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Inmunoanalisis Ligado a Enzimas en Membranas de Nitrocelulosa
para la Determinacion de IgM en el Diagnostico
de Dengue serotipo 1*
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RESUMEN

OBJETIVOS: Evaluar la sensibilidad y especificidad de un inmunoensayo en membranas de
nitrocelulosa para la determinacion de IgM, utilizando como referencia la prueba de
inmunoensayo de captura de IgM en placa, para el diagnéstico de dengue. METODOS: Se
procesaron 101 muestras de suero divididas en dos grupos: 53 muestras de personas con
dengue serotipo 1 (DEN1), y 48 muestras de personas aparentemente sanas. Ambos grupos
fueron evaluados por el método de enzimoinmunoensayo en placa (ELISA) como método de
referencia y por el método de enzimoinmunoensayo en membranas de nitrocelulosa (EIA-
NC). RESULTADOS: Con el método de EIA-NC, se detectaron anticuerpos IgM antiDEN1
en 50 (94,349%) de las muestras de pacientes enfermos y en 7 (14,58%) de las muestras de
controles sanos, mientras que con el método de ELISA el total de muestras de pacientes enfer-
mos y el total de muestras de pacientes sanos fueron positivas y negativas, respectivamente.
CONCLUSION: El EIA-NC desarrollado parece ser una buena alternativa para el diagnésti-
co de infeccién por virus dengue.
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NITROCELLULOSE MEMBRANE-BASED ENZYME-LINKED IMMUNOASSAY FOR
DENGUE SEROTYPE-1 IgM DETECTION

SUMMARY

OBJETIVES: To evaluate the sensitivity and specifity of a nitrocellulose membrane-based
immunoassay for dengue IgM, with respect to capture enzyme immunoassay, for the diagnosis
of dengue virus infection. METHODS: 101 serum samples were processed and divided into 2
groups: 53 from dengue serotype 1 (DENI1) infected patients, and 48 from healthy subjects.
Both groups were tested with a nitrocellulose membrane-based IgM capture enzyme
immunoassay (NMB-EIA) and also with an ELISA as referential pattern. RESULTS: NMB-
EJA testing detected IgM anti-DEN1 in 94,34 % of samples from infected patients, and in 14,58 %
of control samples, whereas ELISA fails to report false positive or false negative results. CON-
CLUSION: NMB-EIA appears to be a good alternative for dengue infection diagnosis.
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INTRODUCCION

Los arbovirus (del termino en inglés arthropod bor-
ne virus) son un grupo de agentes infecciosos
bioldgicamente transmitidos por artrépodos hematéfagos
a hospederos vertebrados susceptibles (!*).

Se pueden replicar en los tejidos organicos de los
artrépodos sin sefial de enfermedad o dano. El vector
adquiere una infeccién de por vida mediante la ingesidn
de sangre de un vertebrado virémico. Algunos arbovirus
se conservan en la naturaleza mediante transmision
transovdrica del vector a su descendencia, y posible-
mente sexual en algunos artrépodos (1+%4). Casi 100
especies de arbovirus son capaces de infectar al hom-
bre. pero no todos causan enfermedad manifiesta; se
cree que los que infectan al hombre son todos
zoondticos, siendo éste el huésped accidental que no
desemperfia papel importante alguno en el mantenimien-
tooen el ciclode transmision del virus. Las excepcio-
nes a esta regla son la fiebre amarilla urbana y el den-
gue (3.-L6).

Los arbovirus se encuentran clasificados en cinco fa-
milias de acuerdo a sus propiedades fisicas, quimicas y
antigénicas; estas son las familias 7ogaviridae, Flaviviridae,
Bunyaviridae, Reoviridae y Rhabdoviridae (*47).

EJ] virus dengue a ser estudiado se encuentra dentro
del género flavivirus, conjuntamente con los virus de
la encefalitis B japonesa, encefalitis del valle Murray,
encefalitis de San Luis, fiebre del Oeste del Nilo, fie-
bre amarilla, entre otros ('%9).

Usando anticuerpos monoclonales y policlonales de
humanos y primates, ha sido posible la identificacién
de cuatro serotipos distintos de dengue, DEN 1, DEN2,
DEN3 y DEN4. Han sido descubiertos subtipos
antigénicos de los virus dengue 3 y 4 ().

