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En el 2016 Argentina sufre el peor brote epidémico de dengue de la historia del pais.

Segun las cifras del propio Ministerio de Salud de la Nacién se confirmaron mas de 40 mil casos,
llegando a superar los 70 mil. Indudablemente el diagnostico de esta infeccién plantea un gran
desafio para los bioquimicos que debemos arribar a un diagnéstico rapido pero sobre todo
correcto. En el siguiente trabajo presentado por MANLAB se evaliian dos técnicas de Elisa.
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>>2 INTRODUCCION

El Dengue es una enfermedad febril de etiologia

viral causada por infeccién del virus del Dengue (VD), un
arbovirus miembro de la familia Flaviridae. La transmisién
de este agente se produce mediante la picadura de
mosquitos del género Aedes. En Argentina se sabe que el
vector bioldgico predominante es la hembra hematdfaga
del mosquito Aedes aegypti, de habitos diurnos. Algunos
factores favorecen el desarrollo del ciclo bioldgico del
vector, incrementan su densidad y facilitan la expansion
geogréficadelaenfermedad (Mammenetal., 2008, Reiter,
2001) en ambitos tanto urbanos como rurales. Estos
factores sonlas lluvias, la humedad, las temperaturas en el
rango 4-40 °C, la oviposturay la formacién de criaderos en
el domicilio y peridomicilio por estancamiento de agua,
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déficits enlared de suministro deaguay aumento del flujo
de viajeros en los meses estivales (Gubler 2011). Ademas,
una vez alimentado con sangre de un individuo virémico, el
mosquito es capaz de transmitir el virus durante un tiempo
indeterminado (WHO, 2009). Esta constelacién de
factores justifica el crecimiento de la endemia en los
tropicos y subtrdpicos. A pesar de los avances en los
programas de vigilancia e informe del sindrome febril, se
piensa que el verdadero impacto socioeconémico de la
enfermedad es aun subestimado (Murray et al., 2013). Por
lo expuesto, y ante la imposibilidad de contar con
herramientas efectivas de inmunoprofilaxis, el énfasis
oficial estd puesto en medidas orientadas al control
vectorial.

Hasta el momento se conocen cinco serotipos del
VD (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 y DENV-5), los
cuales estdn estrechamente relacionados en cuanto a
antigenicidad y tienen una homologia genética de
aproximadamente el 65 % (Sasmono et al., 2018, Mustafa et
al., 2014). La infeccién por un determinado serotipo da
lugar a un sindrome febril inespecifico que remite
espontaneamente y provee proteccion de larga duracién
por inmunidad homdloga, en la que el pilar de la respuesta
protectora seria la biosintesis de anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra ese serotipo especifico
(Roehrig et al, 2008). La proteccidn contra la infeccién por
otro de los cuatro serotipos no es efectiva dado el escaso
nivel de reactividad cruzada de los anticuerpos
neutralizantes (Xu et al., 2017). Al no contar entonces con
mecanismos protectores de inmunidad heterdloga, ante
una eventual reinfeccidon en un drea donde co-circulan
distintos serotipos, estd aumentado el riesgo de padecer
formas graves de la enfermedad como la fiebre
hemorrdgicapordengue.

En esta comunicacidn breve se estudid la utilidad
dedostécnicas de ELISA paraevaluarlarespuesta humoral
anti-DV. La falta de conmutabilidad observada entre las
dos técnicas estudiadas sugiere que, en caso de usarlas
como herramienta diagndstica, podria ser necesario
considerar el serotipo del VD cuya respuesta humoral
evaludan.

=>>> MATERIALESYMETODOS

Se llevd a cabo la deteccién de anticuerpos anti-
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virus del dengue (VD) de clase IgG e IgM por medio de dos
pruebas de ELISA indirecto de dos fabricantes distintos
(denominados por comodidadiyiien el texto) en muestras
de suero (n=78 para IgM, n=26 para IgG) (marca i: DRG
Dengue Virus IgM y DRG Dengue Virus 1gG, DRG
Diagnostics, GmbH) de manera automatizada. Las
muestras se sometieron ademas a otra técnica de ELISA
indirecto manual (marca ii: Dengue Virus IgM Capture
DxSelecty Dengue Virus IgG DxSelect FOCUS Diagnostics).
La interpretacidn de resultados del método i hace uso de
una escala semicuantitativa en unidades arbitrarias
adimensionales, segun la cual las muestras con 0-9
Unidades DRG (UDRG) son negativas, aquellas con valores
entre 9 y 11 UDRG son indeterminadas y los valores
mayores a 11 UDRG corresponden a muestras positivas.
Por otro lado, el método ii emplea una escala
semicuantitativa enla cual las muestras conresultados de o
a1para el valor del indice (V1) son negativas y aquellas con
valores superiores a 1 se consideran positivas. En ambos
métodos la escala se construye relacionando el resultado
promedio de densidad dptica de cada muestra leida a
A=450 nm (DO,,,,,) con la DO del Cutoff (DO, La
ejecucion de los ELISA se llevé a cabo siguiendo las
instrucciones brindadas porlos fabricantes.

