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RESUMEN

El dengue es una enfermedad aguda grave considerada actualmente como infeccién
reemergente, cuyo vector principal es el Aedes aegypti. En Paraguay en el 2007 fueron
reportados 28.181 casos, 55 se clasificaron como fiebre hemorragica del dengue de los
cuales 7 fallecieron. El 90% de los casos fueron de Asuncién y del Departamento Central,
10% del resto del pais. En los ultimos afios se han desarrollado diferentes sistemas
inmunoenzimaticos para el diagndstico del dengue, entre ellos el ELISA de captura de IgM
(MAC ELISA). El objetivo de este estudio observacional analitico de corte transverso fue
comparar la prueba del MAC ELISA desarrollada en el Instituto de Investigaciones en
Ciencias de la Salud (1ICS) utilizando antigenos suministrados por el Instituto Pedro Kouri
(IPK) de Cuba y el Evandro Chagas de Brasil, con el kit comercial ELISA IgM por captura
para virus del dengue (Focus Diagnostics Inc. Cypress, CA, USA). Fueron seleccionados al
azar 92 sueros de pacientes codificados que concurrieron al IICS con sospecha de
dengue, respetandose la confidencialidad de los mismos. La concordancia obtenida fue del
94.6% (indice Kappa: 0.891) utilizando el antigeno del IPK y 96.7% (indice Kappa:
0.9350) con el antigeno del Evandro Chagas, mostrandose alta significancia estadistica
(p<0.00001) en ambos casos. La excelente concordancia obtenida con los dos antigenos
indica que los mismos pueden ser utilizados indistintamente en la prueba del MAC ELISA
desarrollada en el IICS, a fin de apoyar el diagnéstico del dengue a menor costo y que
seria de produccion local.
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ABSTRACT

Dengue is an acute disease currently considered a re-emerging infection, whose main
vector is Aedes aegypti. In 2007, 28,181 cases were reported in Paraguay, 55 were
classified as dengue hemorrhagic fever and seven of them died. Ninety percent of the
cases were from Asuncién and the Central Department and the remaining 10% from the
rest of the country. In recent years various immunoenzymatic systems have been
developed immunoassay for the diagnosis of dengue, including the M antibody capture
ELISA (MAC ELISA). The aim of this cross-sectional observational study was to compare
the MAC ELISA test developed at the Instituto de Investigaciones en Cienciad de la Salud
(11ICS) using antigens supplied by the Instituto Pedro Kouri (IPK) of Cuba and Evandro
Chagas of Brazil with a commercial kit of M antibody capture ELISA for dengue virus
(Focus Diagnostics Inc. Cypress, CA, USA). Ninety two coded serum samples were
randomly selected from patients who attended the 1ICS with suspected dengue,
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respecting their confidentiality. The concordance obtained was 94.6% (Kappa Index:
0.891) using the IPK antigen and 96.7% (Kappa index: 0.9350) with the antigen from
Evandro Chagas showing high statistical significance (p<0.00001) in both cases. The
excellent concordance obtained with the two antigens indicates that they can be used
indistinctly in the MAC ELISA test developed in the IICS to support the diagnosis of
dengue at a lower cost and would be locally produced.

Keywords: dengue, MAC ELISA, antigen.

INTRODUCCION

El complejo dengue esta integrado por 4 serotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4), que
son miembros de la familia flaviviridae, género flavivirus y presentan una morfologia y
estructura gendmica comun. Estos agentes comparten determinantes antigénicos
comunes entre todos los miembros de la familia flaviviridae y presentan ademas,
antigenos especificos propios de cada serotipo viral (1).

Las enfermedades producidas por flavivirus transmitidas por mosquitos son hoy dia
consideradas infecciones reemergentes, por el incremento en la incidencia observada en
los dltimos afios de la fiebre amarilla y principalmente del dengue y la fiebre hemorrégica
del dengue (FHD) (2-5). Por lo general, la enfermedad causada por virus dengue ocurre
en areas tropicales y afecta a mas de 100 millones de personas al afio (6).

En el Paraguay, la reaparicion del dengue se produjo hacia el afio 1989, con 41.990
casos registrados del serotipo 1. Luego de un periodo de silencio epidemiolégico de casi
diez afios, se origind un segundo brote en el afio 1999, extendiéndose hasta el afio 2000
con 24.282 casos y una estimacién de 300.000 casos. Entre marzo y abril del 2006 se
registré otro brote importante del serotipo 3 totalizando 1.884 casos confirmados por el
Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social (7). Hasta junio del 2007 se registraron 55
casos de FHD, de los cuales 7 tuvieron desenlace fatal (8). En total en ese afio se
diagnosticaron 28.181 casos en el pais, siendo la tasa de incidencia de 469 x 100 000
habitantes (9).

