f.

Alta correlacion en la deteccion de anticuerpos y bd
antigenos de virus del dengue en muestras de suero y plasma

Q 9min.

X

La infeccidn por dengue es causa-
da por cualquiera de los cuatro serotipos del
virus del dengue DENV (DENV-1al DENV-4),
del género Flavivirus y pertenencientes a la
familia Flaviviridae. La enfermedad se en-
cuentra ampliamente distribuida en mas de
100 paises de los cinco continentes, es

transmitida por los mosquitos Aedes aegypti
y Aedes albopictus. Actualmente representa
un problema de salud publica a nivel mundial
por el aumento en la incidencia, la severidad
delos casos y elincremento en frecuencia de
las epidemias. En el siguiente trabajo,
profesionales de Colombia evaltan el
desempefio de cuatro pruebas de ELISA en
muestras de suero y plasma de casos
sospechosos de dengue. Los resultados
obtenidos muestran una alta concordancia

entre las mediciones realizadas en sueroy en
plasma, lo cual sugiere que la muestra de
plasma puede utilizarse para el diagndsticoy
la confirmacion de los casos de dengue.
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Resumen

Introduccion. El diagndstico adecuado de
dengue por laboratorio es importante para
la atencion, asi como para el control de
brotes y epidemias. Hasta el momento, las
pruebas ELISA para diagndstico seroldgico
de la infeccidn se encuentran validadas en
muestras de suero; sin embargo, en algunas
ocasiones la cantidad o calidad de la muestra
es inadecuada, o solo se tiene acceso a
sangre anticoagulada tomada para el anélisis
de los parametros hematoldgicos en el
hemograma.

Objetivo. Evaluar el desempefio de cuatro
pruebas ELISA en muestras de suero y
plasma de casos sospechosos de dengue.

Materiales y métodos. Se procesaron 42
muestras —21de sueroy 21 de plasma— por
las técnicas de ELISA de captura para IgM,
ELISA de captura para IgG, ELISA indirecta
para 1gG y ELISA para la deteccién del
antigenoviral NS1.

Resultados. El porcentaje de muestras
positivas encontrado fue IgM 33.3%, 1gG
Captura 33.3%, IgG Indirecta 90.5%, NS1
23.8%. El 42.9% de las muestras fueron
positivas por RT-PCR (n=9). Todas las
pruebas se comportaron igual tanto en
sueros como plasmas (coeficiente Kappa
1.0).

Conclusion. Los resultados obtenidos
muestran una alta concordancia entre las
mediciones realizadas en suero y en plasma,

lo cual sugiere que la muestra de plasma
puede utilizarse para el diagndstico y la
confirmacion de los casos de dengue.

Palabras clave: Dengue; Suero; Plasma;
Diagndstico; Pruebas seroldgicas (DeCS).

Introduccion

La infeccién por dengue es
causada por cualquiera de los cuatro
serotipos del virus del dengue DENV (DENV-
1 al DENV-4), que hacen parte del género
Flavivirus y la familia Flaviviridae. La
enfermedad se encuentra ampliamente
distribuida en mas de 100 paises tropicales y
subtropicales de los cinco continentes, es
transmitida por los mosquitos Aedes aegypti
y Aedes Albopictus y representa un
problema de salud publica a nivel mundial
por el aumento en la incidencia, la severidad
delos casosy elincremento en frecuencia de
las epidemias (1-4).

En Colombia, la incidencia de
dengue sigue creciendo debido a la
presencia del vector Aedes aegypti en 90%
del territorio nacional, la introduccion de
Aedes albopictus y la circulacion simultanea
de los cuatro serotipos. Alrededor de 620
municipios de nuestro pais, ubicados por
debajo de 1800 ms.n.m., poseen
condiciones adecuadas de temperatura,
humedad relativa y pluviosidad que
favorecen la presencia del vector (5,6).

