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RESUMEN

Se propone como alternativa para la determinacidn de anticuerpos contra el virus del
dengue, el uso de muestras de sangre total obtenidos en papel filtro, por ser un método
sencillo vy no requerir de muchos cuidados en el envio al laboratorio. Se evaluaron 100
muestras de suero obtenidas en tubos al vacio y sangre total en papel filtro
respectivamente, de pacientes con diagndstico clinico de Dengue clisico. Ambas muestras
fueron evaluadas c¢on los métodos serolégicos de ELISA Indirecta para detectar lgG e
Inhibicién de la Hemaglutinacién para detectar anticuerpos totales,

Por ELISA indirecta se obtuvo un total de 51 positivos y 49 negativos en suero; 45
positivos y 48 negativos en papel filtro, con una concordancia por indice Kappa de 0.92,
sensibilidad de 88% y especificidad de 98% . Por Inhibicion de la Hemaglutinacién se obtuvo
un total de 45 positivos y 55 negativos en suero; 40 positivos y 50 negativos en papel filtro,
con una concordancia por Indice Kappa de 0,88, sensibilidad de 87% y especificidad de 91%.
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ABSTRACT

This present study suggest an alternative to determine dengue (DEN) antibodies from
whole blood samples on filter paper because this method is simple and it requires less
details for the shipment of samples to the laboratory. A total of 100 sera samples in
vacutainers and total blood samples on filter paper were obtained from patients with clinical
diagnosis of DEN ELISA for lgG and by hemagglutination Inhibition for total antibodies.

The Indirect ELISA results indicated 51 positive and 49 negative samples amang the sera;
45 positive and 48 negative in filter paper samples. The test has a concordance 0,92 Kappa
Index, 88% and 98% of sensitibity and specificity respectively. The Hemagglutation Inhibition
test results indicated 45 positive and 55 negative samples among the sera; 40 positive and 50
negative results on filter paper. The test has 0,88 Kappa index, 87% and 91% of sensitibity and
specificity respectively.
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INTRODUCCION

| dengue constituye un serio problema de
salud publica en las Américas'. En 1990 se

casos de dengue en 10 departamentos (Tumbes,
Piura, Amazonas, San Martin, Loreto, Hudnuco,

produjo la primera epidemia de dengue clésico en
¢l Perd, habiéndose registrado un total de 9 623
casos, en los departamentos de Loreto, San
Martin, y Ucayali; el serotipo aislado fue el 1
hasta 1993; desde entonces se han presentado
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Ucayali, Junin, Madre de Dios, y Cajamarca). En
1995 se aisld el serotipo 2 en Piura. La ultima
localidad involucrada es Bagua Grande en
Amazonas donde se ha aislado el serotipo 2 en
enero de 1996.2

Si bien se estima que 2 747 891 personas que
habitan en las localidades afectadas estin en
riesgo de desarrollar dengue hemorrdgico,” no se
tiene informacién sobre la prevalencia de la
infeccidn previa y que esté basada en estudios de
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laboratorio, por lo que es importante realizar
estudios de prevalencia adecuadamente disefiados
y contar con técnicas de laboratorio, que sean de
facil realizacidn desde la obtencidn de muestras en
el campo y su procesamiento en el laboratorio.
También es importante la deteccién precoz de
casos de dengue durante los brotes de
enfermedades febriles, con cardcter epidémico.

Existen diversos métodos parala deteccidn de
anticuerpos circulantes tanto IgM como 1gG
utilizando muestras de suero;*® sin embargo,
cuando se realizan pruebas de campo, se deben
considerar las dificultades gue pueden darse para
la obtencidn de la muestra de sangre, la obtencidn
del suero, su conservacion y envio al laboratorio,
y ademds otras como escasez de materiales ¢
insuficiente capacitacion del personat operativo.

Una alternativa para la determinacion de
anticuerpos para dengue es la obtencién de la
muestra de sangre en papel filiro, procedimiento
que es sencillo y no requiere de muchos cuidados
para su envio al laboratorio, ademds que reduce
los costos. Hay estudios que muestran las
bondades de csta técnica para detectar IgG y
anticuerpos totales, sin embargo, es necesaria su
estandarizacién en nuestro medio

La estandarizacién de este método, permitird
mejorar ¢l diagndstico y facilitard la rcalizacién de
estudios seroepidemiolégicos en el Perd, con los
beneficios de contribuir en el control y vigilancia
del dengue.

