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Resumen

La búsqueda de técnicas para la confirmación diagnóstica de Dengue y su reciente comerciali-

zación requieren su estudio en cuanto a sensibilidad, especificidad, reproducibilidad, rapidez y

costo. Con el objetivo de comparar dos técnicas serológicas para el diagnóstico de esta infección, se

analizaron 184 sueros provenientes de pacientes con diagnóstico confirmatorio de Dengue y 60 de

Rubéola para la evaluación de la especificidad. Fueron procesados por el método de Inmunocro-

matografía (IC) e Inmunoensayo Enzimático (ELISA) para la determinación de anticuerpos IgM e

IgG antidengue. Para IC y ELISA se obtuvo un 0,70 y 0,79 respectivamente, de sensibilidad noso-

lógica en la determinación de anticuerpos IgM; en la determinación de IgG la sensibilidad del ELI-

SA resultó significativamente incrementada (p<0,0001) con respecto a IC (0,92 vs. 0,65). Ambas

técnicas alcanzaron un 98% de reproducibilidad y 100% de especificidad. Estos resultados sugie-

ren que el ELISA es óptima para la detección de infecciones primarias y secundarias, mientras que

IC demostró ser más rápida y aplicable en caso de brotes y/o epidemias, sin embargo es menos
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sensible en el diagnóstico de infecciones secundarias por virus Dengue y consecuentemente menos

adecuada para el seguimiento y detección de casos de Fiebre Hemorrágica por Dengue/Síndrome

de Choque (FHD/SCD) en áreas endémicas.
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Abstract

The search for techniques for the diagnostic confirmation of Dengue (IgM and IgG) and re-

cent commercialization of such serums requires of the study of their sensibility, specificity, repro-

ductibility, speed and costs. For the purpose of comparing two serological techniques for the diag-

nosis of this infection, 184 serum samples of patients with confirmed diagnosis of Dengue and 60

with Rubella, were analyzed by immune-chromatographic (IC) and enzyme linked immune-absor-

bent tests (ELISA) by determination of anti-dengue antibody IgM and IgG. In the IC and ELISA te-

chniques levels of 0,70 and 0,79 in nosologic sensibility were obtained, respectively in the determi-

nation of antibody IgM; while the sensibility of ELISA IgG resulted significantly elevated

(p<0,0001) with respect to IC (0,92 vs 0,65). Both techniques reached reproduction levels of 98%

and a specificity of 100%. These results suggest that ELISA is best for the detection of primary and

secondary infections, while IC was the fastest assay and applicable in outbreaks and epidemics;

however, it was less sensitive for the diagnosis of secondary infections for dengue virus and conse-

quently less adequate for the screening of dengue hemorrhagic fever and dengue shock syndrome

(DHF/DSS) in endemic areas.

Key words: Antibodies, enzymatic immune-analysis, immune-chromatography.

Introducción

El diagnóstico integral del Dengue se

hace sobre la base del cuadro clínico, factores

epidemiológicos y por diversos métodos de

laboratorio, basados fundamentalmente en

el aislamiento viral y en técnicas serológicas;

cada uno de ellos con distintos grados de sen-

sibilidad, especificidad y complejidad (1-6).

La abrupta incidencia del Dengue en el

mundo, ha puesto en evidencia la necesidad

de buscar métodos nuevos para el diagnósti-

co preciso, que además sean simples, eficien-

tes y rápidos desde el punto de vista serológi-

co, epidemiológico y clínico; características

que reúnen los métodos para la detección de

anticuerpos IgM; que aunque no diferencian

el serotipo infectante son las más usados, aún

cuando la reactividad cruzada que se produce

entre los Flavivirus y su amplia distribución

provoca ciertas polémicas en cuanto a su es-

pecificidad y sensibilidad (7-11); razones por

las cuales han surgido nuevas técnicas co-

merciales, con el fin de aligerar y hacer me-

nos laborioso el proceso de confirmación

diagnóstica de pacientes que padecen esta

enfermedad, al tiempo que permiten aportar

un mejor control, monitoreo poblacional y

prevención (12 -15).