En el afio 2013 se presentaron en
el pais 125554 casos de dengue, de los cuales
solo se confirmaron por laboratorio 64407
(51.3%) (8); del mismo modo, en el afio 2014,
a la semana epidemioldgica 53, se
notificaron 110473 casos, de los cuales solo
se confirmod el 43.4% (9).

Para el diagnostico de dengue es
importante conocer las variaciones en los
parametros de laboratorio que pueden
orientar al médico sobre la fase de la
enfermedad en la que se encuentra el
paciente y sobre la identificacion oportuna
de los signos de alarma con el propésito de
realizar el diagndstico oportuno, el manejo
adecuado de los casos y el tratamiento y
vigilancia de la enfermedad (1,9,10).
Ademas, para la confirmacion de los casos
por laboratorio se recomiendan pruebas de

diagndstico seroldgico y viroldgico en
muestras de suero pareadas —es decir
tomadas en la fase febril y en la fase de
recuperacion— con el propésito de detectar
tempranamente los casos severos, realizar el
diagnéstico diferencial con otras etiologias y
programar el desarrollo de actividades de
vigilancia de la enfermedad y del control del
vector(11,12,13).

En nuestro pais, el protocolo para
la confirmacion de los casos por el
laboratorio se basa fundamentalmente en la
deteccion en suero de anticuerpos IgM
especificos para dengue en una muestra
tomada al paciente después del quinto dia
de inicio de los sintomas. La toma de una
muestra de sangre adicional para obtener el
suero y confirmar el diagndstico de dengue
genera rechazo, especialmente en pacientes
pediatricos y sus padres; sin embargo, la
mayoria de instituciones de salud toman
muestras de sangre anticoagulada (EDTA)
para el monitoreo de las variables hemato-
l6gicas en el hemograma; por ello, el uso de
plasma en las pruebas diagndsticas permite
el diagndstico y seguimiento de la infeccidon
por dengue, mejorando de este modo la
cobertura y oportunidad de diagndstico, lo
cual es importante tanto para la atencién de
los pacientes como para la vigilancia
epidemioldgica (14).

Por lo tanto, el propdsito del
presente trabajo fue evaluar el desempefio
de las pruebas de diagndstico seroldgico de
dengue para la deteccidon de anticuerpos IgM
e IgG -por la técnica de captura y por la
técnica indirecta- y de la proteina NS1 en
muestras de suero y plasma de casos
sospechosos de dengue.

Materiales y métodos

El protocolo para el ingreso de los
pacientes al estudioy alatoma de la muestra
de sangre contd con la aprobacién del
Comité de Etica del Centro de Investigacion
Cientifica Caucaseco.

Se realiz6 un muestreo por conve-
niencia, en el cual se colectaron 42 muestras
de sangre, con y sin anticoagulante, de 21
pacientes con diagndstico clinico de casos
probables de dengue; pacientes atendidos
en el Hospital de La Misericordia localizado
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en el municipio de San Antonio, en el
departamento de Tolima, Colombia, durante
los meses de mayo y junio del afio 2013. El
estudio se realizo en el marco del proyecto
Establecimiento de una plataforma para el
diagndstico integral de malaria y dengue en
el contexto del sindrome febril en Colombia
financiado por Colciencias.

Los criterios de inclusiéon fueron:
pacientes que consultaron por sindrome
febril menor a 7 dias, acompafnado de dos o
mas signos como cefalea, dolor retro-ocular,
mialgias, artralgias, entre otros. A los
pacientes que cumplian con estos criterios
se les explicd el objetivo y la metodologia del
estudio, y en el caso de los nifios se indicé al
acompafiante. Aquellos pacientes que
aceptaron participar firmaron el consen-
timiento informado, posteriormente el
médico les realizo el examen siguiendo la
ficha clinica disefada para el proyecto y se
les tomaron las muestras de sangre para el
hemograma y las pruebas de diagnéstico de
dengue; inmediatamente después se realizd
la separacion por centrifugacion del suero y
del plasmay se almacenaron a-20°Chastael
momento del envio o transporte al
Laboratorio de Virologia de la Universidad El
Bosque. Ya en Bogota, las muestras de suero
y plasma fueron descongeladas, alicuotadas
y procesadas para las siguientes pruebas:

