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RESUMEN.

El dengue es en la actualidad, la arbovirosis
humana de mayor importancia. La enfermedad se
reporta en mas de 100 paises y 2,500 millones de
personas estan en riesgo de padecerla. Se estima que
anualmente ocurren 50,000,000 de infecciones con
méas de 500,000 casos de hospitalizacion y se
producen entre 25,000 y 50,000 muertes.
Dada la emergencia y reemergencia del dengue y la
fiebre hemorragica del dengue, su diagndstico se
convierte en un objetivo de primer orden para
cualquier pais, por la necesidad de diferenciarlo de
otras enfermedades y como soporte a los sistemas de
vigilancia de la enfermedad. En este sentido, la
confirmacion de laboratorio ocupa un papel prioritario,
siendo el inmunoensayo enzimatico para la captura
de IgM anti-dengue el método de eleccion por su
elevada especificidad, sensibilidad y rapidez de
ejecucion. Un ejemplo de esta técnica lo constituye el
estuche de reactivos ultramicroELISA Dengue IgM.
En el trabajo se presentan los resultados de la
normalizacién de un nuevo formato para el mismo,

consistente en emplear placas de tiras y reactivos
preparados listos para el uso.

En el nuevo formato del estuche se mantuvieron
las condiciones originales de concentracion de
recubrimiento y dilucién de conjugado. La precision
de las placas, intra e inter-ensayos, fue en ambos
casos inferior al 10 %. Todos los reactivos tuvieron
una estabilidad superior al 90 % durante el tiempo de
prueba. Al comparar las placas de tiras con las placas
rigidas, asi como los reactivos listos para el uso con
los reactivos concentrados, no se obtuvieron
diferencias significativas. Respecto a la inhibicion de
la hemaglutinacién, se obtuvo un 94.3 % de
sensibilidad, un 94.1 % de especificidad y un indice
kappa de 0.91.

Los resultados indican que el UMELISA
DENGUE IgM en su nuevo formato mantiene
confiabilidad para la deteccién temprana de pacientes
afectados por el dengue.

(Rev Biomed 2005; 16:1-13)
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diagndstico.

SUMMARY.
Dengue IgM capture UltraMicroELISA test with
ready-to-use reagents.

Dengue is currently one of the most important
human arboviruses. It is reported in more than 100
countries, and two and a half billion people are at risk
of infection. Annually, it has been estimated that there
are 50 000 000 cases of infection, with more than
500 000 hospitalized cases, and 25 000 to 50 000
deaths. Because of the emergence and re-emergence
of dengue and its hemorrhagic fever, the diagnosis of
this disease through laboratory tests is the first
objective in any country for the differentiation of dengue
from other diseases, as well as, for the support of the
surveillance systems. The best choice for the diagnosis
of dengue fever is an immunoglobulin M-specific
capture Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), due to its specificity, sensitivity, and fast
performance. An example of this technique is IgM
dengue ultramicro ELISA. We present the results of
normalization of dengue ultramicro ELISA’s new
format, which includes strip plates and ready-to-use
reagents. The original conditions of coating and
conjugate dilution of UMELISA Dengue IgM were
maintained. Both, within-run and between-run
precision values were below 10%, the stability of all
reagents was higher than 90%. There were no
significant differences when comparing the previous
kinds of reagents and strips with the new ones.
Comparedto hemaglutination inhibition, the sensitivity
was 94.3%, the specificity was 94.1%, and the kappa
concordance index was 0.91.

Results indicated the ultramicro ELISA’s new
format maintains its reliability in the early detection of
dengue. (Rev Biomed 2005; 16:1-13)

Key words: dengue, ultramicroELISA, IgM,
diagnosis.