Para los dos ensayos de ELISA se evaluaron los
siguientes aspectos: A-correlacién entre los dos métodos y
B-concordancia. El aspecto A implicé la evaluacion del
coeficiente de correlacidn lineal de Pearson, mientras que
el aspecto B se basd en el andlisis de concordancia de
Bland-Altman. El procesamiento estadistico de los datos
se realizé con el programa GraphPad Prism v4.03
(GraphPad Software, Inc.).

Las muestras analizadas fueron remitidas a
MANLAB en base a la sospecha de infeccién por dengue 'y
con sus correspondientes fichas epidemioldgicas en la
mayoriadelos casos.

La informacion epidemioldgica disponible para la
mayoria de las muestras remitidas incluyé fecha estimada
de comienzo de los sintomas, fecha de la toma de muestra,
edad, sexo, resumen de historia clinica y diagndstico
presuntivo, antecedentes de viaje en los meses previos al
comienzo delos sintomas e historia de vacunacion.

Los resultados positivos por ambos métodos



fueron notificados a la autoridad sanitaria oportu-
namente.

> >2> RESULTADOS

El andlisis de correlacién aplicado a la
determinacién de anticuerpos anti-DV de clase IgM (n=78)
revelé que existen profundas discordancias entre los
resultados obtenidos por el fabricante i o porii. El valor tan
bajo del coeficiente de Pearson (R’=0,08462) no deja lugar
a dudas en cuanto a la falta de correlacién entre ambos
métodos. Para el caso de la determinacidn de anticuerpos
anti-DV de clase IgG, si bien se conté con una casuistica
mas reducida (n=26) se observé el mismo fendmeno que
para la deteccién de IgM, con un valor de coeficiente de
correlacion de Pearson R*de 0,08816 (Figura1).

Por otro lado, el andlisis de concordancia de Bland-
Altman (Figura 2) confirma que no puede reemplazarse un
método por el otro dado que en el caso de IgM, el valor de
sesgo obtenido fue 23,7161y los limites de confianza del 95
% (LC 95%) fueron -22,9407 y 70,3729. Para la IgG, el sesgo
fue -4,98141 y los LC 95% fueron -42,5739 y 32,6111.
Considerando un valor de corte de 11,0 (método i) y 1,0
unidades(método ii) para discriminar muestras positivas
de negativas tanto en el caso de los anticuerpos IgM como
IgGanti-DV, los intervalos resultan muy amplios de manera
que compromete suaplicacidn clinica.

La elevada tasa de muestras discordantes,
respaldado por los resultados de la estadistica, confirman

quelos dos métodos analizados no son conmutables.

= > Figura 1. Andlisis de correlacién para la valoracion
semicuantitativa de de anticuerpos anti-DV de clase IgM e
IgG por los métodos i y ii. Se multiplicaron x10 los
resultados delmétodoiii.
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= > Figura 2. Andlisis de concordancia por elmétodo de
Bland-Altman para la valoracién semicuantitativa de de
anticuerpos anti-DV de clase IgM e IgG por los métodosiy
ii.
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= > Tabla1. Interpretacién de los resultados del analisis
de ELISA por los métodos iy ii. El nUmero de muestras se
detallaen cadarecuadro.

