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RESUMEN: En este trabajo se presentan los resultados de la
estandarizacion y evaluacion del ultramicroELISA Dengue 1gG
(UMELISA DENGUE IgG). Con este fin se estudiaron diferentes
condiciones para el ensayo, seleccionando como d&ptimas una
concentracion de anticuerpos anti-IgG (y) humana para el recubrimiento
de las placas de ultramicroELISA de 10 pg/mL y conjugado anticuerpo
monoclonal complejo especifico a una dilucion de 1/3500. Con las
condiciones antes mencionadas se estudiaron 60 pares de muestras
procedentes de Colombia colectadas entre los meses de octubre y
noviembre de 1992. Todos los sueros fueron evaluados por Inhibicién de
la Hemaglutinacion (IH) y se compararon con los resultados por
UMELISA DENGUE IgG; obteniéndose un 91,11 % de sensibilidad y
93,3 % de especificidad. Los resultados de UMELISA DENGUE IgG
presentaron una buena correlacion con la técnica de IH (r=0,8699,
p<0,0001), y los niveles de IgG pueden ser utilizados en muestras
pareadas para distinguir entre infecciones primarias y secundarias con el
78,6 % y 100 % de concordancia respectivamente. En las evaluaciones
utilizando muestras con sospecha clinica de dengue provenientes de
Cucuta y Medellin empleando como técnica de referencia la IH; la
evaluacion utilizando el GAC ELISA de Brasil y en la evaluacidn con
muestras remitidas al IPK empleando la IH de dicha institucién como
referencia, los porcentajes de concordancia fueron de 96,8 %, 97,6 % y
91,7 % respectivamente

ABSTRACT: In this work we report the results of standardization and
validation of ultramicroELISA DENGUE IgG(UMELISA DENGUE
IgG) for detection of IgG antibodies. With this purpose were studied
different conditions for the assay and were chosen as optimal conditions:
a concentration anti-lgG (y) human, 10 pg/mL and conjugate diluted
1:3500. Under these conditions were analyzed 60 paired sera for the
detection of specific 1gG antibodies against Dengue virus, obtaining 91,11
% of sensitivity. We compared, these samples analyzed by the UMELISA
Dengue whit HAI of the Institute of Tropical Medicine “Pedro Kouri”
from Cuba, and Institute National of Salud, from Colombia. The 1gG

Aceptado: 29 de noviembre del 2002

capture UMELISA showed good co-
rrelation with the HAI assay (r=0,8699,
p<0,0001), and 1gG level could be used
to distinguish between serum paired pri-
mary and secondary infection, with 78,6
% of primary infections and 100 % of
secondary infections being correctly
classified. The agreement of UMELISA
Dengue IgG with clinical suspect of
dengue infection from Cucuta and Me-
dellin, Colombia, with the evaluation
with GAC-ELISA from Brazil, and HI
remised sera to Institute of Tropical
Medicine “Pedro Kouri” were 96,8 %,
97,6 % and 91,7 % respectively.

INTRODUCCION

En los ultimos afios ha ganado terre-
no la conviccion de que la solucidn
global a diversos problemas de salud
solo puede alcanzarse mediante la rea-
lizacion de estudios a escala masiva,
dependiendo del desarrollo de métodos
de Pesquisaje que estudien a todos los
componentes del grupo poblacional.*

Considerando lo anterior, durante
1980 comenzo en Cuba el desarrollo de
una técnica que permitia estudiar un
gran nimero de muestras con el mas
bajo costo posible y con la cual se
podrian compatibilizar las necesidades
de un sistema de salud altamente
socializado, con las posibilidades de un
pais en desarrollo. A partir de estos
esfuerzos iniciales se desarroll6 el Sis-
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tema Ultramicroanalitico (SUMA) y
las técnicas de ultramicroELISA, en
los cuales se combina la extra-
ordinaria sensibilidad de las pruebas
de microELISA actuales, con el uso
de ultramicrovolimenes de muestras
y reactivos. Teniendo en cuenta la
disponibilidad de ambas técnicas, asi
como los éxitos mostrados por la
aplicacion del sistema SUMA vy las
técnicas de ultramicroELISA en la
solucion de diferentes problemas de
salud en el dmbito nacional con-
sideramos que era posible encontrar
una respuesta practica al pesquisaje
masivo y el diagnéstico del dengue. ?

El dengue es uno de los arbovirus
mas importante en término de mor-
bilidad y mortalidad ya que cerca de
2,5 billones de personas viven en
areas con una alta endemicidad de
esta enfermedad. Cada afio aparecen
mas de un millén de casos.?

