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RESUMEN

El diagndstico de Dengue mayormente empleado en laboratorio es el seroldgico
mediante Elisa de captura IgM, por lo que se utilizan diversas pruebas comerciales,
de las que se desconoce la utilidad diagndstica que puedan presentar con respecto

al kit de referencia nacional.

La presente de investigacion tuvo como objetivo Evaluar la utilidad diagnéstica del
kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM en sueros de pacientes del Hospital
Regional Lambayeque 2016 -2017.

En este estudio analitico de corte transverso se analizaron 114 muestras, 57 sueros
positivos y 57 negativos determinados por la prueba de Referencia Nacional Tariki
dengue empleada como estandar de oro. Los datos se analizaron mediante el
paquete estadistico EPIDAT version 3.1 y el programa XLSTAT.

La concordancia fue buena segun la escala de Landis y Koch, indice de Kappa de
0,63 entre el kit comercial SERION ELISA classic Dengue Virus IgM y kit de
referencia nacional Tariki dengue IgM. Alta sensibilidad 100% y baja especificidad
de 63,16 % presento6 el kit comercial comparado con el kit de referencia nacional.
Se obtuvo un punto de corte éptimo adecuado a nuestra poblacion de 40,7 U/ml de
DENV IgM para el kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM.

Palabras clave: Dengue, Inmunoglobulina M, Juego de Reactivos para diagnéstico,

Peru, Sensibilidad y especificidad, Curva ROC (Fuente: Decs-Bireme).
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SUMMARY

The diagnosis of Dengue mostly used in laboratory is the serological by Elisa capture
IgM, so various commercial tests are used, the diagnostic usefulness they may

present with respect to the national reference kit is unknown.

The purpose of this research was to evaluate the diagnostic usefulness of the
SERION ELISA classic Dengue Virus IgM kit in patient sera from the Lambayeque
Regional Hospital 2016-2017.

This transverse cutting analytical study analyzed 114 samples, 57 positive serums
and 57 negatives determined by the Tariki Dengue National Reference test used as
a gold standard. The data were analyzed using the EPIDAT version 3.1 statistical

package and the XLSTAT program.

The concordance was good on the Landis and Koch scale, Kappa index of 0.63
between the SERION ELISA classic Dengue Virus IgM commercial kit and Tariki
Dengue IgM national reference kit. High sensitivity 100% and low specificity of
63.16% presented the commercial kit compared to the national reference kit. An
optimal cut-off point was obtained suitable for our population of 40.7 U/ml of DENV
IgM for the SERION ELISA classic Dengue Virus IgM Kit.

Keywords: Dengue, Immunoglobulin M, Reagent Kits, Diagnostic, Peru, Sensitivity
and specificity, ROC curve (Source: MesH-N&M).
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. INTRODUCCION

El dengue es la arbovirosis mas importante debido a la afectacién economica,
morbilidad y mortalidad que genera a nivel mundial. Es una enfermedad viral,
transmitida principalmente por mosquitos hembras de Aedes aegypti. (Martinez,
2008; Ministerio de salud, 2011) El dengue es producido por virus estrechamente
relacionados, pero antigénicamente distintos. En el Perd, circulan todos estos
virus denotados como serotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4.
(Guzméan, Garcia y Kouri, 2008; Guzman y Vasquez,2002; Ministerio de salud,
2011)

El diagnostico eficiente del dengue es muy importante para la inmediata
atencion clinica de los casos graves, confirmacion de casos, control de brotes,
asi como el diagnéstico diferencial con otras etiologias. En este sentido
actualmente diferentes métodos son empleados para el diagnéstico del
dengue, los cuales se basan principalmente en pruebas moleculares y
serologicas, dentro de las ultimas podemos detectar la glicoproteina NS1
(producida por todos los flavivirus). Finalmente, las pruebas serolégicas son de
gran utilidad para el diagnéstico, dentro de las cuales tenemos: Elisa (siglas del
inglés Enzyme Linked-Inmunosorbent Assay) de captura IgM, IgG e IgA,
fijacion de complemento (FC), Inhibicion de la hemaglutinacion (HI) y prueba de
neutralizacion (TN). (Cabezas, 2005; Organizacion panamericana de la salud,
2009) El Elisa de captura IgM es el principal ensayo inmunoenzimatico empleado
en el diagnéstico rutinario, ya que detecta infeccion activa o reciente por

dengue.

La prueba de procedencia alemana SERION ELISA classic Dengue Virus IgM
es un inmunoenzayo cuantitativo y cualitativo que cuenta con una buena
sensibilidad y especificidad en la deteccion de anticuerpos humanos, de suero
o plasma, dirigidos frente al virus del dengue (DEN 1-4); recomendado para el
diagnostico de infecciones por cualquier serotipo del virus del dengue y para
estudios epidemiologicos.