MATERIALES Y METODOS

Eil presente estudio se realizd después del
brote epidémico ocurrido en Amazonas-Bagua
Grande (noviembre de 1995 hasta enero de 1996).

Obtencion de la muestra

La obtencion de las muestras se efectud en el
mes de marzo de 1996, realizindose el muestreo
seroldgico en 104 pacientes con diagnostico clinico
de Dengue cldsico y el aniecedente epidemioldgico
de residir en una drea con presencia de Aedes
aegypir.

Papel filtro

Para la obtencidn de muestras se utilizé papel
filtro Whatman N° 3 con un didmetro de 11 mm, el
cual adsorbe aproximadamente a 50 uL de sangre
total.

La obtencion de la muestra, se realizo
mediante una puncién en el pulpejo del dedo y se
procedid a absorber la sangre dircctamente; la
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muestra debfa cubrir el didmetro indicado por cl
circulo marcado, se dejé secar al medio ambientecn
un lugar protegido de la luz solar directa. Se
colocaron en bolsas de plastico para transportarlas
al laboratorie. Se llené una ficha clinica-
epidemioldgica para cada paciente.

Suero

Se obtuvieron 100 muestras de sangre venosa
en tubos al vacio de las mismas personas a las que
se habfan obtenido muestras en papel filtro
utilizando la técnica de tubos al vacio,

Las muestras de sangre fueron procesadas
para la obtencion de sucre y mantenidas a -10°C
hasta su envio al Laboratorio de Virologia, Centro
Nacional de Laboratorio de Salud Publica del
Institute Nacional de Salud (Lima, Peni).

Elucion delamuestra
Prueba de ELISA Indirecta

En la prueba de ELIS A Indirecia para detectar
anticuerpos de tipo IgG; 1a elucién de discos de
papel filtro absorbidos con sangre se realizé con 2
ml de¢ buffer fosfato salino (PBS) con albumina
bovina fraccién V al ,5% pH 7.2 a 4°C durante
toda la noche, obteniendo una dilucion de 1;100
como lo requiere el método utilizado.

Las muestras de suero, se diluyeron siguiendo
el protocolo del ELISA Indirecto estandarizado
porel Naval Medical Research Institute Detachment
(NAMRID).

El antigeno utilizado en la prueba ELISA
Indirecto procede de células VERQ infectadas con
virus Dengue 1 cepa Hawaii lisadas por sonicacidn.

El conjugado empleado es una inmunoglobulina
anti Ig(G marcada con peroxidasa {Affinity purified
Antibody Peroxidase Labeled Goat Anti Human
IgA +1gG + IgMII+L).

El Valor de corte se obtiene mediante
XN+3DS.

Considerando en la prueba el valor de 0.2
como lfmite para la evaluacion de los resultados:
Densidades dpticas < (1.2 : Negativo
Densidades 6pticas > 0.2 : Positivo

Prueba de Inhibicion de 1a Hemaglutinacidn

Para la prueba de Inhibicién de la
Hemaglutinacién la elucién del papel filtro se
realizé con 450 uLlL de buffer borato salino 0,5 M
pll 9,0 a 4°C durante toda la noche. Se eliming cl
papet filtro y se agregd 500 UL de kaolin al 25% al
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eluido, con agitacién ocasional x 30 min. a
temperatura ambiente para eliminar los inhibidores
inespecificos. Se centrifugd a 2,000 durante rpm 30
mif.

Luego cada muestra tué absorvida con 25 ml
de hematfes de ganso al 50% en solucion salina
fisiolégica mantenicndo a 4°C x 20 min. con
agitacién ocasional. Se centriflugé a 500 rpm
durante 15 min. a 4°C; obteniendo una dilucién
final de 1:20.

Las muestras de suero fueron tratadas con
kaolin al 25% y hematies al 0.5%; segtin ¢l método
convencional de Clark y Casals®,

Una vez obtenidas las muestras tratadas se
realizé la deteccidn de los anticuerpos utilizando la
pruebade Inhibicidn de lJa Hemaglutinacion {THA)
para detectar anticuerpos tolales.

Los materiales que utiliza la prueba de
Inhibicion de la Hemaglutinacion son los mismos
descritos por Clark y Casals, moditicado por el
Instituto Pedro Kouri {IPK).

