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RESUMEN

En este trabajo se presenta la normalizacion del procedimiento de deteccion de anticuerpos IgM
contra el virus del dengue en muestras de sangre tomadas en papel de filtro. Las muestras se
obtuvieron de 118 pacientes, de los cuales 91 tenian un diagndstico clinico de dengue y 27 un
diagnéstico de una infeccién viral que no guardaba relacion con esa enfermedad, siendo los pri-
meros originarios de Costa Rica y Nicaragua y de Cuba los sequndos. En todas las muestras
se determind la presencia de anticuerpos IgM contra el virus del dengue mediante un inmu-
noensayo enzimdtico (ELISA) de captura. Al analizarse en su conjunto los resultados de los
pacientes de los tres paises se determinaron una sensibilidad y especificidad de 98,1% y 98,5%,
respectivamente, para la prueba efectuada con sangre entera en papel de filtro conservada a
4 °C, y una concordancia de 96% entre los resultados de esa prueba y los del ELISA. Cuando
se compararon los resultados obtenidos con las tres muestras de un mismo paciente —las de
sangre en papel de filtro conservadas a la temperatura ambiental y a 4 °C, y la del suero corres-
pondiente— también se obtuvo una concordancia de 86%. Este estudio demuestra la elevada
sensibilidad y especificidad diagndsticas logradas con el procesamiento de sangre entera absor-
bida en papel de filtro en las condiciones detalladas en el articulo. Los autores recomiendan uti-

lizar este método en los programas de vigilancia de dengue en la Regidn.

El dengue y sus formas maés graves,
el dengue hemorrédgico y el sindrome
de choque del dengue, constituyen en
la actualidad un problema de salud
que reaparece en la Regiéon de las
Américas (1). En los udltimos afios se ha
observado un notable incremento del
nimero de epidemias y de los paises
afectados por esa enfermedad (2-4).
Por otra parte, las formas graves se
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estan haciendo endémicas en nuestros
paises, como ha sucedido en el Asia
Sudoriental (5, 6).

Desde 1991, expertos en el tema, bajo
la direccién de la Organizacion Pan-
americana de la Salud (OPS), presenta-
ron nuevas pautas para la prevencién y
el control del dengue en las Américas,
donde la vigilancia activa de la enfer-
medad basada en pruebas de laborato-
rio ocupa un lugar prioritario (5).

Con el desarrollo de inmunoensayos
enzimaticos (ELISA) y su aplicacién al
diagnoéstico serolégico de las enferme-
dades virales, se inicié la evaluacién
del papel de filtro como método senci-
llo, econémico y rapido para el anélisis
de muestras de sangre entera (7, 8).
Entre las principales ventajas del papel

de filtro se encuentran la facilidad para
obtener la muestra de sangre (especial-
mente en nifios pequefios y personas
en las que resulta dificil la extraccién
de sangre venosa), asi como su facil
transporte y almacenamiento y la posi-
bilidad de recolectar muestras en con-
diciones de campo. Varios autores han
demostrado la utilidad del papel de fil-
tro para el diagndstico serolégico del
dengue (9-14), tanto para la deteccion
de inmunoglobulinas totales con las
técnicas de inhibicion de la hemagluti-
nacién y ELISA como para la determi-
nacién de anticuerpos IgM.

Los programas efectivos para la
vigilancia y control de las enfermeda-
des infecciosas exigen métodos de
diagnéstico sencillos y econémicos. En
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el caso particular del dengue y de su
forma grave, la utilidad ya demos-
trada del papel de filtro para el andlisis
de muestras de sangre y la posterior
determinacién de los titulos de anti-
cuerpos IgM no ha redundado en su
uso generalizado. De ahi que durante
el Curso Internacional de Dengue y
Dengue Hemorragico en las Américas
que tuvo lugar en 1995 en La Habana,
Cuba, los participantes plantearan la
necesidad de normalizar el método
para su aplicacién en nuestro entorno.
Con ese fin el Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” de Cuba y los
laboratorios de virologia del Centro
Nacional de Diagnéstico y Referencia
de Nicaragua y del Instituto Costarri-
cense de Investigacién y Ensefianza en
Nutricién y Salud emprendieron el
presente estudio.