Ante la carencia de tratamiento farmacolégico e inmunoprofilaxis, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) define como estrategia global para el control del dengue
incluyendo entre otros componentes, la vigilancia basada en el laboratorio (10). De esta
manera la confirmacion laboratorial rapida de infecciones, es esencial para instituir
medidas eficaces de control (11).

Asi, la vigilancia se hace rutinariamente por serologia, la cual detecta anticuerpos IgM,
siendo el MAC-ELISA (ELISA de captura de IgM) el procedimiento mas utilizado por ser
econémico y facil de ejecutar (12).

En el Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud en el afio 2000 se desarroll6 la
prueba del MAC ELISA IgM lograndose una sensibilidad y especificidad del 82% y 99%
respectivamente (13).

El objetivo de este estudio fue comparar la prueba del MAC ELISA desarrollada en el
Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS) con el Kit comercial ELISA IgM
por captura para virus del dengue (Focus Diagnostics Inc. Cypress, CA, USA).

En nuestro pais los kits comerciales tienen un elevado costo por ser éstos importados,
por lo que el resultado de este estudio posibilitaria apoyar el diagnéstico seroldgico del
dengue con la utilizacion de kits de menor costo por ser estos de produccién local.

MATERIALES Y METODOS

Este es un estudio observacional y analitico de corte transverso, que incluyé a 92
pacientes cuyos sueros (positivos y negativos) fueron testados previamente con un
reactivo comercial “ELISA IgM por captura para virus del dengue” (Focus Diagnostics Inc.,
Cypress, CA, USA). Los pacientes concurrieron al Departamento de Inmunologia Humoral
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del 1ICS entre febrero y abril del 2007. El muestreo fue probabilistico, aleatorio simple de
sueros codificados respetandose la confidencialidad de los mismos. Fueron excluidos del
estudio los sueros lipémicos, ictéricos y hemolizados.

Antigenos: Se utilizaron el antigeno liofilizado de dengue suministrado por el IPK
(Instituto Pedro Kouri) de Cuba, constituido por un pool de los serotipos DEN-1, DEN-2,
DEN-3, DEN-4 vy el antigeno donado por el Instituto Evandro Chagas de Brasil compuesto
por el serotipo DEN- 1.

Conjugado: Preparado con anticuerpo anti-dengue de suero hiperinmune de un
paciente con segunda infeccion de dengue. Las inmunoglobulinas IgG anti-dengue del
suero fueron purificadas por cromatografia de intercambio i6nico DEAE celulosa. La
conjugacion fue realizada con peroxidasa (POD) (14).

Prueba de ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA): El procedimiento se desarrollé

en el Departamento de Produccion-Bioquimica del IICS y consistié en sensibilizar placas
de poliestireno (Nunc-inmunoplates) con anticuerpos anti-lgM humano de cabra
(comercial) dejandose toda la noche a 4°C. Al dia siguiente fueron saturadas con leche
descremada en buffer carbonato por una hora a temperatura ambiente y luego la post-
saturaciéon con PBS-leche descremada. Las muestras de pacientes y controles fueron
incubadas en las placas sensibilizadas por una hora a 37°C en cdmara hiumeda, luego se
realizaron cinco lavados con PBS-Tween. Posteriormente se afiadié el antigeno de dengue
y se incub6 por 18 horas a 4°C. Se volvié a lavar cinco veces con PBS-Tween y se agrego
el conjugado, se incubd una hora a 37°C y se lavé nuevamente siete veces con PBS-
Tween, se afadio el sustrato ABTS incubando luego por 15 minutos en cdmara himeda.
La lectura se realiz6 en el lector de ELISA (Biorad 450, Japon) a 405nm (15).
Prueba de ELISA 1gM por captura para virus del dengue. Focus Diagnostics Inc.,
Cypress, CA, USA: Prueba cualitativa para la deteccién de anticuerpos séricos humanos
IgM contra el virus dengue. El antigeno contiene iguales porciones de los cuatro serotipos
del virus dengue.

Analisis estadisticos: El andlisis de la concordancia entre la prueba de MAC-ELISA de
produccién local con antigenos del IPK y del Evandro Chagas frente al kit comercial ELISA
IgM por captura para virus del dengue (FOCUS Diagnostics Inc.) se realiz6 mediante el
célculo del indice kappa utilizando el paquete estadistico Epi-dat versién 2.0 para
Windows. Los valores de concordancia del indice kappa segun Landis y Koch son: pobre
<0, leve entre 0 y 0.20, baja entre 0.21 y .40, moderada entre 0.41 y 0.60, buena entre
0.61 y 0.80, casi perfecta o excelente entre 0.81 y 1.00 (16).

