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RESUMEN: En este trabajo se presentan los resultados de la
normalizacion del procedimiento de deteccidn de anticuerpos IgG contra
el virus dengue en muestras de sangre colectadas sobre papel de filtro.
Las muestras se obtuvieron de 216 individuos que acudieron al banco de
sangre de Marianao de los cuales 25 presentaron resultados con titulos
superiores a 1:40 por la técnica de Inhibicién de la Hemaglutinacion. En
todas las muestras se determiné la presencia de anticuerpos 1gG contra el
virus dengue mediante un inmunoensayo enzimatico (UMELISA) de
captura. Cuando se compararon las condiciones de elucién de treinta
minutos y una hora la coincidencia fue del 93 y 100 % respectivamente.
En las dos condiciones evaluadas en el paso de la incubacién de las
muestras en la placa de reaccién; una hora a 37 °C y una hora a
temperatura ambiente; la coincidencia fue del 100 %, manteniendo este
paso igual para el procesamiento de muestras de sangre colectadas sobre
papel de filtro como las de suero (una hora a 37 °C). Al analizarse en su
conjunto los resultados de las muestras se obtuvo una sensibilidad y
especificidad del 100 % en los tiempos ensayados, para la prueba
efectuada con sangre total colectada sobre papel de filtro conservada a 4
°C y las conservadas a temperatura ambiente. Los autores recomiendan la
utilizacion de este método para la deteccién de anticuerpos anti dengue.

ABSTRACT: This paper presents a standardized procedure for the
detection of 1gG antibodies to dengue virus in blood samples taken from
filter paper. The samples were obtained from 216 blood donor persons, 25
of them had IH titer superior of 1:40. All the samples were tested for 19G
antibody against dengue virus by means of capture enzyme immunoassay
(UMELISA). In a comparison of the results when the elution was perform
30 min. and 1 hour the agreement between the results of the test and those
of the UMELISA using serum samples were 93 y 100 % respectively. In
both conditions the incubation of the samples in the reaction plate, were 1
hour at 37 ° C and 1 hour room temperature, the agreement were 100 %,
the same method was employed with, the serum samples (one hour a 37 ©
C). When we analyzed all samples the result of the sensitivity and
specificity were 100 % when the samples were collected in whole blood
on filter paper stored at room temperature and when it was stored a 4 ° C,
for one month and 4 months respectively. The authors recommend the use

of this method in the dengue IgG
antibody determination is recom-
mended.

INTRODUCCION

La reaparicion del Dengue en las
Américas en sus formas mas graves
constituye un problema de salud en la
region.” En la pasada década se observo
un incremento del ndmero de epidemias
en los paises afectados por esa
enfermedad. 2° Tal y como sucedié en
los paises del sudeste asiatico, las
formas graves se estan haciendo
endémicas. *

Desde la aparicién de los primeros
ensayos inmunenzimaticos, se inicio la
evaluacion del papel de filtro como
método sencillo, econémico y rapido
para el andlisis de muestras de sangre
total. >®

Este método de coleccién de mues-
tras es ampliamente utilizado para la
realizacion de las pesquisas neonatales
de diferentes enfermedades, por las
ventajas que presentan en cuanto a las
facilidades para obtener las muestras en
nifios pequefios y personas en las que
resulta dificil la extraccion de sangre
venosa, asi como por su facil transporte
y almacenamiento y la posibilidad de
recolectar las muestras en zonas rurales.
La utilidad de este método de coleccion
de muestras para el diagndstico del
dengue ya ha sido demostrada por
diferentes autores tanto para la
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deteccion de anticuerpos totales con
las técnicas de inhibicion de la
Hemaglutinacion y ELISA como
para la determinacién de anticuerpos
IgG. "8

Con el objetivo de facilitar la
realizacion de la prueba, simplificar
el proceso de colecciéon de muestras,
transporte, almacenaje y disminuir
los riesgos de contaminacién del
operador, evaluamos el UMELISA
Dengue 1gG; utilizando muestras de
sangre seca sobre papel de filtro,
ademas, de las tradicionales mues-
tras de suero. Ademas, se deter-
minaron los parametros &ptimos
para la elucion y la evaluacion de las
muestras de sangre colectadas sobre
papel de filtro en el UMELISA
Dengue 1gG.

