacción.  

7.8.2 Evaluación del efecto de la matriz (suero) 

Este prototipo está pensado para la detección de ZIKV en muestras de suero de pacientes. Por 

lo que se evaluó el efecto de interferencia que pueden generar los componentes de este tipo de 
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muestra. Para ello se siguió el procedimiento estandarizado descrito anteriormente (sección 

7.8.1). Como muestras se empleó suero negativo a ZIKV sin diluir o diluido en PBS 1X a razón 

de 1:1, 1:4, 1:10, 1:20, 1:50 y 1:100; todas las muestras de suero fueron enriquecidas con 250 

ng de pZE. Como controles se utilizó PBS 1X (control negativo) y pZE a 25 µg/mL en PBS 1X 

(control positivo).  

7.8.3 Determinación del límite de detección de proteína en suero 

Para determinar el límite de detección de la proteína E de ZIKV en muestras de suero, se 

prepararon diluciones de suero 1:50 en PBS 1X, las cuales fueron enriquecidas con diferentes 

concentraciones de pZE: 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 µg/mL. Se siguió el procedimiento 

estandarizado, descrito anteriormente (sección 7.8.1), utilizando estas diluciones como muestras 

para migrar a través de la membrana de nitrocelulosa.  

7.8.4 Evaluación del desempeño del ensayo con muestras de sueros  

Se evaluó la funcionalidad del prototipo para la detección de ZIKV en muestras de suero 

positivas a ZIKV, así como la especificidad probando el prototipo con muestras de suero 

positivas a DENV y CHIKV. Se siguió el procedimiento estandarizado, utilizando como 

muestras los sueros positivos a ZIKV, DENV y CHIKV diluidos 1:50 en PBS 1X. Como control 

negativo se utilizó suero negativo diluido 1:50 en PBS 1X y como control positivo se usó suero 

negativo diluido 1:50 enriquecido con 250 ng de pZE.  

7.8.5 Evaluación corta de la estabilidad de la proteína impresa en membrana de 

nitrocelulosa 

Se hizo una evaluación preliminar de la estabilidad de la proteína ZE impresa como línea control 

en la membrana de nitrocelulosa, comparando su conservación a dos temperaturas diferentes. 

Se preparó membrana de nitrocelulosa de flujo medio (FF120HP, GE Healthcare) de acuerdo 

con lo descrito anteriormente (sección 7.6.1). Se recortaron dos secciones de 3 cm de la 

membrana impresa y se guardaron en bolsas resellables con silica gel para proteger de la 

humedad. Una de las membranas se guardó a temperatura ambiente y otra a 4 °C, durante dos 

semanas. Transcurrido el tiempo, se evaluó la detección de pZE en la línea control, siguiendo el 

procedimiento estandarizado. Estas se compararon entre sí y contra una membrana recién 

impresa.  
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7.9 Integración del prototipo al cartucho de microfluídica  

El prototipo de membrana de nitrocelulosa se incorporó a cartuchos de microfluídica (Flex.flow 

slide, Bi.Flow Systems GmbH). Por las características de los cartuchos de microfluídica, se 

hicieron algunas adaptaciones para poder integrar la membrana de nitrocelulosa y poder realizar 

el ensayo de forma adecuada. Para poder realizar los ensayos en los cartuchos de microfluídica, 

éstos se conectaron al hardware Bi.Flow (Bi.Flow Systems GmbH), el cual estaba conectado a 

un equipo de cómputo para poder ser controlado mediante el software Bi.Flow Pumpcontrol 

(Bi.Flow Systems GmbH). Para hacer uso del hardware y software de Bi.Flow se siguieron las 

indicaciones de los manuales proporcionados con el equipo. 

7.9.1 Adaptaciones al cartucho de microfluídica para la integración de la 

membrana de microfluídica  

Los cartuchos cuentan con dos orificios en la superficie, los cuales se conectan mediante un 

adhesivo y una lámina de polímero para formar un canal donde se llevan a cabo las reacciones 

del ensayo (Figura 5A-B). Las dimensiones del canal son de 24 mm de largo, 2 mm de ancho y 

~0.15 mm de alto. Para poder colocar la membrana de nitrocelulosa en dicho canal, ésta se 

recortó de tamaño 1.5 mm de ancho y 18 mm de largo, pero la altura de la membrana es de 0.2 

mm. Dada la diferencia en las alturas del canal y la membrana, se colocó otra lámina de polímero 

de ~0.5 mm de grosor, que fue perforada con la forma del canal (Figura 5C).  

Para ensamblar todos los elementos en el cartucho de microfluídica, primero se colocó un 

adhesivo para crear el canal, sobre éste se colocó la lámina perforada y después se colocó otro 

adhesivo, alineando estos tres elementos para formar el canal. En seguida, se colocó la 

membrana de nitrocelulosa al interior del canal y finalmente se selló con la laminilla de polímero 

(Figura 6). 

Para asegurar que no hubiera fugas por las adaptaciones, se llenaron todos los reservorios del 

cartucho con agua con colorante y se hizo una corrida del software, vaciando todos los 

reservorios a una velocidad de 0.2 µL/s.  
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Figura 5. Características generales del cartucho de microfluídica y las adaptaciones. A) Reservorios del cartucho 

de microfluídica y el canal de reacción. B) Dimensiones del adhesivo para formar el canal de reacción. C) 

Dimensiones de la laminilla de acetato para ajustar el canal de reacción.  

 

 

Figura 6. Diagrama de integración de los componentes adaptados al cartucho de microfluídica. 

 

7.9.2 Integración de soluciones y reactivos al cartucho de microfluídica 

Los cartuchos de microfluídica cuentan con seis reservorios, cuatro con un volumen de 25 µL y 

dos con volumen de 45 µL. En estos reservorios se colocaron todos los reactivos y soluciones 

necesarios para el ensayo, así como la muestra. Para la muestra se recomienda suero diluido en 

PBS 1X; la mezcla de anticuerpos de detección fue anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource) 



32 

 

y anti-IgG de ratón conjugado con HRP (Ab97023, Abcam) en PBS 1X; para revelar se debe 

emplear el sustrato TMB para membrana (T0565, Sigma). Para los diferentes lavados se utilizó 

PBS 1X, PBS-BSA al 1% y agua destilada. Se probaron diferentes acomodos de estas soluciones 

en los reservorios del cartucho de microfluídica y se evaluó el flujo de cada solución a una 

velocidad estándar de 0.2 µL/s, hasta tener el acomodo adecuado para el ensayo.  

7.9.3 Programación del software para correr el ensayo  

Tomando en cuenta el acomodo de las soluciones y reactivos en los reservorios del cartucho de 

microfluídica, así como la estandarización del ensayo, se configuró el orden en el cual se deben 

activar las bombas del cartucho de microfluídica. Además de los tiempos y velocidades de flujo 

de cada bomba. Para ello se utilizó el software Bi.Flow Pumpcontrol (versión 2.4, Bi.Flow 

Systems GmbH). Cada bomba corresponde a un reservorio y el orden de activación de las 

bombas corresponde a los pasos del ensayo. En la interfaz de usuario del software se agregaron 

los intervalos necesarios para cada paso del ensayo, y se estableció la duración de cada uno en 

segundos. De acuerdo con el volumen del reservorio y el tiempo correspondiente, se ajustó la 

velocidad del flujo de cada bomba.  

7.10 Análisis estadísticos 

Los resultados de los ensayos de reconocimiento de pE de ZIKV recombinante, ZIKV en cultivo 

y muestras de suero, así como de los ELISA sándwich sin anticuerpo secundario se analizaron 

mediante la prueba t-student de dos colas con α=0.05. Los resultados de los ensayos de 

reactividad cruzada, evaluación de proteínas y los diferentes ELISA tipo sándwich se analizaron 

mediante ANOVA de un factor con prueba posterior de Tukey con α=0.05. Para todos los 

análisis estadísticos se utilizó el software GraphPad Prism (versión 9.1.2 para Windows, 

GraphPad Software, San Diego California USA).  
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8. Resultados y discusiones  

8.1 Validación de anticuerpos comerciales 

8.1.1 Reconocimiento de pE de ZIKV, ZIKV en cultivo celular y en muestras de 

suero 

Se evaluaron tres anticuerpos comerciales contra la proteína E de ZIKV por su capacidad de 

reconocer a la proteína E recombinante, así como a la proteína E en la estructura viral de ZIKV 

en muestras de suero positivas a ZIKV y en el sobrenadante de cultivos celulares infectados. 

Para considerar un resultado positivo, además del análisis estadístico, la absorbancia de la 

muestra debió ser al menos el doble que la absorbancia del control negativo.  

De los tres anticuerpos evaluados, los dos anticuerpos monoclonales anti-ZIKV_E, 10-2714 y 

MBS5304716, mostraron reconocimiento de pE de ZIKV recombinante, así como de ZIKV del 

sobrenadante del cultivo celular y en muestras de suero positivo a ZIKV (Figura 7A-B). Por 

otro lado, el anticuerpo policlonal anti-ZIKV_E MBS5400291, sí hubo diferencia entre pE de 

ZIKV recombinante y el control negativo de BSA (p<0.01), así como en la muestra de suero 

positivo a ZIKV y suero negativo (p<0.05), pero no se encontró diferencia entre la absorbancia 

de ZIKV de cultivo celular y su control negativo (Figura 7C). A pesar de las diferencias 

estadísticas en las muestras de proteína recombinante y sueros con el pAb anti-ZIKV_E, las 

diferencias en los valores de absorbancia no son suficientes para considerarlos un resultado 

positivo, además que se busca que la señal colorimétrica sea apreciable y diferenciable a simple 

vista.  

La principal diferencia entre los anticuerpos monoclonales y el anticuerpo policlonal es el 

inmunógeno utilizado para la producción de los anticuerpos. Mientras que los anticuerpos 

monoclonales fueron producidos con la proteína E de ZIKV completa, el anticuerpo policlonal 

fue producido con un péptido de la proteína E de ZIKV. De acuerdo con la ficha técnica del 

anticuerpo MBS5400291, el péptido utilizado como inmunógeno pertenece a la región que une 

a los dominios DI y DIII de la proteína E. La estructura del dominio DI es de barril-β y se 

encuentra en la región central de la proteína E (Dai et al., 2016), por lo que posiblemente el 

epítopo reconocido por el pAb anti-ZIKV_E MBS5400291 no está disponible en la 

conformación de la proteína nativa. Esto explicaría por qué no reconoció a la proteína E 
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recombinante ni a la proteína E en la estructura viral en los ensayos, posiblemente se requeriría 

la desnaturalización de la proteína para observar reconocimiento.  

 

 

Figura 7. Reconocimiento de pE de ZIKV por anticuerpos comerciales anti-ZIKV_E en diferentes muestras. A) 

mAb anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald). B) mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource). C) pAb anti-ZIKV_E 

MBS5400291 (My Biosource). 