RESULTADOS

La prueba del MAC ELISA para la deteccidén de anticuerpos IgM anti dengue desarrollado
en el I1ICS con el antigeno IPK tuvo una concordancia del 94.6% con un indice Kappa de
0.891 (IC 95% 0.797-0.983) y p <0.00001, (tabla 1) y con el antigeno de Evandro
Chagas fue del 96.7% de concordancia con un Indice Kappa de 0.9350 (IC 95% 0.862-
0.1.00) y p<0.00001. (tabla 2).
La concordancia obtenida con ambos antigenos comparado con el Kit comercial es
excelente segun la escala de Landis y Koch.
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Tabla 1. Concordancia del MAC-ELISA IgM Tabla 2. Concordancia del MAC ELISA
utilizando antigeno IPK Vs. Kit comercial IgM  utilizando antigeno del Evandro
Chagas Vs. Kit comercial
Focus Diagnostics Inc. Focus Diagnostics Inc.
MAC-ELISA MAC-
antigeno IPK ELISA
+ - total antigeno + - total
E.Chagas
+ 48 5 53 + 45 0 45
- 0 39 39 - 3 44 47
Total 48 44 92 total 48 44 92
DISCUSION

La emergencia de la fiebre hemorragica del dengue y la continlia aparicién de casos de
dengue informados en el pais refuerzan la importancia de los métodos laboratoriales para
la deteccidon de la infeccidn debida al virus. Existen por lo menos dos razones para la
vigilancia en casos de dengue: la primera porque se requieren confirmar los casos
teniendo en cuenta que existen enfermedades clinicamente semejantes como sarampion,
influenza, leptospirosis, fiebre tifoidea, malaria y otras e igualmente frecuentes; la
segunda porque se ha demostrado que el riesgo de epidemias de dengue e incremento de
casos hemorragicos puede depender del serotipo y la cepa del virus que este circulando
@an).

En la mayoria de las localidades donde ocurre el dengue la vigilancia de casos se realiza
por métodos laboratoriales como la serologia para IgM empleando la prueba de ELISA de
captura (MAC-ELISA). Debido a que los anticuerpos IgM anti-dengue se producen
transitoriamente durante las infecciones primaria y secundaria y su deteccién indica una
infeccién activa o reciente, la puesta en evidencia de estos anticuerpos se ha convertido
en una herramienta de incalculable valor muy importante y Gtil en el diagndstico de esta
patologia (1).

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de este estudio utilizando la prueba de
ELISA de captura de IgM desarrollada en el 1ICS y comparando con una prueba de ELISA
comercial (Focus Diagnostics, USA) se demuestra excelente concordancia,
estadisticamente significativa y similar para ambos antigenos (el del Instituto Pedro Kouri
de Cuba compuesto por los cuatro serotipos del virus dengue y el del Instituto Evandro
Chagas de Brasil constituido por un solo serotipo, DEN-1). Por ello que consideramos que
éstos pueden utilizarse indistintamente en la mencionada prueba para detectar
anticuerpos IgM anti dengue en pacientes comprometidos.

Estos hallazgos contrastan con los del estudio realizado por Wu y colaboradores donde
se efectudé una comparacioén de dos antigenos, uno compuesto por los cuatro serotipos de
dengue y otro por un solo serotipo: DEN-2. En dicho estudio se obtuvieron mejores
resultados con el antigeno constituido por los cuatro serotipos, esta diferencia se debi6 a
que los pacientes que dieron falsos negativos con la prueba que contenia el antigeno
DEN-2 provenian de una zona endémica para DEN-1 en el momento de la recolecciéon de
muestras (18).

En otro estudio llevado a cabo por Matheus y colaboradores se demostré que cualquiera
de los cuatro serotipos de dengue podria ser utilizado como antigeno para el diagnéstico
de la enfermedad y discriminar la infeccién primaria de la secundaria mediante un test de
avidez (19).

Por lo anteriormente expuesto, se concluye que cualquiera de los dos antigenos
propuestos pueden ser utilizados en la prueba de ELISA de captura de IgM desarrollada
en el IICS para la deteccién de IgM anti dengue y que esta podria ser de mucha utilidad
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como herramienta epidemioldgica en zonas de riesgo. Ademas, constituye un servicio a la
comunidad que serd a menor costo dado que el kit es de produccion local.
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