MATERIALES Y METODOS

Muestras estudiadas

Se estudiaron muestras de suero
y sangre total seca sobre papel de
filtro de 216 donantes de sangre,
escogidas al azar en el Banco de
Sangre de Marianao, Ciudad de La
Habana, Cuba.

Coleccion de las muestras

Las muestras se obtuvieron por
puncion venosa en los donantes.
Esta sangre fue procesada hasta
obtener el suero y los mismos fueron
almacenados a -20 °C hasta el
momento de la evaluacion.

Coleccion de las muestras de
sangre seca en papel de filtro

De los donantes con una extrac-
cion util de suero se les realizd una
toma de sangre por puncion digital y
se aplicaron cuatro gotas de sangre
sobre el papel de filtro Schleicher &
Schuell-2992. Cada gota de sangre
ocupd un area con didmetro de 10
mm? de. Los papeles de filtro se
dejaron secar a temperatura ambien-
te durante un tiempo minimo de 2 h,
se sellaron individualmente en bol-
sas de nylon y se almacenaron a 4°C
y a temperatura ambiente hasta el
momento de su utilizacién en la
prueba de estabilidad. En el momen-
to de la evaluacion, se realizé un
ponche sobre la mancha de sangre
en forma de disco de 5 mm de
didmetro con un ponchador auxiliar
suministrado por la tecnologia
SUMA.

Preparacion de las soluciones
de trabajo del UMELISA Dengue
19G (Suero)

Sueros Controles: Se presentan
en el estuche listos para el uso,
diluidos 1:21 con suero de carnero al
20 % en Tris Tween 0,0157 M pH
7,8 para una concentracién final de
5%. Este es el mismo diluente que
se empled para la dilucién de las
muestras y la reconstitucion del
antigeno.

Muestras: Se diluyeron 1:21.

Antigeno: Se reconstituy6 con 2
mL, para que las UH finales, fueran
16 UH.

Conjugado: Se presentd listo para
el uso, diluido 1:3500 con Tris pH 8
y seroalblmina bovina al 1%.

Sustrato: Se diluy6 1:10 antes de
Su uso.

Equipamiento

Se utilizaron equipos de la tec-
nologia SUMA (Centro de Inmuno-
ensayo, Ciudad de la Habana,
Cuba)’.

Fluorimetro SUMA 421: Es un
fluorimetro automatizado de alta
sensibilidad, el cual realiza las lec-
turas de fluorescencia entre los 420
a 540 nm de longitud de onda. Se
puede emplear también el SUMA
321 o el fotémetro - fluorimetro PR-
521.

Lavador MAS 301: Es un equipo
automatizado que garantiza la
uniformidad de los lavados en las
placas de reaccion.

UMELISA DENGUE IgG: Es un
ensayo inmunoenzimatico hetero-
géneo que tiene como principio la
captura de anticuerpos IgG. Este,
constituye una modificacion de la
técnica de ultramicroELISA ya nor-
malizada donde en lugar de emplear
anticuerpos anti IgM humana se
emplean anticuerpos anti IgG huma-
na.'’

Se aplicaron 10 ul de suero hu-
mano diluido y los controles en los
pocillos de la placa y se incubé 1 h a
37 °C en camara himeda. Los
anticuerpos 1gG presentes en las
muestras se fijaron a los anticuerpos
del recubrimiento. Después de 6
ciclos de lavado (de 30 segundos
cada uno) con tampon Tris-HCI 15
mM conteniendo Tween-20 al 0,05
%; se afiadieron 10 pl de la mezcla
de los 4 antigenos y se incub6 1 h a
37 °C. Se realizd otro proceso de

lavado como vya se describio
anteriormente y se afiadieron 10 pl
del conjugado en cada pocillo. En
caso de reaccion positiva el anti-
cuerpo del conjugado se unié al
complejo formado previamente so-
bre la fase sélida. Las placas se
incubaron como en la etapa previa y
se lavaron nuevamente; poste-
riormente se adicionaron 10 ul de
sustrato y se incubé durante 30
minutos a temperatura ambiente. El
sustrato fluorigénico fue hidrolizado
y la intensidad de la fluorescencia
emitida permitié detectar la pre-
sencia de anticuerpos 1gG espe-
cificos a los 4 serotipos del virus
dengue. La lectura, validacion e
interpretacion de los resultados se
realiz6 de forma automatica por el
lector SUMA y su paquete de
programas UMELISA Dengue I1gG.