La inhibicién de la hemagluti-
nacién (IH) es la técnica empleada
de forma tradicional para la clasi-
ficacion de infecciones primarias
(incremento gradual moderado del
titulo de los anticuerpos) o secun-
daria (rapido incremento de los
titulos altos)." No obstante la IH
presenta limitaciones practicas, en-
contrandose  determinadas funda-
mentalmente por la necesidad del
empleo de muestras pareadas, lo que
no contribuye al diagndstico rapido.

En los afios 80, fueron desarrolla-
dos los radioinmunoensayos de cap-
tura de anticuerpos los cuales fueron
remplazados rapidamente por los en-
sayos inmunenzimaticos  (ELI-
SA).5%" Algunos de estos ensayos
detectan anticuerpos IgM e 1gG en
suero y son capaces de distinguir en
infecciones primarias y secunda-
rias.>’” Aunque estos ensayos solo
pueden ser empleados en grandes
centros debido a los requerimientos
para la preparacién de los antigenos
de dengue y los anticuerpos contra
dengue en sus etapas preliminares.
Ademaés, algunos de los pacientes
con un diagndstico presuntivo agudo
deben esperar por incubaciones de
toda la noche necesarias para la
realizacion de la mayoria de estos
ensayos.

En los primeros afios de la pre-
sente década fue desarrollado un en-
sayo de captura para la deteccion de
anticuerpos IgM al dengue emplean-

do una tecnologia SUMA, con el
objetivo de contribuir al diagnostico
y vigilancia epidemiol6gica de esta
enfermedad.’

En el presente trabajo expon-
dremos los resultados de la estan-
darizacion y evaluacion del ultra-
microELISA de captura para la de-
teccion de anticuerpos I1gG al
dengue (UMELISA DENGUE IgG)
ademas, se analizan los resultados de
la comparacion de esta técnica con
la técnica de IH y el GAC-ELISA de
la Facultad de Medicina de Minas
Gerais, Brasil.

MATERIALES Y METODOS

Anticuerpos

Los anticuerpos policlonales con-
tra 1IgG humana (cadena y especifica)
obtenidos en carnero fueron produ-
cidos en el Centro de Inmunoensayo,
Cuba. Los mismos fueron absorbi-
dos con AH-Sepharosa 4B-1gG de
ratén y purificados por cromato-
grafia de afinidad con AH-Sepha-
rosa 4B-IgG humana. Finalmente
fueron dializados contra solucion sa-
lina tamponada con fosfato (SSTF)
pH 7,4 y almacenados en la misma
solucion a - 20°C hasta el momento
del uso.

El anticuerpo monoclonal em-
pleado fue obtenido en el Instituto
de Medicina Tropical, este anti-
cuerpo pertenece a la clase 1gG,
subtipo 1gGl y es especifico al
complejo dengue®.

Placas recubiertas con anti-
cuerpos

Las placas de ultramicroELISA
(8 X 12 tiras) de poliestireno con
dioxido de titanio e irradiadas
(Greiner Labortechnik, Germany),
fueron recubiertas con una solucion
de tampo6n carbonato - bicarbonato
(10 mM, pH 9,6) a una concen-
tracion de 10 pg/mL de anticuerpos
contra 1gG (y) humana e incubadas
durante 4 horas a 45°C, finalmente
fueron bloqueadas con SSTF
conteniendo 0,1 % de seroalbimina
bovina (SAB).

Controles

El control negativo fue obtenido
de un donante de sangre del Banco
Provincial del municipio Marianao,
Ciudad de la Habana, Cuba; mien-
tras que para el control positivo se
mezclaron 8 sueros de pacientes

procedentes de Colombia ya que en
el afio 1993 no se disponia de sueros
positivos en el pais. La negatividad
y positividad de los controles se
corroboraron mediante la técnica de
Inhibicion de la Hemaglutinacion
(IH) del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro  Kouri” (IPK,
Centro de referencia por la OPS en
Américas para el Dengue), Cuba.®
Todos los sueros resultaron nega-
tivos a AgsHB y no presentaron
anticuerpos a HIV y HCV.

Antigeno

Los antigenos de Dengue (Den)
serotipos 1 al 4 (Den 1 Hawai, Den
2 N. Guinea, Den 3 H-87 y Den 4 H-
241) fueron suministrados por el
IPK. Los mismos se obtuvieron por
el método de acetona -sacarosa .
Para ser liofilizados en alicuotas de
500 pL (conteniendo los 4 sero-
tipos), a 64 unidades hemaglu-
tinantes (U.H).