INTRODUCCION.
El dengue es una enfermedad infecciosa
producida por un virus ARN, perteneciente a la Familia
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Flaviviridae, al cual se le reconocen cuatro serotipos
(DEN-1, DEN-2, DEN-3y DEN-4) (1), transmitidos
por el Aedes aegypti como vector principal (2). En
términos de morbi-mortalidad y de costo econémico,
es a escala mundial, el arbovirus méas importante con
un estimado anual de 100 millones de casos (3, 4).

En las infecciones agudas por dengue, se aprecian
dos patrones de respuesta sérica: primaria y
secundaria. La primera se ve en individuos que no
son inmunes a flavivirus y en ella los anticuerpos IgM
se incrementan entre el tercer y el quinto dia de
comienzo de los sintomas, alcanzan un pico a las dos
semanas y practicamente a los tres meses descienden
a niveles no detectables, aunque en algunos casos
pueden persistir por mas de 90 dias. La elevacion de
los anticuerpos IgG ocurre entre los dias 10 al 14y
permanecen asi durante toda la vida. La respuesta
secundaria se observa en aquellos individuos con una
infeccion aguda por dengue, los que han padecido
previamente una infeccion por flavivirus. En este caso,
los titulos de anticuerpos IgG se elevan entre el primer
y el segundo dia hasta niveles altos, y los IgM lo hacen
mas lentamente y en menor nivel que en las infecciones
primarias (5-9).

Lamayoria de las infecciones primarias, resultan
en la fiebre del dengue (FD), enfermedad leve
caracterizada por fiebre bifésica, intenso dolor de
cabeza, mialgia, artralgia, erupcion cutanea,
linfadenopatia y leucopenia (10). Las formas graves
de la enfermedad, fiebre hemorragica del dengue
(FHD) y sindrome de choque por dengue (SCD),
estan usualmente asociadas a infecciones secundarias
(12). La FHD se caracteriza por fiebre alta, fendbmenos
hemorrégicos asociados con disminucién de la
cantidad de plaquetas, incremento en la permeabilidad
capilar y hepatomegalia. En el SCD el estado del
paciente se deteriora de forma sUbita, y aparecen
signos de insuficiencia circulatoria (12).

A pesar de los avances en el conocimiento y
caracterizacion clinico-epidemioldgica de la FD, la
FHD vy el SCD, el apoyo del laboratorio resulta
imprescindible en el diagnostico diferencial mediante
el aislamiento viral, el diagnostico seroldgico o la
deteccién molecular. El diagndstico serélogico de
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rutina incluye la inhibicion de la hemaglutinacion (IH),
la fijacion del complemento (FC), la neutralizacion (N)
y el ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA) (13).

Un ejemplo de MAC-ELISA lo constituye el
ultramicroELISA (UMELISA) Dengue IgM (14).
Con el objetivo de mejorar la utilizacion y manipulacion
del mismo, se modifico el formato del estuche a placas
de tiras y reactivos listos para el uso. Los resultados
en la normalizacién del nuevo formato, se presentan
en el siguiente trabajo.

MATERIALESY METODOS.

Muestras de suero humano: Se evaluaron 52 pares
de sueros de pacientes con sospecha clinica de
infeccion por dengue. Las muestras fueron colectadas
durante la epidemia de dengue ocurrida en el primer
semestre de 1997 en Santiago de Cuba, Cuba (15,
16). Los sueros se conservaron a-20°C y se dividieron
en infeccion primaria (n = 4), infeccion secundaria (n
=31) y no dengue (n =17), segun el criterio de IH.
Fase sélida: Placas (Greinerlabortechnik, Alemania)
de ultramicroELISA (10 puL por pocillo) rigidas (96
pocillos) y en tiras (8 pocillos X 12 tiras) (17).
Anticuerpos del recubrimiento: Los anticuerpos
anti IgM humana obtenidos en carnero (Centro de
Inmunoensayo), fueron adsorbidos con AH-
Sepharose 4B-1gG humana y purificados por
cromatografia de afinidad con AH-Sepharose 4B-IgM
humana. Finalmente se dializaron contra solucion salina
tamponada con fosfato (SSTF) pH 7.4 y se
almacenaron en la misma solucion a - 20°C hasta el
momento del uso.