El objetivo de este trabajo fue ilus-
trar la normalizacién de la técnica de
deteccién de anticuerpos IgM en
muestras de sangre tomadas en papel
de filtro y determinar su sensibilidad y
especificidad. Los resultados obteni-
dos pueden servir de modelo para que
otros laboratorios de la Regién norma-
licen su propia metodologia, a fin de
evitar los posibles errores técnicos oca-
sionados por la detecciéon de resulta-
dos falsos positivos y negativos.

MATERIALES Y METODOS

En octubre y noviembre de 1995 se
extrajeron muestras de sangre de 91
pacientes con diagnéstico clinico de
dengue, siguiendo los criterios que
figuran en las guias de la OPS para la
prevencion y el control del dengue en
las Américas (5), y de 27 personas que
padecian una enfermedad viral no
relacionada con el dengue.

En los pacientes con dengue, los sin-
tomas habian aparecido de 1 a 60 dias
antes de la extraccion de las muestras
de sangre. De cada caso se obtuvieron
muestras de sangre entera capilar en
papel de filtro (Blood Sampling Paper,
NOBUTO, Toyo Roshi Kaisha, Ltd.,
Japén) y de sangre venosa periférica.

De los 91 pacientes de dengue estu-
diados, 62 procedian de Costa Rica y
29, de Nicaragua. Las muestras de los

primeros se recibieron a través del Sis-
tema de vigilancia del dengue de
Costa Rica. Los segundos habian acu-
dido a los servicios de urgencias de los
hospitales Manolo Morales y Mascota
de Managua. Por otra parte, se incluyé
a 27 personas procedentes de Cuba
que padecian una infeccién viral dis-
tinta del dengue.

Para obtener las muestras de sangre
capilar, y después de rotular los pape-
les de filtro con un lidpiz de grafito
(figura 1), se puncioné6 el dedo indice
con una lanceta y la sangre se dejo
absorber sobre papel de filtro (figura 1,
zona A) hasta dejar ambos lados
impregnados. A continuacién, la san-
gre se dejo secar a temperatura ambien-
tal y se coloco el papel de filtro en posi-
cién vertical con la zona B (figura 1)
situada hacia abajo y evitando expo-
nerlo a temperaturas elevadas.

A los pacientes de Costa Rica se les
extrajeron dos muestras de sangre
entera capilar en papel de filtro con
objeto de comparar dos temperaturas
de conservacién distintas (4 °C y tem-
peratura ambiental), y a los restantes,
solo una, que se conservo a 4 °C.

Las muestras de sangre destinadas a
la obtencién de suero se extrajeron por
puncién venosa. Una vez coagulada la
sangre, se separd el suero mediante
centrifugacién y se almacené a —20 °C.
Las muestras de sangre y de suero pro-
cesadas habian estado almacenadas
entre 3 y 5 meses.

Las muestras de sangre entera capi-
lar absorbidas en papel de filtro se elu-
yeron durante toda la noche a 4 °C en

400 pL de una solucién PBS que conte-
nia albuimina bovina al 0,5%, lo cual
corresponde a una dilucién del suero
de 1/10 segun las indicaciones del
fabricante.

Posteriormente, en cada muestra se
midio6 la presencia de anticuerpos IgM
contra el virus del dengue, utilizando
reactivos diagndsticos, contenidos en
un estuche, que habian sido desarro-
llados en el Instituto Pedro Kouri de
La Habana (Pelegrino JL, comunica-
cién personal, 1995). El método de
diagnoéstico empleado consistié en un
ELISA de captura de anticuerpos IgM
(15). Las muestras de sangre colocadas
en papel de filtro y los sueros corres-
pondientes se procesaron a una dilu-
cion final de 1/20, utilizando los mis-
mos reactivos diagndsticos.