Conjugado anticuerpo-enzima

Se utiliz6 un anticuerpo mono-
clonal anti-complejo dengue (isotipo
IgG 1) obtenido en el IPK °, el cual
se pu-rific6 por cromatografia de
afinidad utilizando una columna de
Proteina A - Sepharosa CL 4B y se
conjugo con fosfatasa alcalina EIA-
grado | (Boehringer Mannheim
GmbH, W. Germany) mediante el
método del glutaraldehido en un
s6lo paso. M

Sustrato fluorigénico

Se empled una solucion concen-
trada (0,5 mM) de 4 metil umbe-
liferil fosfato (Koch Light Ltd.
Haverhill, Suffolk, En-gland). Para
su dilucién se utilizd Dietanolamina
1 M, pH 9,8 (Merck, Schuchardt).

Preparacion de las soluciones
de trabajo
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 concentracion final de 5%. Este
es el mismo diluente que se emplea
para las muestras y en la recons-
titucion del antigeno.
Muestras: Se diluyen 1:21, al igual
que los sueros controles.
Antigeno: Se reconstituye con 2 mL,
para que las UH finales, sean 16
UH.
Conjugado: Se presenta listo para el
uso, diluido 1:3 500 con TrispH 8y
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sero albumina bovina (SAP) al 1%.
Sustrato: Es diluido 1:10 antes del uso.

Equipamiento

Se utilizaron equipos de la tec-
nologia SUMA (Centro de Inmu-
noensayo, Ciudad de la Habana,
Cuba).*
Fluorimetro SUMA 421: Es un fluo-
rimetro automatizado de alta sensi-
bilidad, 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
fotdmetro - 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
heterogéneo que tiene como princi-
pio la captura de anticuerpos IgG.
Este, constituye una modificacion de
la técnica de ultramicroELISA ya
normalizada donde en lugar de em-
plear anticuerpos anti IgM humana
se emplean anticuerpos anti 19G.°

Se aplican 10 pul de suero humano
diluido (al igual que los controles)
en los pocillos de la placa y se in-
cuba 1 hora a 37°C en cadmara hime-
da. Los anticuerpos IgG presentes en
las muestras se fijaran a los anti-
cuerpos del recubrimiento. Después
de 6 ciclos de lavado (de 30 segun-
dos cada uno) con tampén Tris-HCI
15 mM conteniendo Tween-20 al
0,05 %; se afiaden 10 ul de la mez-
cla de los 4 antigenos y se incuba 1
hora a 37°C. Se realiza otro proceso
de lavado como ya se describié y se
afladen 10 pl del conjugado en cada
pocillo. En caso de reaccion positi-
va el anticuerpo del conjugado se
unira al complejo formado previa-
mente sobre la fase solida. Las pla-
cas son incubadas como en la etapa
previa y son lavadas nuevamente;
posteriormente se adicionan 10 pl de
sustrato y se incuba durante 30
minutos a temperatura ambiente. Al
afiadir el sustrato fluorigénico, éste
sera hidrolizado y la intensidad de la
fluorescencia emitida permitird de-
tectar la presencia de anticuerpos
1gG especificos a los 4 serotipos del
virus dengue. La lectura, validacién
e interpretacion de los resultados se
realiza de forma automética por el
lector SUMA y su paquete de pro-

gramas UMELISA DENGUE IgG.

Seleccion de las condiciones de
ensayo

Para establecer la concentracion
adecuada de recubrimiento y la dilu-
cioén de trabajo para el conjugado se
realiz6 una titulacion cruzada. Las
concentraciones de anticuerpos con-
tra 1gG humana evaluadas estuvie-
ron entre los 2,5y 15 ug/mL y para
el conjugado se probaron diluciones
desde 1:1500 hasta 1:5000. El anti-
geno fue aplicado a 16 UH.°

Las variantes de incubacion para
el recubrimiento fueron: 18 horas a
4°Cy 4 horas a 45°C.

Se selecciond como variante mas
favorable la siguiente: tiempo de in-
cubacion, concentracién de recubri-
miento y dilucién de conjugado con
la cual se obtuvieron bajos coefi-
cientes de variacion, una sefial de
fluorescencia (U.F) aproximada de 5
y 130 U.F para el control negativo y
control positivo respectivamente y la
sefial del control positivo en la prue-
ba de estabilidad a 37°C, fue supe-
rior al 80% respecto a la de 4°C.