Sueros controles: El suero control negativo fue
obtenido de un donante de sangre del Banco
Provincial del municipio Marianao, Ciudad de la
Habana, Cuba. Para confeccionar el suero control
positivo, se mezclaron muestras de Brasil y Colombia
pertenecientes a pacientes con infeccion por dengue.
La negatividad o positividad de los sueros controles
se evalué mediante la técnica de IHy el MAC ELISA
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK), Cuba.

Antigeno: Para las pruebas de IHy el UMELISA,
se emplearon antigenos extraidos por el método de
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acetona-sacarosa (18), de cerebro de ratones
lactantes inoculados con los virus dengue 1 (Hawai),
dengue 2 (Nueva Guinea), dengue 3 (H-87) y dengue
4 (H-241).

Para la técnica de IH se utilizaron sélo los

serotipos DEN1y DEN2. En el UMELISA se empleod
una mezcla que contenia los 4 serotipos, cada uno a
16 Unidades Hemaglutinantes (UH) (19).
Conjugado anticuerpo-enzima: Un anticuerpo
monoclonal anti-complejo dengue (isotipo 1gG 1),
purificado por cromatografia de afinidad utilizando una
columna de Proteina A - Sepharosa CL 4B, se conjugo
con la fosfatasa alcalina EIA-grado | (Roche,
Alemania) mediante el método del glutaraldehido en
un solo paso (20).
Sustrato fluorigénico: Se empled una solucion
concentrada (0,5 mM) de 4 metilumbeliferil fosfato
(Koch Light Ltd. Haverhill, Suffolk, Gran Bretafia).
Para su dilucion se utiliz6 dietanolamina 1 M, pH 9.8
(Merck, Alemania).

Equipamiento: Para el lavado de las placas se empled
un lavador MAS 301 y para medir la intensidad de
fluorescencia el Fotometro-Fluorimetro PR-521,
equipos pertenecientes a la tecnologia SUMA (21).
Prueba de la IH: Se empled el método original
adaptado al formato de microtécnica con 8 UH de
cada virus (18). Se consideraron como positivos los
pares en los cuales entre el primer y el segundo suero
hubo un incremento de 4 veces el titulo. En los casos
en que alguno de los dos sueros presento titulos3 1:
2560 se consider infeccion secundaria (1).
UMELISA DENGUE IgM: Ensayo
inmunoenzimatico heterogéneo en su variante de
captura. Se realizaron tres incubaciones de 1 hora a
37°C cada una, correspondientes a las muestras y los
sueros controles, el antigeno y el conjugado. Al
culminar cada incubacion, se efectuaron 6 ciclos de
lavado con tamp6n Tris-HCI 15 mM, Tween-20 al
0.05 % pH 7.8. Finalmente se afiadié e incubo el
sustrato 30 minutos a temperatura ambiente. Los
resultados se expresaron en unidades de fluorescencia
(UF) y se calcularon como la relacion M-B/P-B,
donde M, B (solucidn diluente de las muestras) y P
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fueron las UF de la muestra, el blanco y el suero control
positivo, respectivamente. Se consideraron como
positivas las muestras cuyo valor de relacién fue mayor
oiguala0.3.

Recubrimiento de la fase solida: Las placas rigidas
(placas control) y las de tiras (placas prueba), fueron
recubiertas con diferentes concentraciones de anti IgM
humana en solucion de tampon Na,CO,/NaHCO, 10
mM, pH 9.6. Se incubaron durante 4 horas a45°C y
finalmente fueron bloqueadas con SSTF que contenia
seroalbumina bovina (SAB) al 0.1%.