 

Los resultados obtenidos con los anticuerpos monoclonales anti-ZIKV_E concuerdan con lo 

reportado por Kabir et al (2020). Ellos evaluaron mediante Western Blot un panel de 21 

anticuerpos comerciales contra la proteína E de ZIKV y DENV, entre ellos los anticuerpos anti-

ZIKV_E 10-2714 y MBS5304716, retándolos contra diferentes cepas de ZIKV. Ambos 

anticuerpos reconocieron a la proteína E de las diferentes cepas, pero el mAb anti-ZIKV_E 

MBS5304716 mostró mayor especificidad (Kabir et al., 2020). En otro estudio se reporta el uso 

del anticuerpo anti-ZIKV_E MBS5304716 en Western Blot para confirmar la infección de 

cultivos celulares (Hou et al., 2017). Por dichos resultados se puede decir que ambos anticuerpos 

reconocen un epítopo lineal, el cual está disponible tanto en la estructura desnaturalizada como 

en la estructura nativa de la proteína E. Y aunque no se especifica a la región a la cual están 

dirigidos estos anticuerpos, se puede suponer que detectan un epítopo del dominio DIII de la 

proteína E, ya que la mayoría de los anticuerpos reportados y disponibles comercialmente están 

dirigidos al dominio DIII. Además, se han identificado diversos epítopos lineales y 

conformacionales en este dominio (Heinz y Stiasny, 2017; X. Zhang et al., 2017).  
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8.1.2 Evaluación de reactividad cruzada con DENV y CHIKV 

Los tres anticuerpos anti-ZIKV_E fueron retados contra las proteínas de envoltura de DENV y 

CHIKV para descartar reactividad cruzada. Para ello se buscó que hubiera una diferencia 

significativa entre pE de ZIKV y las otras proteínas. Se observó que ninguno de los anticuerpos 

anti-ZIKV_E tiene reactividad cruzada con las proteínas de envoltura de los otros virus (Figura 

8). De los tres anticuerpos, los mAbs anti-ZIKV_E 10-2714 y MBS5304716 declaran en sus 

fichas técnicas que no tienen reactividad cruzada con DENV y CHIKV, lo cual fue confirmado 

con este ensayo. Con ambos anticuerpos fue evidente la diferencia entre el reconocimiento de 

pE de ZIKV y pE de DENV y CHIKV (p<0.0001) (Figura 8A-B). Acorde a este resultado, se 

ha reportado que tanto el anticuerpo MBS5304716 como el 10-2714 no presentan reactividad 

cruzada con DENV, al no reconocer la proteína E de DENV de diferentes cepas y serotipos. 

Aunque en este mismo estudio se mostró que el anticuerpo 10-2714 presenta un reconocimiento 

inespecífico de otra proteína de mayor peso molecular tanto en los cultivos de ZIKV como de 

DENV (Kabir et al., 2020). Respecto al pAb anti-ZIKV_E MBS5400291, se observó una 

diferencia entre las proteínas E de ZIKV y de DENV, así como con el control negativo de BSA 

(p<0.01), sin embargo, no hubo diferencia con pE de CHIKV (p<0.05) (Figura 8C). A pesar de 

esto, se puede decir que no hubo reacción cruzada con DENV ni CHIKV, ya que no hubo 

diferencia entre el control negativo y las proteínas de DENV y CHIKV (p<0.05).   

En general se resalta que los anticuerpos no presentaron reactividad cruzada con los otros virus, 

en especial con DENV ya que este es el más emparentado con ZIKV. Esto puede atribuirse a 

que los dominios DI y DIII de las proteínas E de ZIKV y DENV tienen menor porcentaje de 

identidad aminoacídica en común, 35% y 29% respectivamente (Stettler et al., 2016), y los 

anticuerpos evaluados tienen como blanco estos dominios. La especificidad de los anticuerpos 

toma importancia porque se ha encontrado que en pruebas rápidas para la detección de antígenos 

de DENV suele presentarse problemas de falsos positivos en muestras de pacientes infectados 

con ZIKV u otros flavivirus (Pang et al., 2017).   
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Figura 8. Evaluación de la especificidad de los anticuerpos comerciales anti-ZIKV_E. A) mAb anti-ZIKV_E 10-

2714 (Fitzgerald). B) mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource). C) pAb anti-ZIKV_E MBS5400291 (My 

Biosource). 

 

8.2 Evaluación de proteínas E de ZIKV recombinantes 

Inicialmente sólo se contaba con la proteína E de ZIKV comercial, la cual es la secuencia 

completa de aminoácidos de pE de ZIKV. Posteriormente, en el laboratorio se produjo una 

proteína parcial de la envoltura de ZIKV (pZE), la cual contiene parte de los dominios DII y 

DIII. Ambas proteínas fueron retadas contra tres anticuerpos anti-ZIKV_E y un mAb anti-

flavivirus, para conocer la estructura de cada una de las proteínas y la disponibilidad de epítopos.  

Dos de los anticuerpos anti-ZIKV_E, 10-2714 y MBS5304716, no están ampliamente 

reportados en la literatura, mientras que los otros dos anticuerpos, anti-ZIKV_E ZV-54 y anti-

flavivirus 4G2, fueron caracterizados y se ha reportado su uso en diversos ensayos. Los 

anticuerpos anti-ZIKV_E 10-2714 y MBS5304716 reconocen epítopos lineales, aunque se 

desconoce cuál región de la proteína reconocen. Sin embargo, con los resultados de este ensayo 

se determinó que reconocen epítopos diferentes, ya que el mAb 10-2714 sí reconoció a la pE de 

ZIKV comercial pero no a pZE (Figura 9A), mientras que el mAb MBS5304716 sí reconoció 

ambas proteínas (Figura 9B). Esto puede deberse a que la proteína parcial ZE no contiene en su 

secuencia el epítopo reconocido por el anticuerpo 10-2714. Además, el mAb MBS5304716 

presentó mayor afinidad por la proteína ZE que por la proteína E de ZIKV comercial (Figura 

9B). Era esperado que el mAb 10-2714 reconociera a la pE de ZIKV comercial, ya que ambos 

son producidos por la misma casa comercial.  
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Figura 9. Reconocimiento de epítopos en las proteínas E de ZIKV recombinantes. A) Reconocimiento de epítopo 

lineal con mAb anti-ZIKV_E 10-2714. B) Reconocimiento de epítopo lineal con mAb anti-ZIKV_E MBS5304716. 

C) Reconocimiento de epítopo conformacional con mAb anti-ZIKV_E ZV-54. D) Reconocimiento de epítopo 

conformacional con mAb anti-flavivirus 4G2. 

 

Por otro lado, el anticuerpo anti-ZIKV_E ZV-54 reconoce un epítopo conformacional en el 

dominio DIII de la proteína E conservado en diferentes cepas de ZIKV, al cual se une con alta 

afinidad y no presenta reactividad con DENV (Zhao et al., 2016). Este anticuerpo mostró 

reconocimiento de pZE, pero no de pE de ZIKV comercial (Figura 9C). Respecto al mAb anti-

flavivirus 4G2, éste reconoce la estructura del loop de fusión de la proteína E, la cual es una 

secuencia conservada en diversos de flavivirus por su función en el proceso de infección a la 

célula (Dussupt et al., 2021; Henchal et al., 1982). Dicho anticuerpo reconoció ambas proteínas, 

con mayor afinidad a la proteína ZE (Figura 9D). Ambas proteínas son producidas de forma 
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recombinante en E. coli, por lo que existe la posibilidad de que se afecte la estructura y el 

plegamiento de la proteína, especialmente si no hubo una optimización de codones (Tian et al., 

2017; Q. Wang et al., 2012). El reconocimiento por el mAb anti-flavivirus 4G2, nos dice que la 

estructura del loop de fusión se plegó correctamente tanto en la secuencia completa de la 

proteína como en una secuencia parcial. Sin embargo, la falta de reconocimiento de pE de ZIKV 

comercial por el mAb anti-ZIKV_E ZV-54, nos dice que la proteína no está plegada 

correctamente en su totalidad, lo cual cambia la conformación de la proteína y afecta la 

disposición espacial de los epítopos. Mientras que pZE, a pesar de ser una proteína parcial, ésta 

se plegó correctamente manteniendo una conformación similar a la nativa. Además, para la 

expresión de la proteína ZE se hizo la optimización de codones, pero se desconoce si se realizó 

este proceso para la proteína comercial.  

8.3 Selección de anticuerpos y su evaluación en ELISA y Dot Blot 

Por los resultados anteriores, se seleccionaron los anticuerpos monoclonales anti-ZIKV_E 10-

2714 y MBS5304716 para continuar con su evaluación. Mediante ELISA y Dot Blot se 

determinaron los rangos de detección de proteína E recombinante, así como las concentraciones 

de trabajo. Además de establecer cuál proteína puede ser utilizada como control positivo en los 

siguientes ensayos. Se evaluó la detección de proteína E de ZIKV comercial en un rango de 250 

ng a 3.9 ng, utilizando diferentes concentraciones de los anticuerpos anti-ZIKV_E 10-2714 

(Fitzgerald) y MBS5304716 (My Biosource). En el caso del mAb anti-ZIKV_E MBS5304716, 

también se evaluó el rango de detección de pZE recombinante producida en casa.  

8.3.1 Determinación de concentraciones de trabajo y rangos de detección en ELISA 

En el ELISA del anticuerpo anti-ZIKV_E 10-2714 se observó una tendencia lineal en las 

absorbancias desde 0 hasta 31.2 ng de pE de ZIKV y alrededor de los 62.5 ng se estabiliza la 

absorbancia, alcanzándose un punto de saturación (Figura 10A). Este comportamiento se 

observó con las tres concentraciones de anticuerpo, 0.25 µg/mL, 0.5 µg/mL y 1.0 µg/mL, sin 

diferencias entre ellas. Por otro lado, con el anticuerpo anti-ZIKV_E MBS5304716 se mantuvo 

la tendencia lineal hasta los 250 ng de pE de ZIKV comercial, sin alcanzar la saturación (Figura 

10B). Con este anticuerpo sí se observó diferencia entre las concentraciones utilizadas. Sin 

embargo, este mismo anticuerpo mostró un comportamiento diferente con la proteína ZE. En 

este caso, con las tres concentraciones de anticuerpo, se observó una tendencia lineal en las 
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absorbancias desde 0 hasta 31.2 ng de pZE, estabilizándose la señal a partir de los 62.5 ng 

(Figura 10C).  

 

Figura 10. Rangos de detección de las proteínas E recombinantes con mAbs anti-ZIKV_E a diferentes 

concentraciones. A) pE ZIKV comercial vs mAb anti-ZIKV_E 10-2714. B) pE ZIKV comercial vs mAb anti-ZIKV_E 

MBS5304716. C) pZE producida en casa vs mAb anti-ZIKV_E MBS5304716. D) Comparación de la detección de 

proteínas E con el mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 a 1 µg/mL. 