Muestras de suero humano

Se evaluaron muestras de donan-
tes de sangre y de pacientes con sos-
pecha clinica:

» donantes: 436 sueros tomados en
el Banco de Sangre de Marianao,
Ciu-dad de la Habana, Cuba.

» pacientes: 60 pares de sueros
colec-tados durante los meses de
octubre y noviembre de 1992, en
Colombia (los mismos se encon-
traban debida-mente conservados
a -20°C con etilénglicol al 35 % y
azida sddica al 0,2 %). Estos
sueros de los pacientes fueron
evaluados previamente con la téc-
nica de IH en el Instituto Nacio-
nal de Salud de Bogota, Colombia
y en el IPK.

» 14 pares de sueros de pacientes
con infeccién primaria segin la
técnica de IH.

» 33 pares de sueros de pacientes
con infeccion secundaria segin la
técnica de IH.

Anélisis estadistico

Los parametros estadisticos fue-
ron determinados empleando el Mi-
crosoft Excel, versién 7.0.

La determinacion de los niveles
de anticuerpos por encima del valor
de corte fue determinada por ultra-

microELISA. Se empleé el test
exacto de Fisher para comparar la
sensibilidad y especificidad. El ana-
lisis de correlacion de Pearson fue
utilizado para la comparacion de los
niveles de relacion del UMELISA y
los titulos por IH en los sueros. El
analisis de varianza (ANOVA) se
utilizé para comparar las media de la
relacion de 19G por UMELISA res-
pecto a los diferentes titulos de la IH.

Distribucion de frecuencia

Se realizd con los valores de
relacion M/P (donde M es la fluores-
cencia de la muestra y P la fluo-
rescencia del suero control positivo
del ensayo) obtenidos de la evalua-
cién de los sueros de donantes de
sangre, mediante el software men-
cionado.

Valor de corte

Una vez analizada la distribucion
de frecuencia y los resultados para
las muestras de pacientes, se selec-
ciond el nivel de corte. El valor de
corte se expresa como la relacion
M/P.

Precisiéon

Se utilizaron 5 muestras con dife-
rentes niveles de positividad confir-
madas por la técnica IH. Las mismas
fueron aplicadas 10 veces por placa
durante cinco dias consecutivos para
establecer los Coeficientes de Varia-
cién (C.V.) intra e interplacas.

Prueba de estabilidad

Las placas recubiertas con los an-
ticuerpos anti 1gG humana (y), se
incubaron 7 dias a 37°C, cumplido el
tiempo se evaluaron comparandolas
con las placas mantenidas a 4°C. Se
evaluo el porcentaje de recuperacion
de la sefial de fluorescencia del
suero control positivo (SCP) del as
placas mantenidas a 37°C respecto a
las conservadas a 4°C.

Evaluacién analitica

Este analisis se realiz6 con el ob-
jetivo de establecer la sensibilidad,
especificidad, concordancia, valor
predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN) entre los
resultados obtenidos con el UME-
LISA y otras técnicas de diag-
nostico de infecciones por dengue.

Las evaluaciones analiticas del
ensayo se realizaron en Cuba em-
pleando muestras provenientes de
Brasil y Colombia. En cada caso se
analiz6 un grupo de muestras
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previamente evaluadas con la técni-
ca IH o el GAC-ELISA (Técnica
que emplea el mismo principio de
captura de confeccion casera) de la
Facultad de Medicina de Minas
Gerais.

Evaluacién 1: Realizada en Cuba
con 63 muestras provenientes de
Cucuta y Medellin colectadas entre
los meses de octubre - noviembre
1992. La técnica de referencia em-
pleada fue el IH del IPK.

Evaluacién 2: Realizada con mues-
tras provenientes de la Facultad de
Medicina de Minas Gerais, donde se
evaluaron 171 sueros. Estas mues-
tras habian sido previamente evalua-
das con el GAC ELISA de dicha
facultad.

Evaluacién 3: Realizada con 229
muestras remitidas al IPK que se
dividian en 129 positivas a por IH y

dades no asociadas (HSV, CMV,
Rubéola, Toxoplasmosis, Hepatitis
B, HCV), estas muestras son nega-
tivas por IH.