Preparacion de los sueros controles: Se probaron
dos variantes: concentrados (variante control) y listos
para el uso (variante prueba). Los controles
concentrados, en el momento de la prueba, se
diluyeron 1:21 con una solucién de suero de carnero
al 5% enTris-HCI 15 mM, Tween-20 al 0.05 % pH
7.8, mientras que los listos para el uso, se presentaron
diluidos 1:21 con la solucién anterior, de manera que
se utilizaron directamente como se suministraban en
el estuche de reactivos.

Preparacion del conjugado: Al igual que en los
sueros controles, se probaron dos variantes de
presentacion una concentrada (variante control) y otra
lista para el uso (variante prueba). En el primer caso
el conjugado se prepard a la dilucion de trabajo en el
momento de realizar la prueba. Por su parte, en la
variante lista para el uso, se present6 una solucion del
conjugado, a la dilucién de trabajo, para ser aplicada
directamente en el ensayo.

Seleccion de las condiciones de ensayo: El empleo
de las placas de tiras exigi6 evaluar nuevamente la
concentracion de recubrimiento y la dilucion del
conjugado. Paraello, se realizd una titulacion cruzada
que comprendio la evaluacion de forma simultanea
de diferentes concentraciones de recubrimiento (de
4.5a17.5 pg/mL de anti IgM humana) con diferentes
diluciones del conjugado (de 1:1000 a 1:9000).
Para la seleccion de la combinacién éptima de
concentracion de recubrimiento y dilucion de
conjugado, se considerd que la concentracion escogida
se encontrara dentro de la zona de meseta, definida
como el rango de concentraciones para las cuales las
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UF de cada uno de los sueros controles se mantenian
constantes, y que hubiese una adecuada separacién
entre los sueros controles con valores inferiores a 10
UF para el negativo y entre 130 a 150 UF para el
positivo.

Estudio de reproducibilidad: Se utilizaron las dos
fases solidas y 5 muestras con diferentes niveles de
positividad. Las mismas fueron aplicadas 10 veces
por placa durante cinco dias consecutivos para
determinar los coeficientes de variacion (CV) intrae
interplacas.

Estudio de estabilidad en anaquel: Se realiz6 con
las placas de tiras y los sueros controles y el conjugado
preparados listos para el uso. La condicion control
fueron los resultados de los sueros controles, en cada
una de las condiciones analizadas, obtenidos el dia
inicial del estudio (tiempo cero) y la condicién prueba
los resultados mensuales durante los 24 meses
posteriores. El criterio de estabilidad se mantuvo
mientras no se observaron diferencias significativas
entre la condicion pruebay la control. La temperatura
de almacenaje fue 4°C.

Comparacion de las placas, los sueros controles
y el conjugado: Se realiz6 la comparacion de las
placas de tiras rigidas y de los sueros controles y el
conjugado de preparados listos para el uso respecto
a los concentrados, a partir de 20 replicados de cada
uno.

Comparacioén entre la IH y el UMELISA en su
nuevo formato: Empleando los resultados de los 52
pares de sueros, se determind la especificidad y
sensibilidad del UMELISA Dengue IgM en su huevo
formato de presentacion respecto a la técnica de I1H,
asi como la concordancia entre ambas pruebas,
mediante el estadistico kappa (22). También, se evalud
la capacidad de una u otra técnica para realizar el
diagndstico de infeccion por dengue, a partir del primer
suero del par (S1), tomado en la fase aguda de la
enfermedad.

Analisis estadistico: En la prueba de estabilidad en
anaquel la comparacion se realizé empleando el test
X2y en la comparacién de las placas, los sueros
controles y el conjugado, la prueba empleada fue t de



5

Student. Ambas pruebas se hicieron parauna=0.01
y se utilizo el programa Microsoft Excel 2002.

RESULTADOS.
Seleccion de las condiciones de ensayo.