 

Al comparar el reconocimiento de pE de ZIKV comercial con ambos anticuerpos, se observó 

que el anti-ZIKV_E 10-2714 tiene mayor afinidad a la proteína que el anticuerpo MBS5304716, 

ya que utilizando la misma concentración de ambos anticuerpos, la interacción entre pE de 

ZIKV y anti-ZIKV_E 10-2714 da una mayor absorbancia que la interacción con anti-ZIKV_E 

MBS5304716 (Figura 10A-B). En contraste, al comparar el reconocimiento de pE de ZIKV 

comercial y pZE con el anticuerpo MBS5304716, se observó que este anticuerpo tiene mayor 

afinidad por la proteína ZE que por la proteína E comercial (Figura 10D). Además, la interacción 

entre el anti-ZIKV_E MBS5304716 con pZE es similar a la observada entre el anticuerpo 10-
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2714 y pE de ZIKV comercial. Por lo que se emparejó cada anticuerpo a una proteína para 

utilizar como control positivo. Además, con ambos anticuerpos se estableció utilizar 

concentraciones de 0.5 y 1 µg/mL en los ensayos posteriores. 

8.3.2 Determinación de concentraciones de trabajo y rangos de detección en Dot 

Blot 

De forma similar al ELISA, las interacciones entre proteínas y anticuerpos fueron evaluadas 

sobre membrana de nitrocelulosa. Para el anticuerpo anti-ZIKV_E 10-2714 se observó señal 

colorimétrica desde 3.9 ng de pE de ZIKV, pero fue más clara a partir de 7.8 ng, esto con las 

dos concentraciones de anticuerpo (Figura 11A-B). Con el anticuerpo anti-ZIKV_E 

MBS5304716, a 1.0 µg/mL, la señal colorimétrica es más clara a partir de 15.6 ng de pE de 

ZIKV (Figura 11C), mientras que a una concentración de 0.5 µg/mL de anticuerpo la señal es 

más clara a partir de 31.2 ng (Figura 11D). Al realizar el Dot Blot con la proteína ZE no se 

observó reconocimiento de la proteína por el anticuerpo MBS5304716 (Figura 11E-F), pues la 

inmovilización mediante vacío no es adecuada para esta proteína. Por lo tanto, se inmovilizó la 

proteína ZE de forma manual sobre la membrana de nitrocelulosa y se comparó con la proteína 

E de ZIKV comercial. En este ensayo se observó claramente que el anticuerpo MBS5304716 

tiene mayor afinidad por la proteína ZE que por la proteína comercial (Figura 11G).  

 

 

Figura 11. Detección de proteínas E sobre membrana de nitrocelulosa. A-B) Detección de pE de ZIKV (30-1935, 

Fitzgerald) con mAb anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald) a 1 µg/mL (A) y 0.5 µg/mL (B). C-D) Detección de pE de 

ZIKV (30-1935, Fitzgerald) con mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource) a 1 µg/mL (C) y 0.5 µg/mL (D). 

E-F) Detección de proteína ZE con mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource) a 1 µg/mL (C) y 0.5 µg/mL. 

G) Comparación de detección de 100 ng pE de ZIKV (30-1935, Fitzgerald) y pZE con mAb anti-ZIKV_E 

MBS5304716 a 1 µg/mL.  
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8.4 Evaluación de sistemas en sándwich para la detección de ZIKV 

Se evaluó el desempeño de los sistemas en sándwich propuestos (Figura 2) mediante ELISA, 

siguiendo tres metodologías para la interacción de los anticuerpos con las muestras (Figura 3) 

para determinar el efecto del orden de interacción de los componentes del sándwich. Asimismo, 

estos ensayos se planearon como una modificación de un ELISA competitivo, ya que el 

anticuerpo secundario conjugado con HRP podría unirse tanto al anticuerpo de captura como al 

anticuerpo primario de detección por ser anticuerpos monoclonales de ratón. La finalidad de 

estos ensayos era encontrar una pareja de anticuerpos en la cual el anticuerpo de detección 

bloqueara la unión del anticuerpo secundario al anticuerpo de captura. Aunque lo ideal sería que 

el anticuerpo de detección fuera producido en otro organismo o estuviera conjugado con HRP.  

En general, con las diferentes metodologías se obtuvieron resultados similares, no se observó 

diferencias entre las muestras de ZIKV de cultivo, la proteína E de ZIKV recombinante y BSA. 

Este comportamiento fue constante en todos los sistemas, con algunas ligeras diferencias. De 

acuerdo con estos resultados, se propusieron otros sistemas con un anticuerpo de detección 

conjugado con HRP. También se conjugaron algunos anticuerpos con nanopartículas de oro para 

evaluar los sistemas sobre membrana de nitrocelulosa.  

8.4.1 Metodología de premezcla de anticuerpos 

Con esta metodología se siguió el procedimiento estándar de un ELISA, primero incubando la 

muestra con los anticuerpos de captura y posteriormente con los anticuerpos de detección. Sólo 

los sistemas 1 y 2 fueron evaluados con esta metodología. En ambos casos se utilizaron como 

muestras cultivo de ZIKV a una concentración de 480 PFU/mL, pE de ZIKV y BSA. El análisis 

estadístico determinó que en el sistema 1 hubo una diferencia entre las absorbancias de la 

muestra de cultivo de ZIKV y el resto de las muestras, pE de ZIKV (p<0.01) y BSA (p<0.05) 

(Figura 12A). Mientras que con el sistema 2 no hubo deferencias entre las muestras (Figura 

12B). Sin embargo, en el caso del sistema 1, aunque hay una diferencia entre la muestra de 

cultivo de ZIKV y BSA, no se puede considerar que hubo reconocimiento de ZIKV en la 

muestra positiva, ya que el valor de la absorbancia debe ser al menos el doble la absorbancia de 

la muestra negativa a ZIKV (Ochoa Azze, 2012). Además, la señal colorimétrica de la muestra 

negativa debió ser mínima, de tal forma que pudiera diferenciarse a simple vista pues es lo 

preferible para un ensayo cualitativo. Además, se busca un sistema que pueda ser migrado a una 
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plataforma en membrana de nitrocelulosa, por lo que una señal colorimétrica en muestras 

negativas disminuiría la sensibilidad y especificidad del ensayo.  

 
Figura 12. Evaluación de sistemas en sándwich siguiendo la metodología de premezcla de anticuerpos de 

detección. A) Sistema 1, mAb anti-ZIKV_E 10-2714 de captura y mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de detección. B) 

Sistema 2, mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de captura y mAb anti-ZIKV_E 10-2714 de detección. 

 

Los resultados obtenidos con ambos sistemas indican que el anticuerpo secundario interactuó 

con el anticuerpo de captura. Aunque dicha interacción se esperaba en baja medida, se generó 

una señal colorimétrica considerablemente alta. Por lo tanto, con los siguientes ensayos se buscó 

reducir dicha interacción y, en consecuencia, la señal colorimétrica de fondo. 

8.4.2 Premezcla de muestras y anticuerpos 

Con esta metodología se evaluaron los sistemas 1, 2, 4, 5 y 6 (Figura 2). Las muestras utilizadas 

fueron cultivo de ZIKV, pE de ZIKV y BSA. Para los sistemas 1 y 2, la muestra de cultivo de 

ZIKV tenía una concentración de 480 PFU/mL, al igual que los ensayos anteriores. Con estos 

dos sistemas no hubo diferencias entre las muestras, aunque se redujo la señal colorimétrica de 

fondo en comparación con el ensayo anterior (Figura 13A-B). Para el resto de los sistemas, la 

concentración del cultivo de ZIKV se aumentó a 1.2 x 104 PFU/mL, esperando una diferencia 

con la muestra negativa. Sin embargo, con ninguno de los sistemas se observó diferencias entre 

las muestras positivas y negativa (Figura 13C-E).  
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Figura 13. Evaluación de sistemas en sándwich con la metodología de mezcla de muestra con los anticuerpos de 

detección. A) Sistema 1, mAb anti-ZIKV_E 10-2714 de captura y mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de detección. B) 

Sistema 2, mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de captura y mAb anti-ZIKV_E 10-2714 de detección. C) Sistema 4, 

mAb anti-flavivirus 4G2 de captura y mAb anti-ZIKV_E 10-2714 de detección. D) Sistema 5, mAb anti-ZIKV_E 

10-2714 de captura y mAb anti-flavivirus 4G2 de detección. E) Sistema 6, mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de 

captura y mAb anti-flavivirus 4G2 de detección. 

 

La falta de reconocimiento de partículas virales o pE recombinante podría deberse a la 

incubación previa de las muestras con los anticuerpos de detección. Ya que los anticuerpos al 

unirse a la superficie de la partícula viral o a la proteína podrían bloquear la unión de otro 

anticuerpo por impedimento estérico, en especial si reconocen epítopos cercanos. Esto podría 

explicar los resultados obtenidos con los sistemas 1 y 2, que están formados por anticuerpos que 

reconocen epítopos posiblemente de la misma región, mientras que en los otros sistemas se 

utilizan anticuerpos que reconocen epítopos de diferentes dominios. Asimismo, el anticuerpo 
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secundario también contribuye al impedimento estérico, ocupando el espacio alrededor de los 

anticuerpos primarios unidos al antígeno.  

En el caso del sistema 4 se observó que la señal de fondo fue mínima, con valores de absorbancia 

(λ = 450 nm) menores a 0.1 (Figura 13C), lo cual a simple vista representa una coloración 

despreciable. Con los sistemas 5 y 6, al ser sistemas en los cuales solo cambia el anticuerpo de 

captura, se observó un comportamiento similar entre ellos (Figura 13D-E). Aunque se observa 

una tendencia de mayor absorbancia en las muestras positivas (ZIKV y pE ZIKV) que en la 

muestra negativa (BSA), las diferencias de absorbancias no son suficientes para distinguir un 

resultado positivo de uno negativo. Además, no se observó reconocimiento de los controles 

positivos en estos sistemas. Estos resultados pueden atribuirse a que en estos sistemas se utilizó 

el anticuerpo anti-flavivirus 4G2 para captura (sistema 4) y detección (sistemas 5 y 6). Este 

anticuerpo reconoce un epítopo conformacional del loop de fusión, que se encuentra en el 

dominio DII. En la estructura monomérica de la proteína E, el loop de fusión está accesible, sin 

embrago, en la partícula viral madura la proteína E se encuentra en dímeros y en este acomodo 

el loop de fusión se encuentra debajo los dominios DI y DIII, por lo que es inaccesible (Dai et 

al., 2016). Por este motivo no se observó reconocimiento de la muestra de cultivo de ZIKV con 

los sistemas 4, 5 y 6. Sin embargo, se ha reportado el uso del mAb anti-flavivirus 4G2 en ELISA 

como anticuerpo de captura para la detección de ZIKV (Pawley et al., 2019) y partículas virales 

de Dengue (Durham et al., 2019). En estos casos se utilizó una mayor cantidad de anticuerpo, 

100 ng y 300 ng por pozo respectivamente, además que el tiempo de incubación con las muestras 

fue de al menos 2 horas. Mientras que en este ensayo se utilizaron 25 ng de mAb anti-flavivirus 

como captura y la incubación con las muestras fue de 1 hora, por lo que es posible que estas 

condiciones no sean las apropiadas para la interacción del anticuerpo con el antígeno.  