1M [

DRG FOCus | DRE: FOUUS
Tosldvas T2 X Positlvas 13 15
Memlivat f 58 Megativay 3 1

>>> DISCUSIONY CONCLUSIONES

El diagndstico de la infeccién por el virus del
Dengue (VD) plantea indudablemente un desafio al
profesional bioquimico por cuestiones relacionadas a la
cinética de replicacidn viral y la respuesta del hospedador,
las cuales restringen la aplicacion de métodos directos de
estudio como ladeteccidndelantigeno NS10el RNAvirala
la fase aguda temprana de la enfermedad (menos de 5 dias
de producida la infeccidn). Esto hace que la deteccién de
anticuerpos anti-DV esté muy difundida en los servicios de
inmunologia, pese a que la falta de especificidad de la
técnica permite arribar, estrictamente hablando, a la
conclusién de que existe historia de exposicidn a flavivirus
yno al diagndstico certero de dengue (Chanetal., 2017).

Los serotipos del VD con mayor representacion
geografica en Argentina son DENV-1 y DENV-2 (Boletin
Integrado de Vigilancia, MSAL). Durante el brote de
dengue registrado en las primeras 25 semanas de 2016 se
remitieron numerosas muestras de pacientes con
sindrome febril y diagndstico presuntivo de infeccién por
dengue ala Seccidn Serologia de MANLAB. En la mayoria
de los casos, el diagndstico dependia de la confirmacién
por ELISA, estando disponible la determinacidn
semicuantitativa de anticuerpos anti-DV por el ensayo de
ELISA indirecto. Durante ese periodo, y con el objetivo de
brindar la mejor prestacion, se emplearon diferentes
marcas dereactivos, entre ellas las citadas comoiyii.

Los hallazgos preliminares revelaron una
abrumadora discordancia en los resultados obtenidos al
ensayar una misma muestra por ambos métodos en
numerosos casos de la serie analizada. Esto condujo a la
hipdtesis de la falta de armonizacién en la seleccién de
antigenos que se inmovilizan en los pocillos del equipo
diagndstico, lo que implica una representacion desigual de
los serotipos del VD que pudieran ser potencialmente
detectados. Asi, el fabricante i declara en el inserto que se
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ha inmovilizado un antigeno del serotipo DENV-2,
mientras que el fabricante ii declara que el recubrimiento
de los pocillos consiste en particulas virales inactivadas y
purificadas de los serotipos 1-4. Por esta razdn, llama la
atencidon la mayor tasa de positividad que se obtiene al
procesar muestras con la marca i, la cual podria deberse a
reaccién cruzada con otros miembros de la familia
Flaviridae debido a la alta similitud estructural del antigeno
inmovilizado. Por otro lado, es razonable cuestionar la
validez de la marca i como medio para contrastar las
muestras positivas por ii, ya que por lo menos tres
serotiposdel VD (1,3 y 4) generarian respuestas humorales
especificas que escapanasudeteccion.

Frecuentemente se cita la alta homologia entre los
serotipos del VD pero poco se ha discutido en relacién la
capacidad de discriminar las respuestas humorales anti-DV
con base en los ensayos de ELISA. Se asume que la
especificidad de los equipos comerciales de diagndstico
seroldgico basados en ELISA es insuficiente para lograr
este cometido (Timiryasova et al., 2013), mientras que la
prueba de neutralizacién por reduccién en placa (TNPRP)
seria la Unica herramienta efectiva para el serodiagndstico
diferencial (Roehrig et al., 2008, Maeda & Maeda, 2013), al
punto tal que se ha incluido como estandar de oro en los
protocolos de la WHO para evaluar lainmunogenicidad de
las vacunas anti-VD. Esta comunicacidn analiza el poder de
discriminacion entre distintos serotipos ofrecido por las
diferentes marcas comerciales de ELISA. Asi, cobra
especial importancia el asesoramiento de las empresas
distribuidoras al momento de elegir un equipo comercial
para la deteccidn de la infeccién por el VD. Es de vital
importancia también conocer los serotipos circulantes en
la zona de residencia de los pacientes, ya que en ausencia
de confirmacion por métodos moleculares como RT-PCR,
deteccién de antigeno NS1 o aislamiento viral, los
resultados de la serologia condicionan la inclusion de los
casos sospechosos como confirmados dentro de las
estadisticas, pese a las conocidas limitaciones en cuanto a
especificidad caracteristicas de estos inmunoensayos. En
este mismo sentido, la notificacion de los resultados de
serologia a la autoridad sanitaria local deberia incluir un
comentario acerca de la respuesta anti-serotipo evaluada
por los equipos diagndsticos empleados para analizar las
muestras, ya que esta informacion es de interés
epidemioldgico y podria optimizar el aprovechamiento de
recursos en caso de emprender la deteccidén sistematica
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