i) UMELISA Dengue IgM Plus (Tecnosuma):
inmunoensayo de captura en el cual los
pozos estan sensibilizados con anticuerpos
anti-lgM humano que reconocen las IgM de
la muestra. Posteriormente se hace la
incubacion con antigenos recombinantes de
DENV y luego con un anti- DENV biotinilado
para finalizar con la adicién del conjugado
estreptavidina/fosfatasa alcalina y el
sustrato de la enzima. La IgM puede
detectarse entre el dia tres y cinco después
de la aparicién de los sintomas y hasta tres
meses después deinicio de los mismo (15).

ii) 1gG de captura (Panbio, Alere): inmu-
noensayo de captura en el cual la superficie
de los pozos se encuentra recubierta con
anticuerpos anti-IgG humano que interac-
cionan con las I1gG de la muestra. Posterior-
mente se ponen en contacto con complejos
previamente formados de antigeno viral
recombinante/anticuerpos monoclonales
biotinilados y la enzima peroxidasa, que

genera el color al hidrolizar el sustrato. Esta
técnica detecta los niveles altos de anti-
cuerpos IgG especificos para la infeccion por
DENYV, indicando una infeccidon secundaria
en curso o muy reciente (16).

iii) 1gG indirecta (Panbio, Alere): inmu-
noensayo indirecto en el cual los pocillos
tienen adherido antigeno recombinante
para los cuatro serotipos virales y al que se
uniran los anticuerpos IgG especificos para
dengue presentes en la muestra. Posterior a
la incubacién con anticuerpos conjugados
con peroxidasa anti-IgG humano vy el
respectivo sustrato, se da el cambio de color
en las muestras de personas que han tenido
contacto conelvirus (17).

iv) Dengue Early ELISA (Panbio, Alere):
ELISA de captura en la cual los pocillos se
encuentran revestidos con anticuerpos anti-
NS1yalosque seunirad el antigeno presente
en la muestra. Posteriormente se adicionan
anticuerpos anti-NS1 marcados con
peroxidasa que, luego de adicionar el
sustrato para la enzima, cambiaran de color.
La sefal positiva indica que el paciente se
encuentra en fase viremia debido a que esta
glicoproteina viral es detectable entre el dia
cero y siete después de adquirida la
infeccion, tanto en infecciones primarias
como secundarias (18).

Para evitar variaciones, las mues-
tras de cada paciente se procesaron simul-
taneamente en la misma placa. Adicional-
mente, con el propdsito de hacer el
diagnodstico molecular de la infeccién por
DENV, se realizé extraccion de RNA para el
procesamiento por RT-PCR. Una vez
procesadas las muestras se llevé a cabo la
clasificacién de las infecciones de acuerdo
conlos resultados conjuntos de las pruebasy
la correlacién de las mismas considerando
como casos de infeccion aguda aquellos
positivos para antigeno viral NS1 o RT-PCR;
asi mismo las muestras que presentaran IgM
o 1gG de captura positivo se consideraron
casos de infecciones agudas o recientes.

Con los resultados obtenidos en
las pruebas de diagndstico seroldgico se
realizé el analisis de la informacidn en Stata
versién 11.0, se calculé la media de las
mediciones en suero y plasma y se hizo un
andlisis de correlacion de Spearman;

ademas, se evalud la concordancia mediante
el calculo del coeficiente kappa, se
elaboraron las curvas de caracteristicas
operador-receptor (ROC) y se estimo el area
bajo la curva ROC de las mediciones en el
plasmay se compararon con las mediciones
hechasenelsuero.