8.4.3 Interacción simultánea de muestras y anticuerpos  

Al igual que en los ensayos anteriores, las muestras utilizadas fueron cultivo de ZIKV, pE de 

ZIKV y BSA. Con los sistemas 1, 2 y 3 se utilizó una concentración de cultivo viral de 1.6 x 

104 PFU/mL, mientras que para los sistemas 4, 5 y 6 fue de 1.2 x 104 PFU/mL. Con esta 

metodología se buscó evitar que hubiera un impedimento estérico entre los anticuerpos, como 

posiblemente ocurrió con la metodología anterior. En general, se obtuvieron resultados similares 

a los anteriores, con cada uno de los sistemas no se observó diferencia entre las muestras (Figura 
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14). Solo el sistema 4 mostró una diferencia estadística entre la muestra de cultivo de ZIKV y 

BSA (p<0.05) (Figura 14D), sin embargo, por los valores de absorbancia no puede considerarse 

un verdadero reconocimiento de ZIKV pues, como se mencionó antes, se requiere que sea el 

doble que la absorbancia dada por la muestra negativa. Con esta metodología también se observó 

una reducción significativa de la señal de fondo en los sistemas 1, 2, 3 y 4, con absorbancias (λ 

= 450 nm) menores a 0.1 (Figura 14A-D). Mientras que con los sistemas 5 y 6, se observó un 

comportamiento similar al anterior, con alta señal de fondo y sin detección del control positivo 

(Figura 14E-F).  

 
Figura 14. Evaluación de sistemas en sándwich mediante la interacción simultánea de la muestra y los anticuerpos 

de detección con los mAbs de captura. A) Sistema 1, mAb anti-ZIKV_E 10-2714 de captura y mAb anti-ZIKV_E 

MBS5304716 de detección. B) Sistema 2, mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de captura y mAb anti-ZIKV_E 10-2714 

de detección. C) Sistema 3, mAb anti-ZIKV_E 10-2714 como elemento de captura y detección. D) Sistema 4, mAb 

anti-flavivirus 4G2 de captura y mAb anti-ZIKV_E 10-2714 de detección. E) Sistema 5, mAb anti-ZIKV_E 10-2714 

de captura y mAb anti-flavivirus 4G2 de detección. F) Sistema 6, mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de captura y 

mAb anti-flavivirus 4G2 de detección. 
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Con el sistema 3 se esperaba que no hubiera reconocimiento de la proteína E de ZIKV, ya que 

este sistema utiliza el mismo anticuerpo como elemento de captura y detección, por lo que se 

compite por el mimo epítopo. Con los sistemas 1 y 2, la falta de reconocimiento de pE puede 

deberse a impedimentos estéricos que es factible que ocurran en la forma monomérica de la 

proteína. Sin embargo, con estos tres sistemas se esperaría reconocimiento de la partícula viral 

en la muestra de cultivo, ya que cada virus posee múltiples copias de pE lo que representa 

múltiples sitios de unión. Es difícil comparar el título viral de la muestra de cultivo de con otros 

ensayos por las unidades utilizadas, ya que en la mayoría de los estudios se reportan unidades 

de copias de RNA por mililitro.  

En el caso de los sistemas 4, 5 y 6, que utilizan el mAb anti-flavivirus 4G2, las posibles causas 

de la falta de reconocimiento de las muestras de ZIKV o pE de ZIKV se comentaron 

anteriormente. Puede deberse a que el loop de fusión no está disponible o que las condiciones a 

las que se emplea el anticuerpo no son las adecuadas. Además, se ha reportado que este 

anticuerpo presenta diferente afinidad entre especies de flavivirus y cambios puntuales en 

ciertos aminoácidos afecta la unión del anticuerpo con el epítopo. Asimismo, se ha reportado 

que este anticuerpo tiene baja afinidad hacia viriones (Bohning et al., 2021; Crill y Chang, 2004; 

Stiasny et al., 2006).  

8.4.4 Sistemas en sándwich sin anticuerpo secundario 

Debido a los problemas que generó el utilizar un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón en los 

sistemas anteriores y por la disponibilidad del anticuerpo anti-flavivirus conjugado con HRP 

(NBP2-52709H, Novus Biologicals) se diseñaron y probaron los sistemas 7 y 8 (Figura 2).  Con 

estos sistemas se aumentó la concentración del anticuerpo de detección y se incubó a 4 °C toda 

la noche para mejorar la interacción del mAb anti-flavivirus 4G2 con la muestra. Además, se 

utilizó la proteína ZE en lugar de la proteína E comercial o cultivo viral como muestra positiva. 

En ambos sistemas se observó un comportamiento similar, teniendo ligeramente una mayor 

absorbancia con la muestra positiva (pZE) en comparación con la muestra negativa (BSA) 

(Figura 15). Al hacer el análisis estadístico, tanto en el sistema 7 como en el sistema 8, se obtuvo 

una diferencia entre las muestras de pZE y BSA (p < 0.05). Sin embargo, al igual que en los 

ensayos anteriores, para considerar un resultado verdaderamente positivo la absorbancia de la 

muestra de pZE debió ser la menos el doble que la muestra de BSA. Además, que las 
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absorbancias obtenidas con la muestra negativa fueron relativamente altas, en especial en el 

sistema 8 (Figura 15B), lo cual indica una baja especificidad del mAb anti-flavivirus 4G2. A 

pesar de que las condiciones de incubación con el anticuerpo de detección fueron favorables, lo 

cual se ve reflejado en el control positivo, la señal obtenida en el sistema en sándwich podría 

deberse a una baja cantidad de pZE capturada o que la orientación de pZE no favorece la unión 

del mAb anti-flavivirus. Sin embargo, con los resultados observados en todos los ELISA y la 

información acerca de la especificidad y afinidad del mAb anti-flavivirus 4G2 se puede decir 

que no es el mejor candidato para el desarrollo de pruebas de detección.  

 

 
Figura 15. Evaluación de sistemas en sándwich utilizando el mAb anti-flavivirus 4G2 conjugado con HRP como 

elemento de detección. A) Sistema 7, mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 de captura. B) Sistema 8, mAb anti-ZIKV_E 

ZV-54 de captura.  

 

8.4.5 Sistemas en sándwich en membrana de nitrocelulosa 

Con los resultados obtenidos de los sistemas en sándwich en ELISA y las características de los 

anticuerpos, se propusieron dos diseños utilizando nanopartículas de oro conjugadas a 

anticuerpos monoclonales anti-ZIKV_E (Figura 4), eliminando de esta forma el uso de un 

anticuerpo secundario.  

Al evaluar el primer sistema (Figura 4A), las muestras migraron primero para ser retenidas por 

el anticuerpo de captura y posteriormente migraron los conjugados de anti-ZIKV_E 10-2714 

con AuNPs. Como resultado sólo se observó la señal colorimétrica en el punto de control 

positivo de todas las tiras. Inicialmente se utilizaron 75 ng de anticuerpo de captura anti-
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ZIKV_E MBS5304716 y con ambas concentraciones de cultivo viral se obtuvo el mismo 

resultado (Figura 16A-B). Pensado en que el anticuerpo de captura no fue suficiente, se duplicó 

la cantidad de anticuerpo, sin embargo, tampoco no se observó señal colorimétrica en el punto 

de prueba (Figura 16C-D). Por lo tanto, la falta de reconocimiento podría atribuirse a una baja 

cantidad de partículas virales en la muestra. Las concentraciones de cultivo de ZIKV utilizadas, 

4.8 x 104 PFU/mL y 2.4 x 103 PFU/mL, pueden considerarse bajas, ya que en otro ensayo en el 

cual desarrollan un LFA para la detección de ZIKV utilizando anticuerpos conjugados a AuNPs 

reportan la detección de ZIKV en una muestra de sobrenadante de cultivo a 6.3 x 106 PFU/mL 

(Li et al., 2021), mientras que en otro ensayo utilizaron una concentración de 4.0 x 107 PFU/mL 

(Suzuki et al., 2019).  

 

Figura 16. Evaluación de sistemas en sándwich sobre membrana de nitrocelulosa. A-D) Sistema con anti-ZIKV_E 

MBS5304716 para captura y conjugados de anti-ZIKV_E 10-2714 con AuNPs para detección. A) 75 ng mAb de 

captura, muestra cultivo de ZIKV a 4.8 x 104 PFU/mL. B) 75 ng mAb de captura, muestra ZIKV a 2.4 x 103 PFU/mL. 

C) 150 ng mAb de captura, muestra ZIKV a 4.8 x 104 PFU/mL. D) 150 ng anticuerpo de captura, muestra ZIKV a 

2.4 x 103 PFU/mL. E-F) Sistema con mAb anti-flavivirus 4G2 para captura y conjugados de mAb anti-ZIKV_E 

MBS5304716 con AuNPs para detección, con muestra de pZE a 100 µg/mL (E) o BSA (F). C+: punto de control 

con pAb anti-IgG de ratón. T: punto de prueba con mAb de captura.  

 

Para el segundo sistema se utilizó el anticuerpo anti-flavivirus 4G2 como elemento de captura 

y el mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 conjugado a AuNPs para la detección. Como muestra 

positiva se utilizó la proteína ZE y como muestra negativa BSA. En este caso, las muestras se 

mezclaron con los anticuerpos conjugados a las AuNPs y después migraron por la membrana. 

Con este sistema tampoco se observó señal colorimétrica en el punto de prueba, sólo se 
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observaron los puntos de control (Figura 16E-F). Este sistema es similar al sistema 7 evaluado 

en ELISA, en este caso se utilizó el mAb anti-flavivirus 4G2 para captura. En la membrana se 

inmovilizaron 450 ng de anticuerpo de captura, una cantidad mayor a la reportada en ELISA 

para este anticuerpo (Durham et al., 2019; Pawley et al., 2019). Asimismo, la muestra contenía 

un exceso de pZE (50 µg/mL) para asegurar la disponibilidad del antígeno. Esta concentración 

es cercana al máximo reportado en un ensayo para la detección de pE de ZIKV en LFA, en el 

cual utilizaron concentraciones de 7 µg/mL hasta 33 µg/mL (Li et al., 2021). Por lo tanto, la 

falta de reconocimiento en el punto de prueba puede deberse principalmente a las características 

del anticuerpo de captura, como se mencionó anteriormente, el mAb anti-flavivirus 4G2 

requiere tiempos prolongados de exposición a la muestra para una mejor interacción, 

posiblemente debido a la baja afinidad que presenta este anticuerpo a su antígeno (Stiasny et al., 

2006). En un ensayo de inmunocromatografía, la interacción del anticuerpo y el antígeno se da 

por algunos minutos, por lo que las características del mAb anti-flavivirus 4G2 no lo hace apto 

para este tipo de ensayos.  

 

8.5 Evaluación de sistemas sencillos en membrana de nitrocelulosa 

8.5.1 Sistemas con anticuerpos conjugados a AuNPs 

En estos ensayos se utilizaron los mismos anticuerpos anti-ZIKV_E, 10-2714 y MBS5304716, 

conjugados con AuNPs. En estos sistemas se eliminó el uso de un anticuerpo de captura y se 

inmovilizó la muestra colocándola directamente en la membrana de nitrocelulosa. Como 

muestras se utilizaron sueros negativos y positivos a ZIKV, así como las proteínas ZE y E 

recombinantes como muestras control.  