Condiciones de elucién de la
sangre seca colectada sobre papel
de filtro

Los ponches de 5 mm fueron
eluidos con 70 pL de suero de
carnero al 5 % en Tris-Cl 15 mM
(Diluente de las muestras en el
UMELISA Dengue 1gG Suero).

Para la evaluacion del tiempo de
elucion de los ponches se probaron
dos variantes, la primera de 30
minutos a temperatura ambiente y la
segunda de una h a esta temperatura.
Para la seleccién de la variante
Optima se tuvo en cuenta los por-
centajes de correlacion y coinci-
dencia entre los resultados obtenidos
con las muestras de suero y las de
sangre seca sobre papel de filtro.
Una vez establecida la condicion
adecuada con un nimero pequefio de
muestras (20 muestras negativas y
20 positivas), se evaluaron las
restantes.

Evaluacion de la temperatura
de incubacion de las muestras de
sangre seca eluidas del papel de
filtro
Se evaluaron 25 muestras de sangre
seca sobre papel de filtro con sus
correspondientes sueros en el UME-
LISA Dengue IgG. Las muestras se
incubaron una h a 37 °C y una h a
temperatura ambiente respectiva-
mente en las placas de reaccion.
Como criterios para el estableci-
miento de la condicién Optima de
incubacion de las muestras se
tomaron la correlacion y la coinci-
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dencia de los resultados de las mues-
tras de sangre seca sobre papel de
filtro y sus sueros correspondientes.

Andlisis Estadistico

Se empled el programa estadistico
Statgraphics, para realizar la distri-
bucién de frecuencia de la 1IgG Anti-
Dengue en la poblacion de donantes
de sangre en suero y en muestras de
sangre seca sobre papel de filtro.
Empleando el mismo programa se
determind el coeficiente de corre-
lacion y la coincidencia se calcul6
como el nimero de muestras po-
sitivas en suero y en sangre seca
sobre papel de filtro méas el nimero
de muestras negativas en suero y en
sangre dividido entre el nimero total
de muestras analizadas por ambos
métodos de coleccion.

La sensibilidad del ensayo para
las muestras colectadas sobre papel
de filtro se determin6 dividiendo el
nimero de verdaderos positivos en
sangre, por el nimero de muestras
de suero positivas (expresado en
porcentaje). La especificidad fue
expresada como el numero de
muestras de verdaderas negativas en
sangre, dividido por el ndmero de
muestras de suero negativas (expre-
sado en porcentaje).

Estabilidad

Se evalud la estabilidad de los
ponches de 20 muestras positivas y
20 muestras negativas, las cuales
fueron almacenadas empleando dos
variantes: cuatro mesesa 4 °Cy 30
dias a temperatura ambiente. Se
analiz6 el porcentaje de recupe-
racion de la sefial de fluorescencia
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de las muestras después de alma-
cenadas respecto a la obtenida antes
de su almacenamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

En estudios anteriores ya se habia
evaluado la estabilidad de las mues-
tras de sangre seca colectadas en
papel de filtro para el estudio de
anticuerpos IgM contra el dengue
con resultados satisfactorios.
Partiendo de estos resultados y
previendo una mayor estabilidad de
los anticuerpos 1gG, evaluamos el
procedimiento de elucién de las
muestras obteniendo una excelente
correlacion con los resultados de
suero cuando esta se realizé durante
1 hora a temperatura ambiente en el
tampdn de dilucion de las muestras
para el ensayo de suero.

En la elucién realizada durante
30 minutos se observo una coinci-
dencia del 93 % en los valores de
relacion de las muestras en
comparacion con la  elucion
realizada durante una hora que fue
del 100 % por lo que para la elusion
de toda la IgG presente en la
muestra de sangre en el ponche se
requiere como minimo una hora para
garantizar la coincidencia necesaria
con las muestras de suero.