El estuche diagnéstico empleado
contenfa dos placas de poliestireno
desmontables en 12 tiras de ocho
pozos sensibilizadas con inmunoglo-
bulinas anti-IgM humanas (SIGMA).
La dilucién de las muestras se realizé
con el diluyente que contiene dicho
estuche y que esta constituido por PBS
y albimina humana al 0,5%. En cada
pozuelo se colocaron 50 pL de cada
muestra. Esta operacién se efectud
por duplicado. Las placas se incubaron
a temperatura ambiental durante 2
horas y, a continuacién, se lavaron
cinco veces con la solucién PBS del
estuche. Seguidamente, se afiadieron
50 nL de una mezcla de antigenos que
contenia los cuatro serotipos del vi-
rus del dengue en 16 unidades hema-
glutinantes. La solucién resultante se

FIGURA 1. Papel de filtro empleado en el estudio. En él se aprecian las zonas de absorcion
de sangre (A) y de identificacion de las muestras (B). La Habana, 1995
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incub6 a 4 °C durante 18 horas. La
mezcla de antigenos se habia diluido
previamente con una mezcla de PBS y
suero humano carente de anticuerpos
contra el virus del dengue. Tras lavar
cinco veces esta mezcla con la solucién
de lavado del estuche, se afiadié un
conjugado peroxidasa antidengue (9)
diluido al 1/2500 (en el mismo dilu-
yente empleado en la mezcla de anti-
genos) y se mantuvo a 37 °C durante 1
hora. Las placas se lavaron siete veces
con la misma solucidn, se les afiadio el
sustrato (ortofenilendiamina, OPD), y
la reaccién se detuvo con 4cido sulfi-
rico diluido al 12,5%. En cada prueba
se incluyeron sueros de control posi-
tivo y negativo. La lectura se efectud
con un lector de ELISA Titertek\ Mul-
tiskan a una longitud de onda de 492
nm. El valor de corte para considerar
una muestra positiva se calculé como
el doble de la densidad 6ptica (DO) del
suero de control negativo. Se conside-
raron positivos todos aquellos sueros
y muestras de sangre absorbidas en
papel de filtro cuya DO media fue
mayor o igual al valor de corte fijado.

En los anélisis estadisticos se estima-
ron la sensibilidad y especificidad de
la prueba del papel de filtro en rela-
cién con la que utiliza suero (16), asi
como la concordancia de ambas
mediante el estadistico kappa (k) (17).
La relacién entre los valores de DO de
las muestras analizadas con las dos
pruebas se estim6 por medio del coefi-
ciente de correlacién de Spearman
(16). Todos los valores se acompafian
de sus respectivos intervalos de con-
fianza de 95% (IC95%).

RESULTADOS

De las 118 muestras analizadas, en
52 (44%) se detectaron anticuerpos
IgM. De estas tltimas, 49 (94,2%) pro-
cedian de Costa Rica y tres (5,8%), de
Nicaragua. Ninguna de las muestras
procedentes de Cuba fue positiva.

De las 62 muestras de Costa Rica,
10 se habian extraido antes de los 5
dias que precedieron al comienzo de
los sintomas; 50 entre 5 y 30 dias antes,
y 2, 30 dias después. Entre las pri-
meras, solo una (10%) fue positiva,
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entre las segundas, 46 (92%) y entre las
terceras, ambas fueron positivas.
Setenta y nueve por ciento (49 de 62)
de las muestras de Costa Rica fueron
positivas.

De las 29 muestras procedentes de
Nicaragua, 15 se habian extraido antes
del quinto dia del inicio de los sinto-
mas y las restantes, entre 5 y 30 dias
después. Las tres muestras positivas se
extrajeron después del quinto dia de la
aparicién del primer sintoma. Tres
(10%) de las muestras procedentes de
Nicaragua fueron positivas.

Los resultados obtenidos al analizar
las 118 muestras con ambas pruebas
(enla de papel de filtro las muestras se
conservaron de 3 a 5 meses a 4 °C) fue-
ron los siguientes: en 51 muestras se
detectaron anticuerpos IgM contra el
virus del dengue con ambas pruebas.
Solo en dos muestras —ambas proce-
dentes de Nicaragua— los resultados
de las dos pruebas fueron discordan-
tes: una muestra solo fue positiva en la
prueba del suero y la otra, en la del
papel de filtro. Las DO de las dos
muestras se aproximaron al valor de
corte. La sensibilidad de la prueba del
papel de filtro fue de 98,1% (IC95%:
94,4 a 100%), su especificidad, de
98,5% (IC95%: 95,6 a 100%), y su con-
cordancia con la del suero, estimada
mediante el estadistico k, de 96%
(IC95%: 78 a 100%). El coeficiente de
correlaciéon de Spearman entre los
valores de las DO de las muestras ana-
lizadas con ambas pruebas fue de 0,96
(IC95%: 0,94 a 0,97).