Utilizando el mAb anti-ZIKV_E 10-2714 conjugado a AuNPs, en todas las tiras se observó el 

punto de control (Figura 17). Respecto a las muestras, en la tira con pE de ZIKV se observó el 

punto de prueba de color rojizo indicando la detección de la proteína (Figura 17A), mientras 

que en la tira con suero negativo no se observó color en el punto de prueba (Figura 17B). Sin 

embargo, en las tiras con suero positivo a ZIKV no se observó señal colorimétrica en los puntos 

de prueba (Figura 17C-D). Es posible que 1 µL de muestra no sea suficiente para tener una 

buena cantidad de antígeno, además que se desconoce el título viral de las muestras. En un 

ensayo de Dot Blot se reportó el uso de 10 µL de muestra de suero inmovilizado en membrana 
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de nitrocelulosa para la detección de pNS1 de DENV (Falconar y Romero-Vivas, 2013). En otro 

utilizan 3 µL de muestra de virus purificado o partículas tipo virus (VLPs) a una concentración 

de 0.2 µg/mL de pE (Boigard et al., 2017). Incluso se ha recurrido a la concentración de muestras 

de suero positivo a ZIKV para su uso en inmunocromatografía (Bosch et al., 2017). 

Respecto al mAb anti-ZIKV_E MBS304716 conjugado a AuNPs, se obtuvieron resultados 

similares. En las tiras se observó el punto de control y en la tira con pZE se observa el punto de 

prueba (Figura 17E). En la tira con suero negativo no se observó color en el punto de prueba 

como era esperado (Figura 17F), pero tampoco se observó señal colorimétrica en los puntos de 

prueba de las tiras con suero positivo a ZIKV (Figura 17G-H). Como ya se mencionó el volumen 

de muestra es pequeño y se desconoce el título viral de los sueros, por lo que no se puede 

asegurar que se tenga una cantidad de antígeno detectable. Además, el uso de AuNPs requiere 

que una alta cantidad de partículas sean retenidas para visualizarlas a simple vista, lo cual lleva 

a una baja sensibilidad en las pruebas que utilizan AuNPs. Es por ello que se han buscado 

estrategias para mejorar la señal y por lo tanto aumentar los límites de detección, una de las 

principales estrategias es la excitación láser de nanomateriales plasmónicos como las AuNPs 

(Khlebtsov y Khlebtsov, 2020; Sánchez-Purrà et al., 2017; Ye et al., 2020). Otra estrategia es el 

uso de enzimas para amplificar la señal, ya sea en conjunto con nanopartículas o sustituyéndolas 

(Calabria et al., 2021).  

 

Figura 17. Detección de ZIKV en muestras de suero con anticuerpos conjugados con AuNPs. A-D) Detección con 

mAb anti-ZIKV_E 10-2714 conjugado con AuNPs en muestras de pE de ZIKV a 75 µg/mL (A), suero negativo a 

ZIKV (B), sueros positivos a ZIKV (C-D). E-H) Detección con mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 conjugado con 

AuNPs en muestras de pZE a 75 µg/mL (E), suero negativo a ZIKV (F), sueros positivos a ZIKV (G-H). 
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8.5.2 Sistemas con anticuerpos secundarios conjugados con HRP 

Por los resultados obtenidos con los anticuerpos conjugados a AuNPs y la baja sensibilidad que 

se obtiene con las nanopartículas, se optó por utilizar un anticuerpo secundario conjugado a 

HRP para generar la señal colorimétrica. Al igual que en los ensayos anteriores, como muestra 

se emplearon sueros negativos y positivos a ZIKV, colocando 1 µL de los sueros en la membrana 

de nitrocelulosa. Para la detección se utilizaron los mAbs anti-ZIKV_E 10-2714 y MBS304716 

junto con el anticuerpo secundario. Como control positivo se utilizaron las proteínas E 

recombinantes; para el mAb 10-2714 se utilizó pE de ZIKV comercial y para el mAb 

MBS5304716 se utilizó pZE. Con ambos anticuerpos se observó reconocimiento de las muestras 

de suero positivas a ZIKV y no se observó señal colorimétrica de los sueros negativos (Figura 

18).  

 

Figura 18. Detección de ZIKV en muestras de suero sobre membrana de nitrocelulosa utilizando un anticuerpo 

secundario conjugado con HRP. A-C) Detección con mAb anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald). B-D) Detección con 

mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 (My Biosource). C+: control positivo de 75 ng pE de ZIKV o pZE. Z: sueros 

positivos a ZIKV. N: suero negativo a ZIKV. 

 

Claramente se observó un aumento de la sensibilidad del ensayo al utilizar el anticuerpo 

conjugado con HRP en lugar de las AuNPs. Este resultado concuerda con lo reportado en el 

desarrollo de un LFA para la detección de pNS1 de DENV, en este LFA utilizan nanopartículas 

magnéticas para obtener una señal colorimétrica, pero recurren a un paso adicional para 

amplificar la señal con HRP en caso de muestras con una baja concentración de antígeno (Tran 

et al., 2019). Hagström y colaboradores compararon la detección de norovirus en LFA 

empleando anticuerpos conjugados con AuNPs contra anticuerpos conjugados con HRP, 

reportando un menor límite de detección con los conjugados con enzimas (Hagström et al., 
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2015). El uso de conjugados con enzimas en LFA permite una amplificación de la señal y en 

consecuencia un aumento de la sensibilidad. Específicamente utilizando la enzima HRP se han 

reportado mejoras de 5 hasta 100 veces en el límite de detección. Otra ventaja que ofrece el uso 

de HRP es su capacidad de reaccionar con diferentes sustratos que generan productos 

colorimétricos (Calabria et al., 2021).   

Estos resultados muestran que estos sistemas sencillos pueden proponerse para ser utilizados 

para la detección de ZIKV. Sin embargo, pensando en que debe ser incorporado al dispositivo 

de microfluídica, se ideó otra forma de inmovilizar la muestra en la membrana de nitrocelulosa. 

Para este nuevo modelo se dejó un área de la membrana sin bloquear, para que al migrar la 

muestra a través de la membrana ésta fuera retenida en ese sitio. Para esta prueba de concepto 

se utilizaron las proteínas recombinantes pZE y pE de ZIKV comercial como muestras. Al 

realizar el ensayo, se observó que las proteínas solo se retuvieron en los sitios sin bloquear, sin 

mostrar manchas inespecíficas en el resto de la membrana (Figura 19), especialmente con el 

mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 se observó la membrana limpia (Figura 19B). Con esta prueba 

se determinó que era posible retener la muestra en un sitio específico de la membrana al hacerla 

migrar a través de ella. Por lo que se obtuvo un diseño de inmunoensayo que puede ser adaptado 

a los requerimientos del dispositivo de microfluídica. 

 

Figura 19. Prueba de concepto de retención de proteínas por flujo a través de membrana de nitrocelulosa. A) 

Detección con mAb anti-ZIKV_E 10-2714 (Fitzgerald). B) Detección con mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 (My 

Biosource). C+: control positivo de 75 ng pE de ZIKV o pZE. T: zona sin bloquear para la retención de la muestra. 
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8.6 Evaluación del prototipo y estandarización del ensayo  

8.6.1 Evaluación de condiciones iniciales 

De acuerdo con los resultados de la prueba de concepto, se diseñó el prototipo de la prueba y se 

estableció el procedimiento general del ensayo, tomando en cuenta los requerimientos del 

cartucho de microfluídica. Para ello se simplificó el procedimiento del ensayo reduciendo el 

número de pasos. Asimismo, se decidió utilizar el mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 (My 

Biosource) como anticuerpo primario para la detección y la proteína ZE como control por sus 

características, su alta afinidad con el anticuerpo y la disponibilidad por ser producida en casa.  

El cambio principal en el procedimiento fue eliminar uno de los pasos de incubación con 

anticuerpos. En lugar de incubar los anticuerpos primario y secundario por separado, se decidió 

hacer una mezcla del anticuerpo de detección anti-ZIKV_E MBS5304716 con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP, similar a las pruebas de sistemas sándwich 

en ELISA. En dichos ensayos se observó que la formación de estos complejos de anticuerpos 

no afectó la capacidad del anticuerpo primario de detectar al antígeno. Por lo tanto, para 

favorecer la interacción de ambos anticuerpos se hizo la mezcla en un volumen reducido (10 

µL) y se utilizaron altas concentraciones de los anticuerpos, el primario a 1 mg/mL y el 

secundario a 0.1 mg/mL. Asimismo, para tener membranas con la línea de control y línea de 

detección uniformes, se utilizó un equipo para dispensar la proteína en la línea control y bloquear 

la membrana dejando una línea sin bloquear. 

Para evaluar la impresión del prototipo y la interacción de los anticuerpos, se hizo un ensayo 

diluyendo la mezcla de anticuerpos 1:100 en PBS 1X, para una concentración final de 1 µg/mL 

del mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 y 0.1 µg/mL del pAb anti-IgG de ratón conjugado con 

HRP, dado que estas concentraciones fueron empleadas en los ensayos anteriores. Como 

muestras se utilizó suero negativo a ZIKV y suero negativo enriquecido con 750 ng de pZE. En 

la Figura 20 se observa que usar el equipo de impresión permite obtener una línea control y el 

sitio de detección uniforme. Se probó que el suero fluye adecuadamente a través de la membrana 

y se retiene en el sitio de detección. Además, se confirmó que es posible eliminar un paso de 

incubación haciendo la mezcla de anticuerpos de detección.  
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Figura 20. Evaluación del prototipo de inmunoensayo. A) muestra negativa de suero negativo a ZIKV. B) muestra 

positiva de suero enriquecido con pZE. C+: línea control. T: línea de detección.  

 

8.6.2 Estandarización de concentraciones, tiempos de incubación y revelado 

Una vez que se estableció el procedimiento general, se buscó reducir el tiempo total del ensayo 

y posteriormente su estandarización. Se inició con la determinación de la dilución final de 

anticuerpos de detección, para ello se probaron tres diluciones de la mezcla de anticuerpos, 

1:100, 1:500 y 1:1000. Se eligió aquella dilución que permitiera observar las líneas control y 

prueba, además de presentar bajo ruido de fondo. La dilución 1:500 cumplió con las 

características deseadas (Figura 21B), por lo que se eligió esta dilución para los ensayos 

posteriores. La dilución 1:100, aunque también se observaron las líneas control y prueba, el 

ruido de fondo fue mayor (Figura 21A). Por otro lado, con la dilución 1:1000 no se observó 

ninguna de las líneas (Figura 21C).   

La dilución 1:500 corresponde a una concentración final de 0.2 µg/mL del anticuerpo anti-

ZIKV_E MBS5304716 y de 0.02 µg/mL del anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado 

con HRP. Por el volumen utilizado para cada tira (250 µL) durante la incubación con la mezcla 

de anticuerpos, la cantidad de cada uno de los anticuerpos coincide con la cantidad utilizada en 

cada pozo de un ELISA, 50 ng y 5 ng respectivamente. Estas cantidades concuerdan con lo 

utilizado en diversos inmunoensayos como LFA o ELISA, en los cuales se reportó el uso de 50 

ng a 150 ng de anticuerpos primarios y 3 ng a 20 ng para anticuerpos conjugados con HRP, ya 
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sea por pozo o por tira de membrana de nitrocelulosa (Axelrod et al., 2020; Hagström et al., 

2015; Lai et al., 2019; Pawley et al., 2019; L. Zhang et al., 2018).  