RESULTADOS

Seleccion de las condiciones de
ensayo

Las condiciones de trabajo selec-
cionadas durante la titulacion del
recubrimiento, asi como también la
titulacion del conjugado fueron: 10
pug/mL anticuerpos anti-lgG humana
cadena y como concentracién de
recubrimiento y 1:3500 como dilu-
cion del conjugado anticuerpos
monoclonal/Fosfatasa Alcalina.

Distribucion de frecuencias
El 91,3 % de la poblacién pre-
sent6 valores de relacion inferiores a

Valor de corte

Teniendo en cuenta la distri-
bucion de frecuencias de los sueros
de donantes de sangre, el valor de
corte propuesto fue un valor de
relacion M/P =0,15.

La evaluacion del ensayo con la
finalidad de determinar la sensibi-
lidad y especificidad obtenidas al
evaluar las muestras pareadas de
pacientes para la realizacion del
diagnostico, con las condiciones de
trabajo seleccionadas y el valor de
corte propuesto, se presentan en la
Tabla I. De los 60 pares de sueros
analizados con el UMELISA
DENGUE IgG, 4 de ellos fueron fal-
sos negativos y uno falso positivo,
respecto a la IH.

El coeficiente de correlacion ob-
tenido entre la relacion M/P del
UMELISA respecto al titulo por IH

100 muestras positivas a enferme-  0.15 (Figura 1.) fue 0,8699 (Figura 2).
Tabla 1. Comparaciéon UMELISA e IH
IH UMELISA DENGUE IgG
Positivo Negativo Total
Positivo 41 4 45
Negativo 1 14 15
Total 42 18 60

Sensibilidad: 91,84 %

Valor Predictivo Negativo(VPN): 78.94 %

Concordancia: 91.31 %

——Irhibncrn —l— sl Corte

Especificidad: 93.75 %
Valor Predictivo Positivo(VPP): 97.83 %
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Figura 1. Poligono de frecuencia de las 436 muestras de donantes del Banco se sangre de Marianao, Ciudad de

La Habana, Cuba.
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Figura 2. Correlacion entre los valores de relacion entre la fluorescencia de las muestras y la fluorescencia del
control positivo (M/P) por UMELISA Dengue IgG con los titulos por IH.

Al evaluar la clasificacion de las in-
fecciones empleando el UMELISA

Dengue 1gG vemos que el ensayo
clasifica correctamente las infeccio-

nes secundarias y cerca del 80 % las

infecciones primarias (Tabla Il).

Tabla 2. Comparacion UMELISA Dengue 1gG e IH en infeccion primaria y secundaria.

IH UMELISA DENGUE IgG

Positivo Negativo Total
Positivo

11 3 14
Primaria
Positivo
Secundaria 33 0 33

Sensibilidad para infeccion primaria; 78,6 %
Sensibilidad para infeccion secundaria: 100 %
Sensibilidad para ambas infecciones: 93,6 %.

Al comparar la sensibilidad del
UMELISA Dengue IgG para la de-
teccion de anticuerpos IgG con res-
pecto a los dias de la aparicion de
los sintomas vemos que a partir del
5to dia son detectados la mayoria de
los sueros positivos (Figura. 3).

Precision
Los coeficientes de variacion
(C.V) intra e interplacas no excedie-

ron de 4y 7 % respectivamente.

Prueba de estabilidad

La recuperacion de la sefal de
fluorescencia del SCP de las placas
mantenidas a 37°C respecto a las de
4°C fue del 93,7%.

Validacion analitica

En las validaciones realizadas
con muestras simples provenientes
de Cucuta y Medellin, Colombia;

Minas Gerais, Brasil; y muestras
remitidas al IPK con el objetivo de
determinar el valor del estuche para
estudios epidemioldgicos se obtuvo
un 95,74 % (45/47), 95,45 % (42/44)
y 89,8 % (116/129) de sensibilidad y
un 100 % (16/16), 98.42 % (125
/127) y 96 % (96/100) de especi-
ficidad respectivamente.
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Figura 3. Sensibilidad del UMELISA Dengue IgG con muestras tomadas en los primeros dias de la infeccion.

DISCUSION

Con las condiciones de trabajo
seleccionadas, se logré una sefial
adecuada de los sueros controles (5
y 127 U.F para el negativo y
positivo respectivamente). La sefial
del suero control positivo en la prue-
ba de estabilidad a 37°C mostrd una
buena recuperacién lo que nos per-
mite predecir una estabilidad ade-
cuada durante un afio.

Los coeficientes de variacion
(C.V) intra e interplacas no excedie-
ron de 4 y 7 % respectivamente, lo
cual es una muestra de que la pre-
cision del ensayo es la adecuada
para garantizar la reproducibilidad
de los resultados y se corresponde
con lo establecido para las técnicas
de ELISA.