En el cuadro 1 aparecen los resulta-
dos obtenidos al analizar las 62 mues-
tras procedentes de Costa Rica con la
prueba del suero y la del papel de fil-
tro. El andlisis de la prueba del papel
de filtro se realizé por separado para
cada temperatura de conservacion de
las muestras de sangre: a 4 °C y a tem-
peratura ambiental. A 4 °C, la sensibi-
lidad, especificidad y concordancia
estimadas de la prueba del papel de
filtro fueron 100%. Cuando la compa-
racién se llevé a cabo conservando las
muestras a temperatura ambiental, la
especificidad estimada de la prueba
del papel de filtro también fue 100%, si
bien su sensibilidad se redujo a 93,9%
(IC95%: 87,2 a 100%) y su concordan-

CUADRO 1. Comparacion de los resultados
de las pruebas del suero y del papel de fil-
tro para detectar anticuerpos IgM contra el
virus del dengue a diferentes temperaturas
de conservacion de las muestras. La
Habana, 1995

Prueba del papel de filtro

Temperatura
4°C ambiental

+ |49 0 46 3
Suero a —20 °C
-1 0 13 0 13

cia con la del suero fue de 86% (IC95%:
61 a 100%), dado que los resultados de
tres muestras fueron discordantes. Las
DO en las muestras de suero se aproxi-
maron al valor de corte. El coeficiente
de correlacion entre las DO de las
muestras de suero y las absorbidas en
papel de filtro conservadas a 4 °C fue
de 0,87 (I1C95%: 0,79 a 0,92), y entre las
DO de las primeras y las segundas
cuando las muestras se conservaron
a temperatura ambiental, de 0,76
(IC95%: 0,65 a 0,84).

DISCUSION

Una de las etapas mds importantes
en el diagndstico de laboratorio es la
obtenciéon de las muestras. La facili-
dad, economia y rapidez que ofrece a
este respecto la absorciéon de muestras
de sangre en papel de filtro convierten
a este procedimiento en un método
aplicable en los sistemas de vigilancia
seroepidemiolégica. Por este motivo,
en el presente trabajo se decidi6 estan-
darizar la prueba de deteccién de anti-
cuerpos IgM contra el virus del den-
gue a las condiciones del estudio.

Antes de iniciar la investigacién, se
supuso que el niimero de muestras de
sangre positivas procedentes de Costa
Rica y Nicaragua seria elevado como
consecuencia de la endemicidad del
dengue en estos paises (4, 5). Por ello,
se decidié incluir muestras de Cuba
bajo el supuesto de que deberian ser
negativas, ya que en este pais no se
habian notificado casos desde 1981.
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Estas muestras permitirian detectar
resultados positivos falsos con la
prueba que utiliza papel de filtro. Los
resultados obtenidos confirmaron este
supuesto, ya que todas las muestras de
sangre de Cuba fueron negativas.

El elevado porcentaje de resultados
positivos (79%) observado en las mues-
tras de suero procedentes de Costa
Rica contrasta con la baja proporciéon
(10%) registrada en las de Nicaragua.
En este tltimo pais el dengue es endé-
mico y circulan los cuatro serotipos del
virus. Esta baja proporcién podria
explicarse por tres motivos: el reducido
numero de muestras estudiadas, la
escasa cifra de casos de dengue que se
habian notificado antes de realizar el
estudio, y el elevado niimero de mues-
tras obtenidas antes del quinto dia del
inicio de los sintomas.