 

 

Figura 21. Determinación de la dilución de la mezcla de anticuerpos de detección. A) Dilución 1:100. B) Dilución 

1:500. C) Dilución 1:1000. C: Línea control. T: Línea de detección. En cada par de tiras se usó una muestra 

negativa de PBS (izquierda) y una muestra positiva con 250 ng de pZE (derecha).  

 

Posteriormente, se determinó el tiempo de incubación con la mezcla de anticuerpos de 

detección. Inicialmente la incubación se hizo por 30 minutos, por lo que se probó reducir el 

tiempo incubando por 5, 10 y 15 minutos. Para determinar el tiempo mínimo de incubación, la 

señal colorimétrica debió ser lo más cercano a la señal dada por la incubación de 30 minutos. 

La incubación por 5 minutos dio una señal colorimétrica tenue (Figura 22A), mientras que a los 

10 minutos la señal se intensifica, especialmente en la línea de detección (Figura 22B). Sin 

embargo, a los 15 minutos la señal es más nítida y similar al color obtenido con la incubación 

por 30 minutos (Figura 22C-D). Por lo tanto, se determinó que 15 minutos era el tiempo óptimo 

de incubación con los anticuerpos de detección. 

Comparando con ensayos de inmunocromatografía utilizando conjugados de anticuerpos con 

AuNPs, se obtuvo un tiempo similar a lo reportando. En LFA se reportan tiempos de 10 a 15 

minutos para la obtención de una señal colorimétrica (Kumar et al., 2018; Li et al., 2021; Suzuki 

et al., 2019), es decir, el tiempo en que se da la interacción del antígeno con el anticuerpo. Hay 

quienes reportan tiempos de corrida de 15 minutos hasta 1 hora (Bosch et al., 2017).  
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Figura 22. Optimización del tiempo de incubación con anticuerpos. Los tiempos de incubación fueron: A) 5 

minutos, B) 10 minutos, C) 15 minutos y D) 30 minutos. Se utilizó la dilución 1:500 de la mezcla de anticuerpos y 

como muestra 250 ng de pZE en PBS 1X. C: línea control. T: línea de detección.  

 

Como último paso de la estandarización se determinó el tiempo de revelado, es decir, el tiempo 

de incubación con el sustrato TMB. Por la experiencia previa se evaluaron tres tiempos, 1, 2 y 

5 minutos. Se buscó que el tiempo de revelado permitiera la visualización de las líneas de control 

y de detección con el contraste adecuado. Con la incubación por 1 minuto sólo se observó la 

línea de detección (Figura 23A), mientras que con la incubación por 2 minutos se observaron 

ambas líneas (Figura 23B). La incubación por 5 minutos también mostró ambas líneas, sin 

embargo, hubo mayor ruido de fondo ya que la membrana también tomó el color del sustrato 

(Figura 23C). Por lo tanto, se eligió la incubación con el sustrato por 2 minutos como el tiempo 

óptimo de revelado. En LFA que emplean anticuerpos conjugados con HRP para obtener una 

señal colorimétrica, reportan tiempos de incubación con el sustrato de 2 a 5 minutos (Dos Santos 

et al., 2018; Kawde et al., 2010; Samsonova et al., 2015), tiempos similares a lo obtenido en 

este ensayo. Aquellos con incubaciones por 5 minutos, disminuyen el ruido de fondo al hacer 

lavados con buffer que contenga algún surfactante como Tween 20 previo al revelado. 

Posiblemente en este ensayo se pudo haber mejorado la señal colorimétrica haciendo un lavado 

similar, sin embargo, las características y especificaciones del cartucho de microfluídica no 

permitieron el uso de un detergente en los lavados.  
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Figura 23. Estandarización del tiempo de revelado. Las membranas se incubaron con el sustrato TMB por 1 minuto 

(A), 2 minutos (B) y 5 minutos (C). C: Línea control. T: Línea de detección  

 

8.7 Caracterización del prototipo de inmunoensayo 

8.7.1 Repetibilidad 

Se realizaron cuatro ensayos en diferentes días y se compararon los resultados obtenidos. En 

todos los casos se utilizó una muestra negativa y otra positiva. En cada pareja de tiras se observó 

una tira con la línea control marcada y otra con dos líneas marcadas, indicando un resultado 

negativo y otro positivo respectivamente (Figura 24). Es decir, en todos los ensayos se obtuvo 

el mismo resultado, indicando que el procedimiento es repetible. Además, el uso de un equipo 

dispensador para obtener las líneas de control y detección, ayudan tener menos variabilidad y 

homogeneizar los resultados.  

 

Figura 24. Determinación de la repetibilidad del inmunoensayo. En cada par de tiras se usó PBS como muestra 

negativa (derecha) y 250 ng de pZE como muestra positiva (izquierda). C: Línea control. T: Línea de detección. 
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8.7.2 Efecto matriz 

Al utilizar muestras de suero se observó una disminución en la intensidad de la señal 

colorimétrica, específicamente en la línea control. Esto se debe a que las diversas proteínas 

presentes naturalmente en el suero pueden interferir en la interacción de los anticuerpos con su 

antígeno. Por lo tanto, se probaron diferentes diluciones de suero para disminuir este efecto. Las 

diluciones de suero se enriquecieron con 250 ng de pZE y se compararon con el control de pZE 

en PBS 1X (Figura 25). A partir de la dilución 1:1 se observó una mejoría en la señal 

colorimétrica, pues se comenzaron a distinguir las líneas control (Figura 25C). Pero con las 

diluciones 1:50 y 1:100, se observaron claramente las líneas de control y de detección (Figura 

25G-H), asemejándose al control. Por lo tanto, se determinó que la dilución 1:50 es la adecuada 

para disminuir el efecto de la matriz y mantener una concentración adecuada del antígeno en la 

muestra. Diversos inmunoensayos para la detección de ZIKV o DENV reportan la necesidad de 

diluir las muestras de suero a razón 1:1, 1:3, 1:10 hasta 1:100, ya que al usar suero sin diluir se 

observó una disminución de la sensibilidad del ensayo en comparación con la detección de 

proteínas o virus en buffer (Axelrod et al., 2020; Bosch et al., 2017; Falconar y Romero-Vivas, 

2013; Mascini et al., 2019; Pawley et al., 2019; Young et al., 2000).   

 

Figura 25. Evaluación del efecto de la matriz en el desempeño del ensayo. A) Control, muestra en PBS 1X. B) Suero 

sin diluir. C) Suero dilución 1:1. D) Suero dilución 1:4. E) Suero dilución 1:10. F) Suero dilución 1:20. G) Suero dilución 1:50. 

H) Suero dilución 1:100. C: línea control. T:  línea de detección.  
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8.7.3 Límite de detección 

Se determinó el límite de detección (LOD), utilizando suero diluido 1:50 enriquecido con 

diferentes concentraciones de proteína ZE. Como muestra la Figura 26, a la concentración de 1 

µg/mL se comenzó a observar la señal colorimétrica en la línea de detección, pero fue más clara 

a partir de 2.5 µg/mL. Para obtener un límite de detección más objetivo se necesitaría hacer un 

análisis de imagen. Sin embargo, estas imágenes no fueron tomadas bajo condiciones 

estandarizadas, lo cual no permite establecer una señal de fondo uniforme en todas las tiras. En 

el caso de algunos LFA para la detección de pNS1 de DENV y ZIKV, se ha recurrido al escaneo 

de las tiras para tener imágenes adecuadas para el análisis de las bandas (Axelrod et al., 2020; 

Kumar et al., 2018; Sánchez-Purrà et al., 2017). De esta forma se podrían transformar los pixeles 

a valores de intensidad para ser fácilmente analizados. Aun así, este ensayo nos permitió 

determinar la concentración mínima que pude ser detectada a simple vista.  

 

 
Figura 26. Determinación del límite de detección de pZE en suero. C: Línea control. T: Línea de detección. 

 

La mayoría de las pruebas de detección de antígenos de ZIKV están dirigidos a la proteína NS1 

y utilizan anticuerpos en sistemas sándwich. Estos inmunoensayos que utilizan enzimas o 

nanopartículas de oro reportan límites de detección de 10 ng/mL hasta 120 ng/mL de pNS1 de 

ZIKV (Bedin et al., 2017; Bosch et al., 2017; Sánchez-Purrà et al., 2017; L. Zhang et al., 2018). 

Por otro lado, los ensayos que utilizan anticuerpos o péptidos dirigidos a pE reportan límites de 
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detección en diferentes unidades, lo que hace difícil compararlos entre ellos. Por ejemplo, un 

ensayo de inmunofluorescencia en sándwich que emplea péptidos para la detección de ZIKV 

reporta un LOD de 1 x 104 TCID50/mL (Kim et al., 2018), mientras que un ensayo ELISA que 

también emplea péptidos reporta un LOD de 106 copias RNA/mL (Mascini et al., 2019).  

Comparando el límite de detección de este ensayo con las pruebas de detección de pNS1, el 

LOD es mayor que lo reportado, de 20 a 250 veces más. Esto puede deberse a que el uso de un 

anticuerpo de captura permite retener sólo el antígeno de interés, mientras que, en el formato de 

este ensayo, en el sitio de detección se retienen otras moléculas además de la proteína de interés. 

Asimismo, al no tener un anticuerpo de captura, la proteína puede quedar atrapada en los poros 

de la membrana de nitrocelulosa, dificultando la interacción con el anticuerpo de detección. Por 

otro lado, también podrían mejorarse algunos pasos del procedimiento, específicamente los 

lavados. En el ensayo los lavados sólo se realizaron con buffer, no se utilizó algún tipo de 

detergente. La adición de un tensoactivo en la solución de lavado ayudaría a retirar compuestos 

que pueden causar interferencias o ruido de fondo, permitiendo una mejor visualización del 

resultado y por lo tanto aumentando la sensibilidad del ensayo.  

8.7.4 Desempeño con muestras de suero 

Se hizo una prueba para ver el desempeño del prototipo con un panel de 25 muestras de suero 

de pacientes, 15 positivas a ZIKV, 10 positivas a DENV y 2 positivas a CHIKV. Con esto se 

tuvo idea de la factibilidad de la aplicación clínica del inmunoensayo. En este ensayo los 

resultados se leyeron a simple vista como se haría en campo. En la Figura 27A se muestran las 

tiras con sueros positivos a ZIKV, de las cuales sólo en cuatro se observó señal colorimétrica en 

la línea de detección. Respecto a las muestras positivas a DENV y CHIKV, no se obtuvieron 

falsos positivos, reafirmando que el anticuerpo no presenta reactividad cruzada (Figura 27B).  