Con las placas de tiras, tanto la concentracién
de recubrimiento (12.5 pg/mL de anti IgM humana)
como la dilucidn del conjugado (1:7000), coincidid
con laempleada cuando se utilizan las placas rigidas.
Enlas figuras 1y 2, se presentan los resultados de los
sueros controles en los dos tipos de placas con las
diferentes concentraciones de recubrimiento evaluadas
y el conjugado 1:7000. La figura 3 muestra los
resultados de los controles para ambas placas con
12.5 pg/mL de anti IgM humana y con las diferentes
diluciones de conjugado ensayadas.

Estudio de reproducibilidad.

Los coeficientes de variacion intra e interplacas
no excedieron de 4 y 7 %, respectivamente (cuadro
1).

Estudio de estabilidad anaquel.

Durante el estudio, los resultados de UF de los
sueros controles, en cada de una de las condiciones
analizadas, no presentaron diferencias significativas,
respecto al tiempo cero (datos no mostrados). En el
cuadro 2 se muestran las medias de las UF obtenidas
al tiempo cero y a los 24 meses de estudio.
Comparacion de las placas, los sueros controles

UF
160

o ./././—O/’f”

80 A

40 -

0 LS S S———
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Figura 2.- Evaluacion de las diferentes concentraciones
de recubrimiento en las placas de tiras empleando el
suero control positivo (SCP) y el suero control negativo
(SCN) del ensayo.

y el conjugado.

Al realizar la comparacion de medias con el
estadistico t de Student, no se obtuvieron diferencias
significativas entre las placas de tiras y las rigidas ni
entre los reactivos preparados listos para el uso con
los reactivos concentrados. En el cuadro 3 se
muestran, para cada caso, los valores de las UF
mediasy de t.

Comparacion entre la IH y el UMELISA en su
nuevo formato.

La distribucion de los resultados con el

UF
200
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a5 5 s o

0 v v v v v v ———
11000 12000 1-3000 1-4000 1-5000 1-6000 17000 1-8000 1-9000
dilucién

— @ - SCP Placas rigidas
—&— SCP Placas de tiras

— @ - SCN Placas rigidas
—&— SCN Placas de tiras

Figura 1.- Evaluacion de las diferentes concentraciones
de recubrimiento en las placas rigidas empleando el
suero control positivo (SCP) y el suero control negativo
(SCN) del ensayo

Figura 3.- Evaluacion de las diferentes diluciones de
conjugado en las placas rigidas y en las placas de tiras
empleando el suero control positivo (SCP) y el suero
control negativo (SCN) del ensayo.
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Cuadro 1
Resultados del estudio de reproducibilidad con las placas rigidas y las placas de tiras.

Placas rigidas Placas de tiras
cv cv cv cv
Muestra UF intra- inter- UF intra- inter-
ensayo ensayo ensayo ensayo
(%) (%) (%) (%)
1 16,4 35 6,7 175 23 7,0
2 25,8 2,7 71 23,7 41 57
3 30,8 3,3 6,8 31,0 3,6 59
4 58,6 2,8 6,6 60,5 39 6,1
5 102,3 4,0 52 104.,4 29 6,4

UF: Unidades de fluorescencia
CV: Coeficientes de variacion

UMELISA en su nuevo formato y la IH, se muestran
en el cuadro 4. Con los pares de sueros clasificados
con la IH como no dengue, hubo coincidenciaen 16
de 17 y un par (21) se evalué como positivo por el
UMELISA. Con éste, se detectaron los 4/4 pares de
infeccion primaria 'y 29/31 de los pares de infeccion
secundaria. En esta ocasion los pares discordantes
fueron el 12 y el 50, diagnosticados como negativos
con el UMELISA. Los datos de las muestras
discordantes aparecen en el cuadro 5.