El virus dengue es transmitido exclusivamente de
humano a humano a través de la picadura de mosquitos
infectados de la familia Aedes. La hembra adquiere el
virus al alimentarse de una persona virémica, las pica-
duras de mosquito son infectantes después de un perio-
do de incubacién de 8 a 14 dias (incubacién extrinse-
ca). Luego que una persona ha sido picada por un mos-
quito infectado va a transcurrir un periodo de incubacién
de 3 a 15 dias (incubacidn intrinseca), luego de lo cual
aparecen la cldsica fiebre dengue caracterizada por fie-
bre, sudoracidn, dolores musculares y articulares, pu-
diendo aparecer una erupcién cutdnea. Los hallazgos
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de laboratorio incluyen neutropenia con subsecuente
linfocitosis, con marcada presencia de linfocitos
atipicos, y trombocitopenia, pudiendo aparecer también
proteinuria y elevacién de las enzimas hepadticas. La
enfermedad es usualmente menos severa en nifnos que
en adultos. La fiebre hemorrdgica por dengue y el sin-
drome de choque por dengue son formas mas severas
de la enfermedad, asociadas con una segunda infeccién
causada por un serotipo distinto al que causd la
primoinfeccién (-6-810-11),

El diagndstico serolégico utilizando pruebas rdpi-
das y/o de campo se ha incrementado en los dltimos
afnos debido a la facilidad que se tiene en su manejo y
utilizacién.

Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar la
sensibilidad y especificidad de un inmunoensayo
enzimdtico en membranas de nitrocelulosa (NC) para
la determinacién de IgM, utilizando como referencia
la prueba de ELISA en el diagnéstico de dengue y de-
terminar los valores predictivo positivo (VPP) y
predictivo negativo del ensayo (VPN).

MATERIALES Y METODOS

Se procesd un total de 101 muestras divididas en dos
grupos. El primer grupo consté de 53 muestras de suero
provenientes de personas enfermas infectadas con den-
gue 1, las cuales fueron obtenidas durante un brote epi-
démico habido en el distrito de Mancora, provincia de
Talara, departamento de Piura, entre los meses de mayo
y julio de 1997. Las muestras fueron proporcionadas por
el Laboratorio de Virologia del Naval Medical Research
Institute Detachment (NAMRID). El segundo grupo
constd de 48 muestras de suero provenientes de perso-
nas aparentemente sanas, las cuales fueron proporcio-
nadas por el servicio de Medicina Transfusional del Cen-
tro Medico Naval. Ambos grupos de muestras fueron
conservados a -20°C hasta el dia del analisis.

Enzimoinmunoensayo en membranas de nitrocelu-
losa (EIA-NC)

Se corté el papel de nitrocelulosa en cuadros de 1,0
x 1,5 cm, sobre los cuales se colocd 2 pL de anticuerpo
anti-IgM humano diluido 1:200 en agua destilada esté-
ril. Luego de secar las membranas por 30 minutos a
temperatura ambiente, se sumergieron en solucién de
leche descremada al 5% por espacio de 2 horas para
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bioquear los sitios no ligados al anticuerpo, luego se
lavaron las membranas en agua destilada por una vez,
se secaron a temperatura ambiente y se conservaron a
4°C hasta el dia de su uso. Posteriormente las muestras
fueron evaluadas mediante EIA-NC con la siguiente
metodologia: 1) Adicién de 500 pL de muestra diluida
1:10 sobre cada membrana de NC; 2) adicién de 500
pL de antigeno de dengue 1 diluido 1:20; 3) adicién de
500 uL de fluido ascitico de ratdn antidengue | diluido
1:200; 4) adicidén de 500 uL de conjugado anti IgA-
1gG-IgM de ratén / fosfatasa alcalina diluido 1:500; y
5) adicién de 500 pL. de solucidn de sustrato Bromo
Cloro Indol Fosfato-Nitroazul de Tetrazolio (BCIP-
NBT). Se dejé desarrollar el color por espacio de 10
minutos, luego de 1o cual se lavd con agua destilada y
procedid a la lectura de las membranas de NC. Se incu-
bo las membranas de NC a 37°C por 30 minutos y lue-
go se lavaron en solucién PBS Tween 20 al 0,02% (tres
lavados con intervalos de cinco minutos) luego de los
pasos 1, 2, 3 v 4. Las diluciones de los reactivos se
realizaron en solucién de leche descremada al 5%.

Inmunoanalisis Ligado a Enzimas (ELISA)

Se colocé 100 uL de anticuerpo anti-IgM humano
diluido 1:1000 en PBS pH 7.4 en placas de cloruro de
polivinilo (PVC). Luego se cubrieron con papel alumi-
nio y guardadas a 4°C hasta el dia del ensayo. Postertor-
mente, las muestras fueron evaluadas mediante ELISA
con la siguiente metodologia: 1) Adicién de 100 uL de
muestra diluida 1:100 en cada pocillo; 2) adicién de 100
uL de antigeno de dengue 1 diluido 1:5; 3) adicién de
100 pL de fluido ascitico de ratén antidengue 1 diluido
1:2000; 4) adicién de 100 uL de conjugado anti IgA-
JgG-IgM de ratén/peroxidasa de rabano, diluido 1:2000;
5) adicion de 100 pL de solucidn de sustrato 2,27-azino-
di(3-etil-benztiazolina sulfonato) (ABTS) (%). Se incu-
bé a 37°C durante 30 minutos y se procedié a su lectu-
ra en un espectrofotémetro a 410 nm. Se incubé las
placas a 37°C por espacio de 60 minutos y luego se
lavaron en solucién de PBS Tween 20 al 0,01% (ciclo
de 5 lavados en un lavador automatico) luego de los
pasos 1, 2, 3 y 4. Las diluciones de los reactivos se
realizaron en solucién de leche descremada al 5% con-
teniendo suero humano normal al 2%.