Resultados

Se analizaron un total de 42
muestras: 21 de suero y las correspon-
dientes 21 de plasma tomadas de pacientes
durante la fase febril de la enfermedad. La
descripcion de los hallazgos para cada
prueba se muestra en la Tabla 1; el
porcentaje de hombres fue 38.1%. De
acuerdo a las recomendaciones de la OMSy
el Instituto Nacional de Salud, del grupo de
21 pacientes febriles se pudo confirmar el
caso de dengue en 13 de ellos -infecciones
activas o recientes-; en el resto de los
pacientes (n=8), a pesar de que presentaban
un cuadro clinico de dengue, las pruebas de
diagndstico fueron negativas. Nueve
muestras resultaron positivas por RT-PCR
(42.9%), en 5 de las cuales se detectd el
serotipo DENV-1 (55.6%), en dos el serotipo
DENV-2 (22.2%) y en dos mas el serotipo
DENV-3 (22.2%).

Al realizar el analisis comparativo
de los resultados obtenidos en las muestras
de suero y plasma para cada una de las
pruebas seroldgicas se encontrd un valor de
kappa de 1.00 para las pruebas ELISA IgM,
IgG Captura, 1gG Indirecta y NS1, demos-
trando una concordancia absoluta entre las
mediciones en suero y plasma -entre 0.81 y
1.00-, Tabla 2 (19,20). Por insuficiente
volumen en tres de las muestras, solo se
procesaron 18 de las mismas para ELISA
IgM.

El anélisis de sensibilidad y especi-
ficidad realizado, la elaboracién de la curva
ROC y el calculo del area bajo la curva ROC
para cada una de las pruebas aplicadas
presentaron un valor de 1.000. La curva ROC
y las areas son iguales para cada una de las
ELISA probadas y realizadas en muestras de
sueroy plasma, Figura 2.
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Tabla 1. Resultados de las pruebas de diagndstico.
Fuente: Elaboracién propia con base en las fichas de Laboratorio del Grupo de Virologia.

Suero
g 18 6(32.3%) 14 (66.7%)
Plasma 101 79210
Suero 103 56455
19G Captura n 7(33.3%) 14 (66.7%)
Plasma 104 77455
Suero 48 72523
196 Indirecta n 19 (90.5%) 2 (9.5%)
Plasma a9 347550
Suero .8 1485
Ns1 n 5(23.8%) 16 (76.2%)
Plasma 20 1582

.

Tabla 2. Evaluacion de la concordancia de los resultados de las pruebas

de diagndstico seroldégico en muestras de sueroy plasma.
Fuente: Elaboracién propia con base en las fichas de Laboratorio del Grupo de Virologia.

Total Error Escandu
m

gt 14 (66.7%) 14(66.7%)
Negativo 0 12 12
Positivo 7 ] 7

196 Captura 7(33%) 14 (66.7%) 14 (66.7%)
Negativo ] 14 14
Positivo 19 ] 19

19G Indirecta 19 (90.5%) 2(9.5%) 2(9.5%)
Negativo 0 H 2
Positivo 5 L] 5

(] 5023.8%) 16 (76.2%) 16 (76.2%)
Negativo 0 16 16

Figura 1. Correlacion entre las mediciones realizadas en cuatro pruebas ELISA diferentes para dengue usando suero o plasma del mismo paciente.
A. ELISA IgG de captura (coeficiente de correlacién, 0.990). B. ELISA IgG indirecta (coeficiente de correlacién, 0.965). C. ELISA para antigeno viral NS1 (coeficiente de correlacién, 0.999). D. ELISA para IgM (coeficiente

de correlacién 0.999). Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2. Ejemplo de unacurva ROC para
las pruebas ELISA usadas en la deteccion de
anticuerpos y antigeno NS1. Fuente:
Elaboracion propia.
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Los resultados obtenidos en nuestro
estudio demuestran que el uso de plasma
recolectado en tubos con EDTA tiene un
comportamiento equivalente al obtenido en
el suero cuando se aplican las pruebas ELISA
para el diagnodstico de la infeccion por DENV,
arrojando altos niveles de concordancia
entre las pruebas asi se use una u otra
muestra. Tradicionalmente se ha creido que
la adicion de alguna sustancia quimica al tubo
de recoleccidon podria interferir con los
resultados y por ello se prefiere sangre
coagulada y sin ningun tipo de aditivo; sin
embargo, hay pocas evaluaciones sobre la
realidad de estarecomendacion.