La muestras S1 empleadas en el estudio de la
capacidad de ambos ensayos para realizar diagnéstico
de infeccién por dengue con el suero de fase aguda,
fueron tomadas entre los dias 1 al 5 de comenzados
los sintomas, cuando los pacientes asistieron por
primera vez al médico. Con el S1, en los casos de
infeccion primaria el UMELISA detect6 2 casos y la
IH no detect6 ninguno. En los pares de infeccion
secundaria, el UMELISA fue capaz de establecer el
diagndstico de infeccion por dengue en 11 de ellos,

Cuadro 2
Resultados del estudio de estabilidad prueba para las placas de tiras y con los sueros controles y
el conjugado listos para el uso.

Placas Sueros controles Conjugado
Sueros
controles TO T24 % TO T24 % TO T24 %
Blanco 6,3 6,5 100 - - - 6,4 59 92,2
Control
Negativo 8,0 78 97,5 79 81 100 84 8,0 95,2
Control
Positivo 1425 141,1 99,01 143,7 140,7 97,9 |[139,6 1384 99,1

TO: Evaluacion al tiempo cero
T24: Evaluacion a los 24 meses de prueba

%: Porcentaje de recuperacion obtenido a los 24 meses respecto al tiempo cero.
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Cuadro3
Resultados de las medias y de la comparacion estadistica mediante t de Student.
Control Placas Sueros controles Conjugado
Control Tiras t Control LU t Control LU t

Control Negativo| 5,75 591 0,31 6,23 6,32 0,23 6,11 6,17 0,17
Control Positivo| 139,24 138,24 1,04 | 140,91 140,82 0,01 | 148,63 146,95 1,59

Control: Placas rigidas o reactivo concentrado (segun sea el caso)
LU: Reactivo listo para el uso

t ooy = 2.86
Cuadro4
Distribucion de positivos y negativos por IHy el UMELISA.
IH
UMELISA Infeccion Infeccion No Total
1 aria 2 aria dengue
Positivo 4/4(100%)  29/31(93,5%) 1/17(5,8%) 34
Negativo - 2/31(6,4%) 16/17(94,1%) 18
Total 4 31 17 52
Cuadro5
Resultados de las muestras discordantes.
IH UMELISA
Muestras | DEN-1 DEN-2 Clasificacion M-B/P-B Clasificacion
12 20 20 2 ana 0,056 Negativa
122 2560 2560 0,138
21 <20 <20 No dengue 0,17 Positiva
212 20 40 0,32
50 - 40 2 ana 0,024 Negativa
5082 - 2560 0,064
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los cuales estaban incluidos en los 13 que detectd la
IH.

La sensibilidad, especificidad e indice kappa
fueron 94.3%, 94.1% y 0.91, respectivamente.

DISCUSION.

La Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS), plantea que cada pais endémico de dengue,
debe tener un sistema pasivo de vigilancia, basado en
el diagndstico clinico, que considere al dengue/DH
una enfermedad notificable (6). Sin embargo, como a
menudo no es posible diferenciarlo clinicamente de
otras enfermedades (23) causadas por distintos virus,
bacterias e incluso algunos protozoos, cuando los
casos son detectados y notificados por los médicos,
ya ha ocurrido una considerable transmision del dengue
e incluso puede haber llegado al méximo.

Las manifestaciones clinicas similares a las
provocadas por otros patdgenos, asi como el
incremento en la prevalencia e incidencia de la fiebre
de dengue, la fiebre hemorragica de dengue y el
sindrome de choque por dengue (24), han establecido
laimportancia de la vigilancia activa basada en pruebas
de laboratorio. Con ella se obtiene informacion
necesaria sobre el inicio, la ubicacion, el serotipo viral
y la gravedad de la enfermedad (25).