El procedimiento utilizado en el
montaje de los eluatos en el paso de
incubacion de las muestras en las
placas de reaccion fue de una hora a
temperatura ambiente y una hora a
37 °C, observandose que la coin-
cidencia de los resultados para la
primera variante fue del 95,3 %
siendo para la segunda del 100 %

reflejandose que la temperatura en

este paso es critica para la
inmunorreaccion.
En los pasos del antigeno,

conjugado y sustrato se mantuvo lo
establecido en el procedimiento
empleado en el UMELISA Dengue
IgG en suero.

Las condiciones o&ptimas de
elucion y montaje de las muestras de
sangre seca en papel de filtro fueron
las siguientes:

+ Tiempo de elucién: 1 hora.

¢ Temperatura de elucion: Am-
biente (20-25 °C).

& Tampon de elucion: Tris-T 15
mM conteniendo suero de carnero el
5 %.

¢ Incubacién en la placa de
reaccion: 1 hora a 37 °C en camara
himeda.

No resultd necesario el cambio
del nivel de corte para las muestras
de sangre seca en papel de filtro ya
que en las condiciones evaluadas no
se observd afectacion de la sensi-
bilidad y especificidad del ensayo.

Al comparar los resultados obte-
nidos entre las muestras de sangre
seca sobre papel de filtro y las
muestras de suero en el UMELISA
Dengue 1gG se obtuvo un coefi-
ciente de correlacion de 0.9518
(Fig. 1). Este coeficiente ha sido
calculado tomando como referencia
los resultados de relacion de la
fluorescencia de las muestras
respecto al control positivo en suero
comparandolas con este valor de las
muestras de sangre colectadas en
papel de filtro.

y =1,9738x - 0,1011
R?=0,9518
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Figura 1. Correlacion entre los resultados de relacién de la fluorescencia de las muestras de Suero y Sangre seca
sobre papel de filtro respecto el control positivo del ensayo.

M: Fluorescencia de la muestra.
Cp: Fluorescencia control positivo.
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El porcentaje de sensibilidad,
especificidad y coincidencia entre
ambas formas de coleccion fue del
100 % en las muestras analizadas
(216 muestras).

La utilizacion de las mismas
condiciones de reaccién en las
muestras de sangre seca colectadas
sobre papel de filtro y las muestras
de suero brindan la posibilidad del
procesamiento simultaneo de
muestras colectadas en ambas
formas con igual sensibilidad vy
especificidad.

En el andlisis de la estabilidad de
las muestras de sangre colectadas en
papel filtro, los resultados muestran
una recuperacion de la seroso-
sitividad del 100 % tanto para las
muestras almacenadas a 4 °C y
como para las almacenadas a
temperatura ambiente durante el
periodo evaluado. No se observaron
cambios apreciables en los valores
de fluorescencia de las muestras
negativas. La estabilidad de las
muestras colectadas sobre papel de
filtro es buena, si son conservadas a
4 °C durante 4 meses y 30 dias a
temperatura ambiente lo que permite
el envio confiable de las muestras y
la conservacion de las mismas hasta
su utilizacion siempre y cuando el
tiempo de este no exceda el
evaluado.*

Las técnicas de ELISA han sido
utilizadas por otros autores demos-
trando que tienen una alta sensi-
bilidad y especificidad; ademas, se
han realizado estudios comparativos
entre los resultados de muestras
colectadas por el método de la
sangre total seca sobre papel de
filtro y sus correspondientes sueros
para su utilizacibn en la
determinacion de la prevalencia a

diferentes enfermedades virales.le"14
Los resultados de este estudio
muestran que el procedimiento de
coleccion de la muestra de sangre
total sobre papel de filtro es util para
la obtencion de muestras validas pa-
ra su procesamiento por UMELISA.

Esto junto a la posibilidad de obte-
ner la sangre a través de una simple
puncién digital, puede ser de gran
utilidad para estudios epidemiolé-
gicos sobre la prevalencia del
Dengue.
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