El propósito de este trabajo es comparar

dos pruebas serológicas de ELISA e IC, ac-

tualmente muy utilizadas para la detección

de anticuerpos de tipo IgM e IgG en pacientes

con diagnóstico confirmatorio de Dengue;

con la finalidad de valorar la rapidez, especi-

ficidad, sensibilidad y reproducibilidad de

ambas pruebas para un diagnóstico eficaz y

oportuno en las infecciones primarias y se-
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cundarias producidas por el virus Dengue en

una población del Estado Zulia, Venezuela.

Material y Método

Población Estudiada

Se seleccionaron 184 muestras de suero

convaleciente provenientes de pacientes con

diagnóstico confirmatorio por aislamiento

viral de infección por virus Dengue (Fiebre

Dengue [FD] y Fiebre Hemorrágica [FHD]),

sin distingo de sexo, con edades comprendi-

das entre 0 a 75 años, referidos a la Unidad de

Inmunoserología del Hospital “Dr. Adolfo

Pons” de Maracaibo, y al Instituto de Investi-

gaciones Clínicas “Dr. Américo Negrette” de

la Facultad de Medicina de la Universidad del

Zulia. A todos los pacientes se les llenó un

formulario diseñado para la investigación de

Arbovirus. Las muestras seleccionadas pre-

sentaron un promedio de 9±2 días de evolu-

ción de la enfermedad.

Una infección primaria es la primoin-

fección por cualquier serotipo del virus y una

secundaria es la siguiente infección heterotí-

pica, que serológicamente se determinan la

primera por detección de IgM y la segunda

por títulos altos de IgG, respectivamente.

Se incluyeron 40 individuos con inmu-

nidad confirmada al virus de Rubéola como

control de la especificidad para la detección

de IgG y 20 con diagnóstico de infección agu-

da para la IgM.

Prueba de Inmunocromatografía para

la detección de anticuerpos IgM e IgG

anti- Dengue (PanBio Pty. Ltd.,

Brisbane-Australia)

Los anticuerpos tipo IgM o IgG, presen-

tes en el suero reaccionan cuando se combi-

nan con anti IgM e IgG humana, inmoviliza-

dos en un soporte o tira, en 2 líneas. El anti-

cuerpo monoclonal antidengue marcado con

oro coloidal reacciona con los antígenos vira-

les. En una muestra positiva, el complejo de

oro es capturado por la IgM y/o IgG en la

membrana formando una línea color púrpu-

ra. El procedimiento fue desarrollado según

instrucciones de la casa comercial, ensayan-

do todas las muestras por duplicados.

ELISA para la detección de

anticuerpos IgM e IgG anti Dengue

(Diag Kit C.A., Venezuela)

La prueba consiste en un inmunoensayo

de captura sobre fase sólida, para la detec-

ción de anticuerpos IgM específicos a virus

Dengue. Se utilizan pozos sensibilizados con

anticuerpos anti IgM humana. Cuando se

adicionan las muestras de suero, los anti-

cuerpos IgM presentes en los mismos son

capturados y detectados mediante la adición

de un complejo antígeno Dengue/anticuerpo

monoclonal antiflavivirus conjugado a la en-

zima peroxidasa. Esta reacción se evidencia

mediante la reacción con un cromógeno-sus-

trato para esta enzima (Tetrametilbenzidi-

na/H2O2). La determinación de anticuerpos

IgG se basa en el mismo principio, solo cam-

bia el anticuerpo que está adherido a la fase

sólida. El procedimiento fue desarrollado se-

gún instrucciones del fabricante y todas las

muestras fueron ensayadas por duplicado.

Análisis estadístico

Los resultados se representaron en Ta-

blas de distribución de frecuencia y gráficos

según variables de positividad para cada una

de las técnicas, concordancias positivas y ne-

gativas y sensibilidad y especificidad nosoló-

gica al comparar con una prueba de referen-

cia, así como la reproducibilidad inter e in-

traensayo la cual fue obtenida promediándo-

se el índice de variabilidad de los valores de

los controles entre y dentro de cinco monta-

jes. Se utilizó la prueba Ji-cuadrado y se con-
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sideró significativo toda p<0,05. El cálculo

de la sensibilidad nosológica y especificidad

se realizó según la siguiente fórmula: S(+/E)

y P(-/E), respectivamente. Donde S es la sen-

sibilidad, + los casos positivos, - los casos ne-

gativos, P es la especificidad y E el total de en-

fermos (16).