El plasma, a diferencia del suero,
contiene fibrindgeno y mantiene los factores
de la cascada de coagulacion intactos, por lo
que se recomienda la validacion del uso de
esta muestra para pruebas que se han
ensayado en suero, determinando si ese
contenido adicional de proteinas o de
anticoagulantes podria reflejarse en una
dificultad para la deteccion de metabolitos o
anticuerpos (14,21). Yu et al. obtuvieron
resultados similares al evaluar la concor-
dancia de suero y plasma en el andlisis de
metabolitos (21).

Previamente, en un trabajo que
evalud el resultado de pruebas de
anticuerpos contra el virus del herpes simplex
tipo 2, se compararon los resultados
obtenidos al procesar el plasma y los

resultados iniciales obtenidos en los sueros;
finalmente se concluyé que hubo una
concordancia mayora99% (22).

En el caso del diagndstico de tuber-
culosis se encontré también una altisima
correlacién entre las pruebas realizadas para
la deteccidon de anticuerpos contra
polisacaridos o proteinas de la micobacteria,
indistintamente del uso de plasma o suero de
los pacientes (23). En estos dos casos se
reporta que el tiempo de almacenamiento o
congelacién no tuvo efecto negativo en la
concordancia de las pruebas, aunque otro
tipo de pruebas pueden afectarse por la
polimerizacion de la fibrina que ocurre con las
muestras de plasma congeladas por largos
tiempos.

De manera similar, en el trabajo
realizado por Blacksell et al. (14) no se
encontraron diferencias significativas en los
valores de las Unidades Panbio de las pruebas
ELISA 1gM e IgG de captura, Dengue Early
ELISA para el diagndstico de dengue vy las
pruebas ELISA de Panbio para la deteccidn
combinada de anticuerpos IgM contra el virus
de encefalitis japonesa. Otros autores han
desarrollado estudios similares evaluando la
concordancia de las mediciones en muestras
diferentes a suero, como el estudio
desarrollado por Dokubo et al. (24) en la
deteccion de RNAy anticuerpos para virus de
hepatitis C en muestras de plasmay muestras
de sangre seca sobre papel filtro, donde se
mostré una sensibilidad superior a 70%,
especificidad mayor a 90% y concordancia
parala deteccidon de anti-HCV buena de 0.69 -
0.61-0.80- (24).

Aunque la mayoria de sistemas de
diagndstico para dengue se han desa-
rrollado para hacerse con suero, en este
trabajo se reporta que las muestras de
plasma pueden ser igualmente Utiles para el
diagndstico seroldgico; lo que abre la puerta
al uso de muestras que se toman con otro
propdsito y con mayor frecuencia, como
aquellas destinadas a hacer el seguimiento
hematolégico de los pacientes o incluso las
que han permanecido congeladas por largos
periodos. Todo ello puede aumentar el
numero de muestras procesadas y por ende
el niumero de casos confirmados, lo cual es
una situaciéon deseable para contribuir al
control de la epidemia de dengue en nuestro

pais.
Conclusion

Los resultados sugieren que puede
utilizarse la muestra de plasma obtenida del
tubo con anticoagulante EDTA para el
diagndstico seroldgico de la infeccién por
dengue al emplear el kit de Tecnosuma para
la deteccion de 1gM y el de Panbio para la
deteccidn de IgG de captura, IgG Indirecta y
NS1. Del mismo modo, se requieren
desarrollar estudios en los cuales se evalien
kits de diferentes fabricantes y casas
comerciales y evaluar si el mismo resultado
se obtiene usando plasma recolectado en
tubos con otro tipo de anticoagulante como
heparina sédica, citrato de sodio, fluoruro u
oxalato.
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