En general, los resultados indicarían una baja sensibilidad del ensayo, pero una alta 

especificidad. Sin embargo, estos resultados no pueden considerarse como definitivos puesto 

que el tamaño de muestra no es representativo. De acuerdo con lo reportado para diversas 

pruebas para la detección de ZIKV o DENV, han utilizado paneles de más de 100 muestras de 

sueros con los que obtienen los valores de sensibilidad y especificidad (Bosch et al., 2017; 

Suzuki et al., 2019; Tran et al., 2019). Además, estos resultados pueden verse afectados por la 

calidad y almacenamiento de las muestras. En caso de muestras de suero se recomienda su 
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almacenamiento a -80 °C para conservarlas por periodos prolongados (años), o -20 °C para 

periodos cortos (meses). Asimismo, se recomienda evitar numerosos ciclos de congelamiento y 

descongelamiento (Cuhadar et al., 2013). En este caso, las muestras fueron conservadas a -20 

°C, pero por un periodo prolongado y algunas de las muestras ya habían sido descongeladas un 

par de veces, por lo que se compromete la estabilidad de las proteínas de interés. Se ha reportado 

la estabilidad de ciertas moléculas en suero conservado a -20 °C durante 3 meses, después de 

este tiempo se observó una disminución en la concentración de estos componentes, 

especialmente el cambio en la concentración de proteínas fue el más significativo (Cuhadar et 

al., 2013; Pawlik-Sobecka et al., 2020). Asimismo, se desconoce el título viral de las muestras 

y el momento exacto en que se tomó la muestra. Se han reportado títulos virales en suero 

alrededor de 3.7 – 30 x 106 copias RNA/mL (Musso et al., 2017; Pawley et al., 2019), los cuales 

disminuyen significativamente después de 3 días de presentar síntomas (Peters y Stevenson, 

2019). También se ha detectado que la viremia es baja en comparación con otros virus como 

DENV, lo cual dificulta la detección de ZIKV en suero (Bosch et al., 2017; Musso et al., 2017). 

 

 

Figura 27. Evaluación del desempeño del prototipo de inmunoensayo con muestras de suero. A) Sueros positivos 

a ZIKV. Las flechas señalan las muestras que dieron un resultado positivo. B) Sueros positivos a DENV, el número 

que acompaña la letra indica el serotipo, y sueros positivos a CHIKV (CH). C: Línea control. T: línea de detección. 
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8.7.5 Estabilidad de proteína impresa 

Se compararon dos condiciones para conservar la membrana con proteína ZE impresa. Las 

membranas impresas se guardaron a la temperatura correspondiente durante 2 semanas y 

posteriormente se hizo el ensayo de incubación con los anticuerpos de detección. Como control 

se hizo un ensayo con la membrana recién impresa (Figura 28A), con la cual se compararon 

cada una de las condiciones. Se observó que a 4 °C se conservó mejor la proteína impresa, ya 

que las líneas control son similares a las líneas de la membrana control (Figura 28C). En cambio, 

la membrana conservada a temperatura ambiente mostró deterioro de la señal colorimétrica 

(Figura 28B).  

Se eligieron estas dos temperaturas ya que las pruebas rápidas o tiras reactivas de membrana de 

nitrocelulosa comerciales recomiendan su almacenamiento a temperatura ambiente o en 

refrigeración (2 °C – 30 °C). Se busca que sean estables a temperatura ambiente, para poder 

utilizarlas en campo y que no se requiera una cadena de frío para su transporte. En el desarrollo 

de LFA hay quienes reportan la conservación de la membrana de nitrocelulosa con los elementos 

de captura a 4 °C hasta su uso (Kawde et al., 2010; Kumar et al., 2018; Tran et al., 2019) y en 

otros casos se menciona que la membrana se conservó a temperatura ambiente con desecante 

(Bosch et al., 2017; Hagström et al., 2015; J. Zhang et al., 2019). Sin embargo, no se reporta 

cuántos días se conservó a las temperaturas indicadas.  

 

Figura 28. Evaluación de la estabilidad de la proteína impresa en la línea control. A) Membrana control, evaluada 

el día de la impresión. B) Membrana conservada a temperatura ambiente. C) Membrana conservada a 4 °C. 

 

Lo observado con este prototipo es lo esperado para una prueba de flujo lateral, es preferible 

almacenarlo en refrigeración para prolongar su estabilidad y viabilidad. Aunque, por los 

diversos ensayos realizados, se observó que es estable a temperatura ambiente por periodos 
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cortos, aproximadamente 1 semana. Además, es importante considerar las condiciones a las que 

se encuentra la proteína antes de ser dispensada en la membrana. Por otro lado, el 

almacenamiento a 4 °C es compatible con las condiciones de almacenamiento del cartucho de 

microfluídica y las soluciones necesarias para el ensayo. 

 

8.8 Integración al dispositivo de microfluídica  

Se continuó con la incorporación del prototipo de membrana de nitrocelulosa a los cartuchos de 

microfluídica (Flex.flow slide, BiFlow Systems GmbH). Por las características de los cartuchos 

de microfluídica, se hicieron algunas adaptaciones para poder integrar la membrana de 

nitrocelulosa y poder realizar el ensayo de forma adecuada. Posteriormente, se configuró el 

software para adaptar el procedimiento del ensayo. 

8.8.1 Validación de adaptaciones al hardware 

En la metodología se describen las adaptaciones y elementos que se agregaron al cartucho de 

microfluídica para poder integrar la membrana de nitrocelulosa. Para determinar que los 

elementos se colocaron adecuadamente, se utilizó colorante para visualizar el flujo del líquido 

y poder detectar fugas o bloqueos (Figura 29). Durante la prueba se observó cómo el líquido 

fluía desde cada reservorio hasta el canal de reacción. La membrana de nitrocelulosa no bloqueó 

el flujo del líquido y permitió que éste continuara hasta el reservorio de desechos (Figura 29B). 

Con esto se comprobó que el aumento del volumen del canal de reacción mediante la adición 

de una laminilla perforada se realizó de forma exitosa. 

 

Figura 29. Evaluación del flujo de líquido a través del canal de reacción con las adaptaciones para incorporar la 

membrana de nitrocelulosa. A) Cartucho de microfluídica con membrana de nitrocelulosa adaptada al canal de 

reacción y reservorios cargados con colorante. B) Cartucho de microfluídica después del flujo de colorante, se 

observa el líquido en el canal de reacción y en el reservorio de desechos. 
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8.8.2 Integración de reactivos en el cartucho y configuración de las condiciones de 

corrida en el software 

Cada cartucho de microfluídica cuenta con seis reservorios, cuatro con volumen de 25 µL y dos 

con volumen de 45 µL (Figura 30). Inicialmente, estos reservorios se llenaron con los reactivos 

y soluciones necesarios para el ensayo como se muestra en la tabla 1. Dado que los volúmenes 

son menores a los usados en los ensayos anteriores, la mezcla de anticuerpos de detección se 

diluyó 1:40 para conservar la misma cantidad de anticuerpos considerando un volumen útil de 

20 µL. Por lo tanto, las concentraciones finales de cada anticuerpo fueron anti-ZIKV_E 

MBS5304716 a 2.5 µg/mL y anti-IgG de ratón conjugado con HRP a 0.25 µg/mL. Como 

muestra se utilizó suero negativo a ZIKV enriquecido con 1 µg de proteína ZE y diluido 1:1 con 

PBS 1X (0.01M pH 7.4).  

Tabla 1. Distribución inicial de reactivos en los reservorios del cartucho de microfluídica. 

RESERVORIO VOLUMEN REACTIVO/SOLUCIÓN 

1 25 µL PBS-BSA al 1% 
2 25 µL Mezcla de anticuerpos 
3 45 µL Muestra 
4 45 µL PBS 1X  
5 25 µL Sustrato TMB 
6 25 µL H2O 

 

 

Figura 30. Cartucho de microfluídica con  reservorios numerados. Reservorios 3 y 4 poseen un volumen de 45 µL. 

El volumen del resto de los reservorios es de 25 µL. Imagen tomada de la interfaz del software Bi.Flow 

Pumpcontrol ( Bi.Flow Systems GmbH). 

 

Para vaciar los reservorios se deben activar las bombas del cartucho de microfluídica mediante 

el software Bi.Flow Pumpcontrol (versión 2.4, Bi.Flow Systems GmbH). Cada bomba 

corresponde a un reservorio y el orden de activación de las bombas concuerda con el 
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procedimiento del ensayo.  En este ensayo inicial se utilizó una velocidad de flujo constante de 

0.2 µL/s, ya que el manual de usuario indica que es una velocidad baja recomendada. Además, 

se esperaba que una velocidad baja permitiera la interacción adecuada de todos los elementos 

del ensayo. Como se observa en la Figura 31 primero se activó la bomba 3 para el flujo de la 

muestra, después se activó la bomba 1 para el lavado con PBS-BSA al 1%. A continuación, se 

activó la bomba 2 para el flujo de los anticuerpos. Posteriormente, se hizo el lavado con PBS 

activando la bomba 4. En seguida, se activó la bomba 5 para revelar con el sustrato TMB y 

finalmente se hizo un lavado con H2O activando la bomba 6. 

 

 

Figura 31. Primera configuración para la activación de las bombas del cartucho de microfluídica. En la fila 

superior se enumeran los intervalos, indicando el orden de activación (del 0 en adelante). La siguiente fila indica 

la duración del intervalo en segundos. Las filas posteriores indican la velocidad de bombeo en µL/s.  

 

Como resultado de este ensayo no se observó alguna señal colorimétrica en la membrana de 

nitrocelulosa, ni en la línea control ni en la línea de detección (Figura 32). Comparando con los 

ensayos anteriores, notamos una reducción significativa en los tiempos de incubación. Los 

tiempos observados en la tabla del software (Figura 31), fueron establecidos de acuerdo con la 

velocidad y el volumen del reservorio, pues es el tiempo necesario para vaciar el reservorio.  



66 

 

 

Figura 32. Primer ensayo incorporando la membrana de nitrocelulosa al cartucho de microfluídica. C+: Línea 

de control positivo. T: Línea de detección.  

 

Por lo tanto, la nueva configuración se basó en los tiempos de incubación y a partir de éstos se 

establecieron las velocidades de flujo. Además, por las características del software, se agregaron 

nuevos intervalos para permitir la incubación con los anticuerpos y con el sustrato de revelado 

(Figura 33). La distribución de las soluciones en los reservorios se mantuvo igual que antes 

(Tabla 1). Con estos cambios, al correr el ensayo en el cartucho de microfluídica se observó 

desarrollo de color en la línea de detección, pero no se distinguió la línea control, pues se 

acumuló el sustrato al final del canal de reacción (Figura 34). Esto debido a que el volumen de 

20 µL no fue suficiente para cubrir por completo la membrana de nitrocelulosa, por lo que el 

último lavado con agua sólo desplazó el sustrato TMB, ocupando aproximadamente la mitad 

del volumen del canal de reacción. Entonces, considerando que el volumen de anticuerpos y 

sustrato también fue de 20 µL, podemos explicar que al incubar con ambas soluciones no se dio 

la interacción con la línea control, ya que el volumen no cubrió esa área.  
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Figura 33. Configuración del software para la activación de las bombas del cartucho de microfluídica, incluyendo 

los tiempos de incubación.  

 

 

Figura 34. Ensayo de detección de proteína ZE en membrana de nitrocelulosa en cartucho de microfluídica 

ajustando los tiempos de incubación y utilizando la distribución inicial de los reservorios. C+: Línea de control 

positivo. T: Línea de detección.  