Resultados

En la Tabla 1 se observan los porcentajes

de positividad para IgM anti Dengue deter-

minados por los métodos de ELISA e IC. Del

total analizados 130 muestras resultaron po-

sitivas (70,65%) por IC y 146 (79,34%) por

ELISA, correspondiendo a una sensibilidad

nosológica de 0,70 y 0,79, respectivamente.

No se observaron diferencias significativas

entre la positividad encontrada con ambas

técnicas. La especificidad para IgM fue de

100% con ambas técnicas. La determinación

de anticuerpos IgG antidengue, arrojó un nú-

mero significativamente (p<0,0001) mayor

(170/184) de casos positivos por ELISA

(92,39%) con respecto a la técnica de IC

(65,21%); con la cual se obtuvo una sensibili-

dad de 0,92 vs. 0,65.

La reproducibilidad de ambas técnicas

obtenida por los valores controles fue de 98%

intra e interensayo.

En la Figura 1 se representa el total de

muestras analizadas por los métodos de ELI-

SA e IC para la determinación de anticuerpos

IgM e IgG antidengue. Del total de muestras

analizadas para IgM, 32 (17,39%) mostraron

coincidencia (positividad o negatividad por

ambas técnicas) entre los casos falsos negati-

vos detectados por ambas técnicas, mientras

que 134 fueron diagnosticadas como positi-

vas, lo que constituye una coincidencia de

67,39%. En la detección de IgG, fue similar el

porcentaje de casos negativos (34/18,47%) y

positivos (56/60,86).

Discusión

Los resultados obtenidos en el presente

estudio demuestran una alta sensibilidad y

especificidad diagnóstica para la determina-

ción de anticuerpos IgM antidengue a través

de las técnicas de ELISA e IC; no así para la

detección de infecciones secundarias, para lo

cual la ELISA resultó ser altamente sensible

en relación a IC.

Al respecto, Vaughn y cols., (14) encon-

traron con la prueba de IC, un 100% de sensi-

bilidad con un 89% de especificidad en el

diagnóstico de las infecciones primarias y se-

cundarias de Dengue, pero a través de las de-

terminaciones separadas de IgM e IgG.
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Tabla 1. Seropositividad de anticuerpos IgM e IgG antidengue por los métodos de Inmunocro-

matografía e Inmunoanálisis enzimático en pacientes con Dengue.

Isotipo de Inmunoglobulina Método

IC ELISA

n + /% S/P + /% S/P

IgM

(Infección Primaria)

184 130 /70,7 0,70/1 146/ 79,3 0,79/1

IgG

(Infección Secundaria)

184 120 /65,2 0,65/1 170*/ 92,4 0,92/1

n: Número total de muestras analizadas, +: positivos, %: porcentaje, S: sensibilidad nosológica, P: especificidad.

*p<0,0001



Groen y cols., (18) reportaron una sensibili-

dad y especificidad para IC de 100 y 92%, res-

pectivamente para IgM antidengue. Hallaz-

gos similares reportan Palmer y cols. (12), los

cuales concluyeron que el método de IC es

100% sensible y específico. Cifras superiores

en cuanto a la sensibilidad encontrada en

este estudio en el cual se demostró sólo un

70%. Resultados similares publican, Branch

y cols. (17) quienes determinaron en 62

muestras de pacientes con Dengue una sensi-

bilidad de 84% para dos métodos similares a

los de este estudio, de 85,5% para IgM Elisa y

83,9% para IC.

Con respecto al ELISA en este estudio se

obtuvo una sensibilidad de 79% y 92% en la

detección de IgM e IgG anti dengue; hallazgo

que concuerda con los resultados encontra-

dos por Groen y cols. (18) que al evaluar seis

inmunoensayos para la detección de IgM e

IgG al virus dengue obtuvieron una sensibili-

dad de 87% para la IgM y una sensibilidad de

100% para la IgG en la confirmación diagnós-

tica del Dengue; mientras que Cuzzubbo y

cols. (7) y Lam y cols. (8) obtuvieron un 95%

de sensibilidad con la técnica de ELISA IgM y

una especificidad de 94%.