Los resultados de la distribucion
de frecuencias mostraron un com-
portamiento logaritmico normal,
donde el 91.7 % de la poblacion
presento valores de relacion inferio-
resa0,15.

Durante la evaluacion de la efec-
tividad del estuche estandarizado en
el diagndstico, pudimos constatar
que los 4 sueros falsos negativos
presentaron titulos por IH inferiores
o0 igual a 1:80 este resultado pudiera
afectar el resultado positivo la eva-
luacion de muestras con infeccion
primaria donde los niveles de
anticuerpos IgG en los primeros dias
de la enfermedad son relativamente
bajos, no obstante estos resultados el
ensayo a sido utilizado con resul-
tados satisfactorios por las auto-

ridades sanitarias argentinas en un
estudio epidemioldgico publicado
por la UNIVERSIDAD NACIO-
NAL DEL NORDESTE (Comunica-
ciones Cientificas y Tecnoldgicas
2000) y dos estudios colaborativos
multicéntricos realizados en la pro-
vincia del Chaco y la ciudad de
Posadas .13, 14, 15,19

Al realizar la evaluacion de la
factibilidad del empleo del UME-
LISA Dengue IgG para clasificar
correctamente las infecciones por
dengue, obtuvimos una buena con-
cordancia. Se ha planteado que en
aquellos pares de sueros donde se
produce incremento de cuatro veces
el titulo por IH y el suero con-
valeciente tiene titulos inferiores a
1/2560 se considera infeccién pri-
maria y si son superiores a 1/2560,
se considera una infeccién secun-
daria comprobada.® Ademas, en las
infecciones primarias los niveles de
IgM contra dengue son sustancial-
mente mayores que los niveles de
IgG, mientras que en las infecciones
secundarias la 1gG es la que
predomina.’®

En el anélisis de la sensibilidad
del UMELISA Dengue IgG con
relacion a los dias de la aparicién de
los sintomas; pudimos constatar que
a partir del 5to dia es posible
detectar practicamente el 100 % de
los sueros reportados por IH como
positivos lo cual garantizaria que
este ensayo, en conjunto con el
UMELISA Dengue IgM, mejore

notablemente el diagndéstico de esta
enfermedad.'®*’

Cuando el andlisis se centro en la
comprobacion de la efectividad del
estuche para el estudio seroepide-
miolégico se comprobo, que el es-
tuche presenta baja sensibilidad para
las muestras de bajo titulo colec-
tadas en etapas tempranas de una in-
feccion primaria lo cual nos sugiere
que en el caso de infecciones pasa-
das donde los titulos frecuentemente
son bhajos, puede existir la pérdida de
sensibilidad al igual que en muestras
tomadas en los primeros 5 dias de
una infeccion primaria.

Los datos recogidos durante la
epidemia de dengue en Santiago de
Cuba mostraron la existencia de
complicaciones hemorragicas en pa-
cientes con infeccién primaria, no
obstante estos resultados la OPS en
su manual de manejo del Dengue,
mantiene como uno de los factores
predisponentes a padecer dengue
hemorragico, los anticuerpos pre-
existentes.™®

Los resultados de las evaluaciones
realizadas en Cuba con muestras de
Colombia, Brasil y remitidas al IPK
son acorde a lo esperado ademés
teniendo en cuenta el cuadro clinico
de los pacientes y, ademas, el
momento de la toma de la muestra
en el momento de la admision y
salida del hospital podemos asegu-
rar que la mayoria de las muestras
provienen de pacientes con una
infeccion recurrente.'®*
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La presentacion del estuche de

reactivos UMELISA DENGUE IgG
en el formato de "reactivos listos
para el uso", asociado al empleo de
placas de ultramicroELISA de tiras,
que ofrece la posibilidad de no
limitar el uso del estuche solamente
a la evaluacion de un gran ndmero
de muestras; asi como los resultados
obtenidos, indican que el UMELISA
DENGUE IgG, puede ser utilizado
con una adecuada confiabilidad en la
deteccion temprana de pacientes con

dengue, en

conjunto con el

UMELISA Dengue IgM, lo cual re-
viste gran importancia en el diag-
nostico, control. Este estuche diag-
nostico se encuentra registrado en
Cuba, México, Argentina, Colombia
y Brasil donde en la actualidad es
empleado por las autoridades de

salud de dichos paises.
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