Las técnicas comunmente empleadas en el
diagndstico de dengue son la IH (18) y los ELISA
desarrollados para la deteccion de anticuerpos IgM
0 1gG (26). Tanto la IH como los ELISA para IgG
requieren de muestras pareadas colectadas al menos
con un intervalo de 7 dias para realizar un diagndstico
definitivo a partir del incremento en 4 veces o més del
titulo (6). Por su parte los ELISA para IgM (MAC-
ELISA), frecuentemente pueden efectuar el
diagnostico con un Gnico suero colectado en la fase
aguda de la enfermedad. Diversos estudios han
demostrado que los anticuerpos IgM entre el sexto y
el décimo dia de la enfermedad en el 95 % de los
casos, tanto primarios como secundarios, son
detectables (27) y, por ello, la captacién por ELISA
de anticuerpos IgM es en la actualidad la prueba més
util para fines de vigilancia activa y su empleo se ha
generalizado en los Ultimos afios.
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En laactualidad se ha promocionado el desarrollo
y produccidn de diferentes estuches de reactivos (24)
basados en MAC-ELISA dentro de los que se
encuentra el UMELISA Dengue IgM. El formato
original del mismo tenia placas rigidas (96 pocillos),
el antigeno liofilizado y los sueros controles y el
conjugado concentrados. Teniendo en cuenta que la
tendencia actual en el formato de presentacion de los
estuches estd encaminada a emplear el antigeno
liofilizado y los demaés reactivos preparados listos para
el uso (28), el abjetivo del presente trabajo fue evaluar
la sustitucion de los sueros controles y el conjugado
concentrado por sueros controles y el conjugado
preparado listos para el uso, y ademas analizar el
posible reemplazo de las placas rigidas por placas de
tiras.

En las placas de tiras durante la evaluacion de la
concentracion de recubrimiento y la dilucion del
conjugado, se observo que a partir de 10 pg/mL
comenzaba la meseta de recubrimiento, o sea, los
valores de fluorescencia de cada uno de los sueros
controles se mantenian. Teniendo en cuenta, lo
planteado por otros investigadores (29), que se debe
trabajar en la zona de meseta de recubrimiento, se
seleccioné como valor de concentracion éptima 12,5
ug/mL. Esta concentracion se encuentra en dicha zona
y ademas con ellay el conjugado 1:7000, se obtuvo
buena separacion entre el suero control positivo y el
suero control negativo (8 y 137 UF, respectivamente),
de manera que no fue necesario variar las condiciones
actuales de concentracion de recubrimiento y dilucion
de conjugado existentes hasta ese momento.

En cuanto al estudio de reproducibilidad, los
coeficientes de variacion intra e interplacas no
excedieron de 10 %, respectivamente, indicando que
la precision del ensayo era adecuada para garantizar
la homogeneidad de los resultados de una misma
muestra evaluada en momentos diferentes (30).

El anélisis estadistico de los resultados de
estabilidad, evidencio que tanto las placas de tiras,
asi como los sueros controles y el conjugado
preparado listo para el uso, eran estables conservados
24 meses a 4°C. Este resultado mostré que la
introduccidn de los mismos, no altero la estabilidad
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que estos componentes del estuche de reactivos
presentaban en el formato original del UMELISA
Dengue IgM (18 meses a 4°C).

En la evaluacion de las placas, el no haber
obtenido diferencias significativas al comparar las de
tiras con las rigidas, puso de manifiesto que con las
primeras los resultados eran igualmente confiables si
se mantenian las anteriores condiciones de tiempo y
temperatura de almacenaje. Este resultado es de vital
importancia porque incrementa las potencialidades
de uso del UMELISA ya que la introduccion de las
placas de tiras permite que el estuche se pueda
emplear tanto en los laboratorios de pesquisas
masivas como en aquellos donde se procesa un
pequefio nimero de muestras, sin el temor de
desperdiciar determinaciones o tener retrasos en la
emision del diagnostico esperando completar el
numero de muestras (90) requeridas en las placas
rigidas.