 

En consecuencia, se modificó la distribución de las soluciones en los reservorios del cartucho 

(Tabla 2), para asegurar que la membrana se cubriera por completo con la mezcla de anticuerpos 

y el sustrato TMB. Debido a este cambio, se ajustaron las concentraciones de los anticuerpos en 

la mezcla, quedando el anti-ZIKV_E MBS5304716 a 1.25 µg/mL y el anti-IgG de ratón con 

HRP a 0.125 µg/mL. Asimismo, se modificó la configuración del software adecuado al nuevo 

orden de los reservorios (Figura 35).  
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Tabla 2. Distribución final de reactivos y soluciones en los reservorios del cartucho de microfluídica. 

RESERVORIO VOLUMEN REACTIVO/SOLUCIÓN 

1 25 µL PBS-BSA al 1% 
2 25 µL Muestra 
3 45 µL Mezcla de anticuerpos 
4 45 µL Sustrato TMB 
5 25 µL PBS 1X 
6 25 µL H2O 

 

 

Figura 35. Configuración de la activación de las bombas considerando el reacomodo de los reactivos en los 

reservorios.  

 

El manual de usuario recomienda que el primer reservorio en vaciarse sea de mayor volumen 

para asegurar el llenado de los canales del cartucho. Sin embargo, el cambio a un reservorio de 

menor volumen no afectó al ensayo, ya que sólo requiere que la muestra entre en contacto con 

la base de la membrana de nitrocelulosa para fluir a través de ella.  

Con estos cambios finales se logró realizar el ensayo de detección utilizando el sistema de 

microfluídica. Considerando los tiempos de flujo y de incubación, el tiempo total del ensayo en 

el sistema de microfluídica fue de 19 minutos y 30 segundos. Un tiempo un poco mayor al 

estándar de 10 a 15 minutos reportado para LFA con conjugados a AuNPs (Bosch et al., 2017; 

Kumar et al., 2018; Suzuki et al., 2019), pero dentro de los tiempos reportados en LFA que 

utilizan enzimas de 8 a 90 minutos (Bedin et al., 2017; Tran et al., 2019; J. Zhang et al., 2019). 

Además, es un tiempo total del ensayo considerablemente bajo en comparación con un ELISA 

que toma de 2 a 3 horas.  
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Al concluir el ensayo, se observaron las líneas de detección y de control en la membrana de 

nitrocelulosa (Figura 36). Sin embargo, se pierde un poco la señal de la línea control por el ruido 

de fondo, debido a que el volumen del lavado final no es suficiente para desplazar por completo 

la solución de revelado, por lo que se acumula al final del canal de reacción. Para solucionar 

este problema se tendrían que realizar cambios al cartucho de microfluídica.  

 

Figura 36. Detección de proteína ZE en membrana de nitrocelulosa incorporada al sistema de microfluídica. C+: 

Línea de control positivo. T: Línea de detección. 
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9. Conclusiones 

De los tres anticuerpos comerciales contra ZIKV que fueron validados, dos cumplieron con las 

características deseadas para ser considerados en el diseño del inmunoensayo. Dichas 

características fueron el reconocimiento de la proteína E recombinante y del virus en muestras 

de suero y en el sobrenadante de células infectadas, así como no presentar reactividad cruzada 

con las proteínas E de DENV y CHIKV.  

Los dos anticuerpos seleccionados para el diseño del inmunoensayo fueron los mAbs anti-

ZIKV_E 10-2714 y MBS5304716. Con estos dos anticuerpos se propusieron y evaluaron 

distintos sistemas en sándwich y sistemas sencillos para la detección de ZIKV. Con los 

anticuerpos disponibles no fue posible establecer un sistema en sándwich que reconociera a 

ZIKV o a la proteína E. Por lo que se optó por utilizar un sistema sencillo, utilizando sólo un 

anticuerpo para la detección. El sistema se montó sobre membrana de nitrocelulosa, en la cual 

se inmovilizó la muestra para la detección de ZIKV. Asimismo, se decidió utilizar un anticuerpo 

secundario conjugado con la enzima HRP para obtener una señal colorimétrica que pudiera ser 

leída a simple vista. El sistema sencillo formado por un anticuerpo anti-ZIKV_E y un anticuerpo 

secundario permitió la detección de la proteína E en buffer y en suero.  

Para desarrollar el prototipo de inmunoensayo se seleccionó el mAb anti-ZIKV_E MBS5304716 

y un anticuerpo secundario anti-IgG de ratón conjugado con HRP, además de la proteína ZE 

como el control positivo para los ensayos. El prototipo del inmunoensayo se hizo en formato de 

tira reactiva y se compuso por una membrana de nitrocelulosa específica para ensayos de flujo 

lateral, en la cual se dispensó la proteína ZE para formar la línea de control y para la línea de 

detección se dejó la zona sin bloquear. El procedimiento del inmunoensayo se estandarizó, de 

forma breve, en la base de la tira reactiva se colocó la muestra y esta migró por capilaridad para 

ser retenida en la línea de detección. Después, se hizo un lavado con PBS-BSA al 1% y se agregó 

la mezcla de anticuerpos de detección, anti-ZIKV_E MBS5304716 a 0.2 µg/mL y anti-IgG de 

ratón con HRP a 0.02 µg/mL. Se incubó por 15 minutos y se lavó con PBS. Finalmente se agregó 

el sustrato TMB y después de dos minutos se lavó con agua. El tiempo total que toma el ensayo 

es de aproximadamente 25 minutos, un tiempo aceptable en comparación con las pruebas 

estándar de RT-PCR y ELISA. 
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Al caracterizar el prototipo, se mostró que puede emplearse para la detección de pE y ZIKV en 

muestras de suero, recomendando una dilución de 1:50. Además, no se observó reacción cruzada 

con muestras de suero positivas a DENV y CHIKV. Asimismo, se obtuvo un límite de detección 

de pZE en suero de 2.5 µg/mL y se mostró que el ensayo es reproducible. Sin embargo, sería 

adecuado evaluar el prototipo con un mayor panel de muestras de suero para determinar la 

sensibilidad y especificidad del inmunoensayo.  

Finalmente, se logró adaptar el prototipo de tira reactiva al cartucho de microfluídica y se probó 

que es posible realizar el ensayo con el sistema de microfluídica en un tiempo de casi 20 

minutos. Sin embargo, la visualización del resultado no fue completamente adecuada, por lo que 

aún puede mejorarse el ensayo de detección en el dispositivo de microfluídica.  

En general, se logró obtener un prototipo de inmunoensayo en formato de tira reactiva para la 

detección de ZIKV utilizando anticuerpos comerciales contra ZIKV, el cual funciona tanto de 

forma independiente o en un sistema de microfluídica. 
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10. Perspectivas 

 

Al tratarse de un prototipo, aún es necesario realizar una validación de la prueba, obtener la 

sensibilidad y especificidad para poder comparar con los métodos estándar o con pruebas 

rápidas comerciales que sean similares. Asimismo, sólo se probó la detección de proteína E 

recombinante, por lo que sería adecuado probar la detección de partículas virales. También sería 

interesante probar el desempeño del inmunoensayo utilizando otro tipo de muestras como orina, 

saliva o incluso con muestras de mosquitos macerados.  

Respecto al ensayo en el dispositivo de microfluídica, se podría fabricar de una forma más 

adecuada la laminilla adicional necesaria para la integración de la tira reactiva. También es 

necesario hacer mejoras en el procedimiento general, especialmente en el revelado, para tener 

una buena visualización del resultado.  

Asimismo, aunque se trata de una prueba cualitativa, la lectura del resultado puede ser subjetiva. 

Por lo que se podría utilizar un software de análisis de imagen para leer el resultado, por lo que 

se tendría que estandarizar la forma en que se toma la imagen de las tiras y el análisis en el 

software. Sin embargo, el uso de un software para la obtención del resultado modifica la 

simplicidad general de la prueba.  

Aunque se obtuvo un prototipo funcional, este podría mejorarse. El ensayo se hizo pensando en 

la adaptación final al cartucho de microfluídica, por lo que se tuvieron ciertas limitaciones en 

los reactivos que se pudieran utilizar. Considerando que el prototipo se puede utilizar fuera del 

dispositivo de microfluídica, se podrían hacer mejoras al procedimiento como el uso de Tween 

20 en los lavados. Asimismo, se podría incluir un pad absorbente en la tira reactiva, lo cual 

permitiría utilizar un volumen mayor de muestra y ayudar al flujo de las soluciones y reactivos 

a través de la membrana.  

Por otro lado, el diseño de las líneas de control y detección en la membrana de nitrocelulosa 

permite su adaptación para la detección de diferentes analitos, simplemente cambiando la 

proteína en la línea control. Incluso podría tenerse una tira reactiva general al utilizar un 

anticuerpo anti-IgG en la línea control, dando la oportunidad de desarrollar diversos ensayos.  
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ANEXOS 

Anexo 1. Conjugación de anticuerpos con nanopartículas de oro 

Ajustar las AuNPs (40 nm) a 1 DO con agua-milliQ, de ser necesario. Para 300 µL de AuNPs 

(40 nm, 1 DO), ajustar el pH con 12 µL de buffer de fosfatos (H2PO4) 0.1 M al pH adecuado 

(ver Anexo 2 para determinar el pH óptimo para la conjugación). Después, agregar 6 µL del 

anticuerpo a 1 mg/mL diluido en agua-milliQ. Mezclar con vortex e incubar a temperatura 

ambiente por 1 hora en agitación orbital (600 rpm). Posteriormente, centrifugar a 3000 xg por 

30 minutos a temperatura ambiente. Retirar el sobrenadante cuidadosamente y resuspender el 

pellet con 100 µL de PBS-BSA al 0.1%. Si es necesario, sonicar los conjugados en baño 

ultrasónico en intervalos de 5 a 10 segundos. Conservar los conjugados a 4 °C.  

Anexo 2. Determinación de pH óptimo para la conjugación de anticuerpos con 

nanopartículas de oro 

En pozos de microplaca se agregar 100 µL de AuNPs a 1 DO. A cada pozo agregar 4 µL del 

buffer de fosfatos (H2PO4) 0.1 M al pH correspondiente (pH 6.2, 6.6, 7.0, 7.4 o 7.8). A los pozos 

control agregar 4 µL de H2O. A continuación, a los pozos a los que se les ajustó el pH agregar 

2 µL del anticuerpo monoclonal a 4 mg/mL. Mezclar cada pozo con micropipeta e incubar por 

15 minutos a temperatura ambiente en agitación orbital a 350 rpm. Después, agregar 100 µL de 

solución de NaCl al 10% a cada pozo, excepto a uno de los pozos control, a este agregar 100 µL 

H2O. Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente en agitación orbital a 350 rpm. 

Posteriormente, observar los colores de las AuNPs a los diferentes pH, comparando con el 

control de AuNPs (sin mAb y sin NaCl). El pozo con el color más cercano al control indica el 

pH ideal para realizar la conjugación, ya que permite una mejor interacción entre las AuNPs y 

los anticuerpos, evitando la aglomeración y precipitación de las nanopartículas.  