El antigeno utilizado para la prueba de
Inhibicion de la Hemaglutinaciéon (IHA) fué
obtenide a partir de cerebro de ratén lactantc
infectado tratado con sucrosa y acetona € inactivado
con Beta-propiolactona.

Titulo > 1: 20 : Anticuerpos detectables
Titubo < 1: 20 : Anticuerpos no detectables

INTERPRETACION DERESULTADOS

Indice Kappa: es untest de concordancia que
s¢ basa en la comparacidn de indices de
concordancia esperado {pe} con los indices de
concordancia observados (po).? Se clasificarén en
5 grupos:

RESULTADOS

Los resultados de la prueba de ELISA
Indirecta, comparando las muestras de suero y las
muestras obtenidas en papel filtro se observan en
1a Tabla N°l_ T.a misma comparacidn cuando se
utiliza la Pueba de Inhibicién de Hemaglutinacién
{THA) se muestra en la Tabla 2.

Tabla 1. Resultado comparativo de IgG anti
Dengue, en suero y papel filtro, utilizando la
prueba de ELISA indirecta

Papel de Suero

Filtro Positivo Negativo
Positive 45 1
Negativo ] 48
Total a1 49

Concordancia (Indice Kappa) = 6.92 MB
Sensibilidad - 88 % ; Especificidad: 98 %

Tabla 2. Resultado comparativo de anticuer-
pos totales anti-Dengue, en suero y papel
filtro, utilizando la prueba de IHA

Papel de Suero

Fiitro Positivo Negative
Positivo 39 5
Negativo 6 ~0
Total 45 55

Concordancia Kappa
Deficiente <0,20
Regular 0,21 - 6,40
Moderada 041 - 0,60
Buena 0,61 - 0,80
Muy Buena 0,81 - 1,00

Positivo para ELISA: Cuando presentan
densidad 6pticas {DO) igual o supcrior al valor dc
corte (0,2) para la prueba ELISA Indirecta.

Positivo para IH: Si ¢l titulo cs mayor o igual
a 1/20.

Concordancia (Indice Kappu) = 0,88 MB
Sensibilidad : 87 %, Especificidud: 91 %

Se observo que en 93 muestras los resultados
de la prueba ELISA Indirecta fueron coincidentes
(45 positivos vy 48 negativos); 6 muestras
positivas en el suero no fueron detectados en ¢l
papel filtro y una muestra fue considerada como
falsa positiva.

En la prueba de Inhibicién de la Hemagluti-
nacién coincidieron 89 (39 positivos y 50
negativos) 6 muestras positivas en el suero no
fueron detectadas en papel filtro y 5 muesiras
fueron consideradas falsas positivas.

Los resultados serolégicos a partir de
muestras de suero y muestras obtenidas en papel
filtro, fueron sometidos a evaluacidn, presentando
unasensibilidad para ELISA Indirecta e Inhibicién
de la Hemaglutinacion de (88% y 87%) y una
especificidad de 98% y 91% respectivamente. Asi
mismo se les aplico ia prueba de concordancia del
Indice Kappa obteniendo un resultado de 0,92
para ELISA Indirecta y 0,88 para [HA,
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LaTabla 3 muestra una direrencia entre las
densidades dpticas de las muestras obtenidas en
papel filtro v las dengidades Hpticas de las muesiras
de suero.

Tabla 3. Promedioc de las densidades optices
(DO) obtenidas en suero y papel filtro, por ja
prueba de Elisa indirecta

Muestra  Suero _Papei de Filtro
# X DO Resutado X DO Resultade
49 0.008 N 0.070 N
3 0.282 P 0170 N
5 0,350 F (.203 P
4 .58t o 0.338 P
5 0481 P G412 P
5 L7186 F 8513 g
§ R P D807 P
5 4.505 B 3687 P
3 0,723 P 273 P
7 1.057 P 0.869 P
E 1.218 P 0.981 P

P= Positivo » 0,2: N=Negativo < 0,2

La Tabla 4 muestra una disminucidn en 1 y 2 dilu-
ctones entre el titulo de {as muestras en papel filtro
v el titulo de lus muestras séricas.

Tahia 4. Titule en suerc y papel filtro, en ja
prueba de inhibicién de hemaglutinacion.