Cuando la comparacion se hizo entre los sueros
controles y el conjugado preparado listo para el uso
respecto a estos mismos reactivos concentrados,
tampoco se obtuvieron diferencias significativas, de
manera que es posible suprimir el paso de preparar
las diluciones finales de cada uno de estos reactivos,
con la consiguiente eliminacion de posibles
alteraciones en la prueba, derivadas de su
preparacion.

En el anlisis de los resultados de las muestras,
conel UMELISAYY con la IH, obtuvimos 3 pares de
sueros discordantes. El primer par discordante fue
el 21 que tenia clasificacion de no dengue por IH
(titulos inferiores 1:1280, sin seroconversion) (31) y
con el UMELISA fue débil positivo. Este resultado
pudo deberse a la mayor sensibilidad de las técnicas
de ELISA respecto a la IH (32). Los otros dos pares
discordantes fueronel 12y el 50, que por IH tuvieron
seroconversion y el titulo del suero convaleciente fue
3 1:2560, lo cual es compatible con una infeccién
secundaria comprobada (31) y en estos casos se ha
reportado que en un pequefio nimero de individuos
los anticuerpos IgM pueden no ser detectados (33,
34).

Considerando que una de las desventajas

Deteccion de IgM anti dengue.

fundamentales de la IH es la necesidad de sueros
pareados para realizar el diagnéstico de infeccion
por dengue, excepto en aquellos casos en donde el
primer suero tuvo titulos 3 1:2560, como parte de la
comparacion entre el UMELISAYy la IH, evaluamos
la capacidad de ambas técnicas de realizar el
diagnostico con la muestra S1. Encontramos que
ninguna de las dos técnicas, IH o UMELISA, fue
particularmente eficiente en la realizacién del
diagnostico de infeccion por dengue con el suero de
fase aguda. De los 33 pares de sueros evaluados
como positivos por la IH, el UMELISA empleando
el suero de fase aguda diagnostico el 39% de ellos
(13/33) correspondientes a 2 de infeccidn primaria
y a 11 de infeccion secundaria; por su parte la IH
con el S1 pudo establecer el diagndstico en 13
muestras de los pares de infeccion secundaria. Las
dos muestras de infeccidn primaria que no fueron
detectadas por el UMELISA fueron tomadas al
primer y segundo dia de comenzados los sintomas,
tiempo inferior al establecido para que eleven a
niveles detectables los anticuerpos IgM en las
primoinfecciones por dengue (35). En los casos de
infeccion secundaria la IH super6 al UMELISA 'y
esto pudo estar influenciado porque con ella se
detectan anticuerpos totales (18), tanto IgM como
IgG. Estos ultimos son los predominantes en este tipo
de infeccion y por ello en las re-infecciones son
considerados el marcador por excelencia (28).

La coincidencia entre el UMELISA en su nuevo
formato de presentacién y la IH fue del 94,2%,
resultado similar al 92,85% obtenido al compararlo
con la IH en su formato original con la IH (14). Este
resultado reafirmé que el cambio de formato no
produjo afectacion en la calidad del estuche de
reactivos establecida previamente.

El valor del indice kappa (0.91) evidencié
buena concordancia con la IH (22). Los porcentajes
de sensibilidad (94.3%) y especificidad (94.1%),
fueron comparables a los de otros estuches de
diagnostico disefiados con igual fin (33) y estuvieron
en correspondencia con la aplicacion del ensayo
encaminado al desarrollo de pesquisas masivas en
poblacién con sospecha de infeccion por dengue.

Vol. 16/No. 1/Enero-Marzo, 2005
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CONCLUSIONES.

La presentacion del UMELISA DENGUE IgM
en el formato placas de tiras y de reactivos listo para
el uso optimiza las actuales condiciones de
manipulacion y empleo del estuche. Este ensayo, cuyo
tiempo de ejecucion son 4 horas, constituye una
favorable alternativa en el diagnostico seroldgico de
infeccion por dengue, a partir de una sola muestra de
suero y sin ninguna de las limitaciones asociadas a la
IH.
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