El valor de corte para la prueba de ELISA fue 0,200.
Para el EIA-NC se considerdé como positiva toda aque-
lla muestra que presentara un halo visible de colora-
cién azul pirpura en el sitio donde se colocé el anti-
cuerpo anti IgM, mientras que aquellas que no presenta-
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ron el halo fueron consideradas negativas. Las mues-
tras de suero fueron evaluadas por duplicado tanto para
el ELISA como para el EIA-NC.

RESULTADOS

Ambos grupos de muestras estudiados se procesa-
ron mediante ELISA, la cual es considerada la prueba
de referencia. En esta prueba el total de muestras pro-
venientes de personas infectadas con dengue | resulta-
ron positivas para IgM antidengue 1, mientras que las
del segundo grupo de muestras, las cuales provenian
de personas sanas, todas fueron negativas para IgM
antidengue 1.

En cuanto al EIA-NC desarrollado en este trabajo,
tenemos que de Jas 53 muestras provenientes de pa-
cientes enfermos infectados con DENJ, 50 mostraron
resultados positivos en esta prueba y 3 resultaron ne-
gativas, mientras que de las 48 muestras provenientes
de donantes aparentemente sanos 41 resultaron negati-
vas y 7 positivas. Es decit que, con relacion al ELISA,
el ensayo en mencién presentd una sensibilidad de
94,34% y una especificidad de 85,24%. El VPP de la
prueba fue 87.72 y el VPN fue 93,18%.

DISCUSION

La sensibilidad alcanzada del 94,34% nos garantiza
que la prueba va a poder captar una gran proporcién de
posibles personas infectadas. La diferencia del 5,66%
nos representa el porcentaje de falsos negativos que
pueden resultar al realizar el ensayo. Estos pueden de-
berse a muchos factores como dilucidn de las mues-
tras, calidad de los anticuerpos presentes en las mues-
tras de suero y calidad de conservacién de las mues-
tras, pues la congelacién puede alterar
significativamente la reactividad de una muestra.

La especificidad mostrada, que es 85,32%, nos estd
revelando que existe un 14,68% de probabilidades de ob-
tener resultados falsos positivos. Esto al parecer se pro-
duce por reacciones inespecificas entre el suero del pa-
ciente y el antigeno, lo cual nos lleva a pensar en ta buas-
queda de métodos para purificar el antigeno. Ademds,
debemos imaginar que quizi el problema sea el bloqueo
de las membranas, lo cual podria mejorarse con la utiliza-
cién de otros bloqueadores como la albimina sérica bo-
vina, cuyo uso no es facil por su elevado precio.
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Tabla N° 1.- Sensibilidad y sensibilidad de la prueba de ELISA para IgM, en seis centros de control
de dengue ('?), y de la EIA-NC para I[gM, en el presente trabajo. para el diagndstico de dengue.

Centro de Estudio

Sensibilidad (%)

Especificidad (%)

ELISA-IgM
Universidad de Malasia - Malasia
Hosp. General de Singapur - Singapur
Inst. Louis Malardé - Tahiti
Universidad de Nagasaki - Japén
Laboratorio CDC - Puerto Rico
Lab. AFRIMS - Tailandia

EIA-NC IgM

Centro Médico Naval - Peri

98,10 85,70
94,90 100,00
85,70 94,70
98,30 60,00
80.00 100,00
95,70 88,50
94,34 85.42

El uso de un EIA-NC para la deteccidn de IgM es-
pecifica contra el virus dengue puede incrementar la
eficiencia del diagnéstico de laboratorio de infeccién
con el mencionado agente, por dos razones fundamen-
tales: 1) La presencia de IgM especifica contra el virus
dengue es indicativa de infeccién reciente, y 2) la
seroconversién de [gM ocurre mds rdpidamente que la
seroconversién de la IgG. Ademads, las pruebas de
ELISA en placa son dificiles de descentralizar, pues se
requiere una gran inversion de capital en equipos, como
los lavadores y lectores de ELLISA.

En la Tabla N° 1 podemos observar los resultados
obtenidos en el presente trabajo comparados con un es-
tudio realizado por Lam y col. en seis centros de refe-
rencia para ¢l diagndstico de dengue en diversos paf-
ses, en el cual se utilizé un ELISA para la determina-
cién de IgM antidengue en membranas de NC ('?).

CONCLUSIONES

1) El inmunoensayo enzimitico desarrollado en este
trabajo se presenta como una buena alternativa para
el diagndéstico temprano de dengue, siendo una prue-
ba segura y confiable.
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2) Las pruebas de campo como la aqui desarrollada
pueden ser usadas como ayuda diagnéstica de in-
feccién temprana con virus dengue, con el fin de
realizar un mejor control de la enfermedad en zonas
endémicas, asi como tener un mejor control en la
erradicacion del vector.
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