Muestra Suero Papel de Filzo

# ¥ DO Aesdtade X DG Resultado

55 < §:20 N < 1:20 N
3 1:20 P <120 N
2 1:40 P <1:20 N
4 180 P 1:20 P
5 1:160 P 1:40 P
5 1320 P 1:80 P
3] 1:840 P 1:160 4
5 1:128¢ P 1:320,1,640 P
3 1:286¢ [ 11280 P
5 15120 I3 1:2560,1:1280 P
5 110,240 P 15128,1.2560 P

¥= Positivo > 120, N=Negative < 120

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio son
comparables a otros realizados por Guzman vy
col’”, Visquez v col* y Kuno y col*; quienes
emplearon papel filtro para la recoleccién de
sangre, ¢l método de  Inhibicidn de la
Hemaglutination”, BELISA de Inhibicién® y ELISA
Indirecta® para la evaluacidn serolégica de las
muestras recolectadas.
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La sensibilidad obicnida en este estudio por el
método de Inhibicidn de fa Hemaglutination fue del
83%, siendo superior a ia obtenida por ofros
autores’ quicnss reportan una scovibilidud de 82%
cuando las muestras en papel fltro fueron
almacenadas a temperatura ambignte y procesadas
a los 30 dias,

La sensibilidad reportada para las pruchas de
ELISA Indirecta y de Inhibicion es de 96% a 9994,
mieniras gue en cste estudio se encontrd 88%
utilizando ELISA Indirecta.

Hay variaciones en la sensibilidad cuando las
muestras son procesadas en perfodos diferentes
tuego de Ia obtencidn de la muestra, tambigén es
tmportanic ia conservacidn de los mismas™ La
diferencia en Ia sensibilidad encontrada con la
reportada podria cstar relacionada 2 que nuesiras
muestras fuercn almacenadas al medio ambiente,
micniras que en los otros reportes fueron
conservadas a 47C, Consideramos importante
evaluar la utilidad de las muestras conservadas al
medio ambiente por las limitaciones de la cadena
de frio en estudios epidemioldgicos.

Cuando se estudiaron otras etiologias, algunos
autores encontraron que al conservar sueros

‘vidos en papel filtro ¥ en bolsas de polietileno

2t de sflica & temperaturas menores o iguales

2°C durants un afio,los niveles de anticuerpos
disminuyen s6lo en un thule®

La diferencia entre as densidades dpticas {DO}
de la muestra de suero y ef abtenido en papel filtrn
en la prueba de ELISA Indirecta fue de 0.1 a 0,3 tal
cotho se muestra en la tabla 3de igoal forma la
diferencia de los titulos obtenidos en sueros y papel
filtro por la prueba de Inhibicidn de la
Hemaglutinacién mostré una disminucidn de 1a 4
diluciones tal como se observaen la Tabla 4, Estos
resultados podefan también explicar la sensibilidad
obtenida en este estudio con respecto a los
reportados a otros trabajost’,

Al aplicar el Test de Concordancia mediante
¢l Indice de Kappa™ se obtuvo un valor do 0,92
para BLISA Indirecta y un valor de 0.88 para
Inhibicidn de ia Hemaglutinacion correspondicnte
a muy buenoc.

L.a obtencién de muestras de sangre para
evaluar anticuerpos contra el dengue, utilizando
pupel filtro®** permitir& hacer encuegstas
seroepidemiolGgicas para delimitar zonas de riesgo
y contar cen cifras reales que orignten las
programaciones considerando el riesgo det dengue
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hemorrdgico, ademds de contribuir a 1a vigilancia
epidemiolégica con soporte laboratorial. La
utilizacién de papel filtro trae consigo la facilidad
de su realizacidn.¢l bajo cosio,aceptabilidad por
parte de la poblacidn y facilidad para el transporte.
con un margen de error poco significativo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este
estudio consideramos que pueden utilizarse
muestras de sangre colectadas en papel filtro para
la deteccidn de anticuerpos IgG y anticuerpos
totales contra dengue por ELISA Indirecta
Inhibicién de lu Hemaglutinacién respectivamenie

debiendose continuar con las evaluaciones
constderando otras variables como tipo de papel
filtro,temperatura, tiempo de conservacion de las
muestras colectadas en papel filtro y dilucién final
de la elucidn, asi como su aplicacitn a otras
etiologias de interes para el pais.

Nota

Las opiniones aquf vertidas constituyen
opiniones particulares de los autores y no deben
ser interpretadas como opinianes oficiales o que
reflejen el parecer del Departamento de Marina de
los Estados Unidos.
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