Los resultados obtenidos revelan la
alta sensibilidad y especificidad de la
prueba del papel de filtro (conser-
vando las muestras de sangre de 3 a 5
meses a 4 °C) para detectar anticuer-
pos IgM contra el virus del dengue, al
compararla con la que se realiza en
suero, asi como la elevada concordan-
cia entre ambas pruebas. Las estima-
ciones de estos pardmetros también
fueron elevadas cuando las mues-
tras de sangre utilizadas en la prueba
del papel de filtro se conservaron a la
temperatura ambiental. Solo se obtu-
vieron resultados discordantes con
tres muestras.

Las DO de los sueros se aproxima-
ron a los valores de corte, lo cual
indica que en ellos la concentracién de
anticuerpos IgM contra el dengue era
baja. El prolongado tiempo de conser-
vacién de las muestras a la tempera-
tura ambiental y la baja concentracién
de anticuerpos IgM detectada en ellas
probablemente expliquen que fuesen
negativas en el ELISA. De hecho, los

1. Monath T. Yellow fever and dengue: the inter-
actions of virus, vector and host in the reemer-
gence of epidemic disease. Seminars Virol
1994;5:34-145.

2. Organizacién Panamericana de la Salud. Den-
gue en las Américas: una actualizacién. Bol
Epidemiol 1993;14:1-3.

resultados obtenidos con las muestras
de sangre de los mismos pacientes que
se absorbieron en papel de filtro y se
conservaron a 4 °C durante el mismo
tiempo fueron concordantes con los de
sus sueros. Un grupo de investigado-
res (14) indic6é que las inmunoglobuli-
nas IgM se degradan facilmente a con-
secuencia de su gran tamafo y porque
contienen cadenas J, cuyos coeficientes
de extinciéon son muy bajos. Otra posi-
bilidad es la degradaciéon de las IgM
sobre el papel de filtro por accién de
diversos microorganismos (14).

En otros estudios se ha demostrado
la presencia de IgM contra el virus del
dengue al quinto dia del inicio de los
sintomas en 95% de los pacientes (5).
Por ello, en los programas de vigilancia
serolégica del dengue se recomienda
que las muestras de suero se extraigan
5 dias después de la aparicién de las
manifestaciones clinicas de la enferme-
dad y que se procesen lo antes posible.

Como norma general, se reco-
mienda que el tiempo que transcurra
entre el envio y el procesamiento de
las muestras no exceda 30 dias. Los
resultados de este estudio sugieren
que, aunque el procesamiento de las
muestras absorbidas en papel de
filtro se retrase 3 meses, la sensibili-
dad, especificidad y concordancia de
la prueba (en relacién con la del suero)
son satisfactorias, incluso en las mues-
tras que se conservan a la temperatura
ambiental. Estos hallazgos estdn res-
paldados por los coeficientes de corre-
lacién estimados, pues fueron altos al
margen de la temperatura a la cual se
conservaron las muestras absorbidas
en papel de filtro. No obstante, es pre-
ciso recordar que la correlacién mds
alta se observé con las muestras con-
servadas a 4 °C. Cabe esperar que en
las muestras de sangre que se con-
serven a la temperatura ambiental du-
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ABSTRACT

Detection of IgM antibodies to
dengue virus in whole blood
absorbed on filter paper

This paper presents a standardized procedure for the detection of IgM antibodies to
dengue virus in blood samples taken from filter paper. The samples were obtained
from 118 patients, of whom 91 had been clinically diagnosed with dengue and 27 with
a viral infection unrelated to that disease. The first group of patients came from Costa
Rica and Nicaragua and the second group from Cuba. All the samples were tested for
IgM antibody against dengue virus by means of a capture enzyme immunoassay
(EIA). Analysis of the results for patients from all three countries together yielded a
sensitivity of 98.1% and a specificity of 98.5% for the test done on whole blood on
filter paper stored at 4 °C; agreement between the results of that test and those of the
EIA using serum samples was 96%. In a comparison of the results obtained with three
samples from the same patient—whole blood on filter paper stored at room tempera-
ture, the same type of sample stored a 4 °C, and serum—the agreement was 86%. This
study demonstrates the high diagnostic sensitivity and specificity achieved when
whole blood absorbed on filter paper is processed in the manner described in detail
in the article. The authors recommend the use of this method in the dengue survei-
llance programs in the Region.
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