Al comparar los resultados obtenidos

por el método de Elisa con los de IC y el por-

centaje de coincidencia en la detección de ca-

sos positivos para la determinación de anti-

cuerpos IgM, no mostraron diferencias entre

ellos, dejando claramente establecidos que

ambas técnicas son útiles en la detección de

casos agudos de Dengue; sin embargo cuan-

do se relacionan los resultados obtenidos en

la seropositividad para infecciones secunda-

rias se observó una diferencia marcada en la

capacidad diagnóstica de detección de IgG,

que descartando la reactividad cruzada con

otros Flavivirus, es obvia la ventaja del ELI-

SA sobre la IC La detección de Infecciones se-

cundarias en una población con un alto índi-

ce de endemicidad, es un indicador impor-

tante de susceptibilidad a la aparición cada

vez más frecuente de casos de FHD/SCD y un

pilar fundamental en la vigilancia serológica

(13, 19-21).

Con respecto a la reproducibilidad, en

este estudio fue de 98%, a la misma conclu-

sión llegaron Vaughn y cols. (13, 14), quienes
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Figura 1. Coincidencia entre resultados obtenidos por ELISA e Inmunocromatografía para la

determinación de IgM e IgG antidengue.



en sus investigaciones obtuvieron una repro-

ducibilidad similar y una sensibilidad de

100% para IC con una buena correlación con

Elisa e Inhibición de la Hemaglutinación

(IHA). De igual forma han reseñado otros in-

vestigadores, resultados semejantes en las

técnicas de IC y Elisa donde pudieron demos-

trar que ambos métodos tenían similitud en

su alta reproducibilidad (7).

En cuanto al tiempo empleado para la

realización de estos métodos se destaca que

la técnica de Elisa tiene un tiempo preesta-

blecido de ejecución de aproximadamente 3

horas, que al compararse con el método de IC

el cual es de 7 minutos, se evidencia rapidez

notable. Diversos autores (12, 13, 17) han

concluido que la IC es una técnica rápida y

confiable para el diagnóstico del dengue, no

obstante, no sólo es importante la rapidez

para que una técnica sea la mejor, debe tener

alta especificidad, sensibilidad y reproduci-

bilidad, para que pueda ser confiable en la ge-

neración de resultados fidedignos.

En cuanto a los equipos utilizados para

la realización del método de Elisa se necesita

de una infraestructura adecuada, mientras

que la prueba de IC no exige infraestructura

especial dado que se puede ejecutar en espa-

cios limitados o en situaciones de emergencia

donde la electricidad no está disponible (12).

Los resultados obtenidos arrojaron que

IC es un método sensible, específico, reprodu-

cible, rápido, económico, fácil de utilizar e in-

terpretar, además permite obtener el diagnós-

tico de infecciones primarias y secundarias en

la misma corrida, y se requiere de una sola

muestra para la realización de la misma, pero

demostró no ser lo suficientemente sensible a

la detección de IgG antidengue, hallazgos que

concuerdan con Blacksell y cols., (2, 4).

Por otro lado, el Elisa ensayado cuenta

con una alta sensibilidad, especificidad y re-

producibilidad, sin embargo esta técnica

cuenta con desventajas con respecto a IC, en

cuanto al tiempo empleado para su ejecución

y la determinación de anticuerpos IgM e IgG

es por separado. Se requiere de número míni-

mo de muestras para su montaje y un equipo

para su lectura; no obstante, su alto valor

diagnóstico es evidente en el monitoreo de

infecciones primarias y especialmente en pa-

cientes con respuesta anamnésica temprana

con altos títulos de IgG y valores muchas ve-

ces indetectables de IgM antidengue.

Conclusiones

Estos resultados sugieren que el ELISA

es óptima para la detección de infecciones pri-

marias y secundarias, mientras que IC demos-

tró ser más rápida y aplicable en caso de bro-

tes y/o epidemias, sin embargo es menos sen-

sible en el diagnóstico de infecciones secunda-

rias por virus Dengue y consecuentemente

menos adecuada para el seguimiento y detec-

ción de casos de Fiebre Hemorrágica por Den-

gue/Síndrome de Choque (FHD/SCD) en

áreas endémicas.

Finalmente se recomienda el uso de po-

lipéptidos recombinantes con la finalidad de

mejorar aún más la sensibilidad del ELISA y

disminuir el porcentaje de falsos negativos

observado en este estudio (21, 22).
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