El kit diagndstico Tariki-Dengue, es una prueba Elisa de captura para la deteccion
de anticuerpos IgM (MAC ELISA) desarrollada por el Instituto nacional de
Salud (INS) de Peru en el Laboratorio de referencia Nacional de Metaxénicas
Virales. Esta prueba presenta alta sensibilidad y especificidad debido a que
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emplea cepas (virus Dengue) nativas. Ademas, esta prueba tiene un 100% de
concordancia con el laboratorio de referencia internacional (CDCUSA, Instituto
Pedro Kouri Cuba) (Cabezas et al., 2015). Esta prueba de Elisa es distribuida a
13 regiones del Perq, incluido Lambayeque, pero Unicamente a los laboratorios
referenciales (DIRESAS).

Los establecimientos de salud son responsables de la operativizacion del
diagnodstico de laboratorio de dengue, encargados de la toma de muestra y
envio al laboratorio referencial (Ministerio de salud, 2011). Ciertos
establecimientos de salud realizan dicho diagnostico con el uso de pruebas Elisa
comerciales como el kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM. Sin
embargo, estos no emplean cepas nativas y se desconoce la utilidad
diagndstica que pueden presentar con respecto del kit de referencia nacional.

El PerG es un pais endémico de dengue, y en el departamento de Lambayeque
suelen ocurrir brotes debido a los cambios climaticos como los ocasionados por
el Fenbmeno El Nifio, habiéndose presentado un total de 1622 casos el afio
2017 (Ministerio de Salud, 2017). En el laboratorio de Inmunologia- virologia del
Hospital Regional Lambayeque durante el afio 2016 se atendieron 316 pacientes
con diagndstico presuntivo de dengue. Esta cifra aumento en el afio 2017 a 895

debido al fendmeno denominado “Nifio Costero”.

Como se menciond antes existe diversos métodos diagndsticos, pero es el
diagndéstico serolégico el mas empleado, particularmente la determinaciéon de la
IgM mediante ELISA. Los hospitales determinan este marcador con diferentes
kits comerciales con especificidad y sensibilidad variables. La gran demanda
presentada requiere que la deteccion de este marcador tenga un excelente grado

de confiabilidad para un diagndstico oportuno, tratamiento y control.

En este contexto los hospitales necesitan brindar un diagnostico de laboratorio
oportuno para la toma de decision precoz en el tratamiento e intervenciones de
control del dengue, con el mismo nivel de confiabilidad que los centros de
referencia. La presente investigacion fue realizada para evaluar la utilidad de la
prueba diagnostica MAC ELISA de uso en hospitales como el kit SERION
ELISA classic Dengue Virus IgM.
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Por lo antes mencionado, el objetivo general planteado en este trabajo fue
evaluar la utilidad diagndstica del kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM
en sueros de pacientes del Hospital Regional Lambayeque 2016 -2017 y los
objetivos especificos: 1. Determinar el grado de concordancia del kit comercial
SERION ELISA classic Dengue Virus IgM con el kit de referencia nacional
Tariki dengue IgM, 2. Estimar la sensibilidad y especificidad del kit comercial
SERION ELISA classic Dengue Virus IgM con respecto al kit Tariki Dengue IgM
y 3. Obtener un punto de corte 6ptimo para el kit comercial SERION ELISA classic

Dengue Virus IgM adecuandolo a la realidad nacional.
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1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Se realizé la busqueda sobre estudios relacionados a la Utilidad diagndstica
del kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM en los principales
buscadores académicos no encontrandose antecedentes utilizando el kit en

estudio.
2.1.1 Estudios en dengue

Garcia et al. (2005) realizaron un estudio en el que evaluaron 63 sueros
positivos para dengue y 85 negativos, como método de referencia se empled
Elisa IgM de captura con un pool de antigeno de cinco horas de duracion; y
se analiz6 también mediante IgM dengue PANBIO y Elisa IgM de captura
de dos horas y media de duracién. Observaron una buena concordancia
de ambos métodos comparados con el de referencia, 96% de concordancia y
0,92 de indice Kappa con el kit PANBIO; y 100 % de concordanciay un
indice Kappa de 1,0 por Elisa IgM de menor duracion.

Concluyendo que la técnica de menor tiempo Elisa IgM de captura puede
ser incorporado en la vigilancia laboratorial de Dengue en el Peru.

Véasquez, Hafner, Ruiz, Calzada y Guzman (2007), analizaron trescientas
setenta y tres muestras de suero de poblacién de la Habana (Cuba) en las
cuales incluyeron muestras de casos confirmados de dengue (que
representan tanto infecciones primarias como secundarias), de
enfermedades infecciosas distintas del dengue y de individuos sanos. Se
evaluaron dos kits comerciales de diagndstico de dengue, Panbio Dengue IgM
Capture y Dengue IgG Capture Elisa (Brisbane, Australia) los cuales se
compararon con ensayos de referencia considerados como el estandar de oro
el MAC-ELISA / Dengue IPK para la deteccion del anticuerpo IgM anti- virus
del dengue y método de inhibicion Elisa (EIM / Dengue IPK) para diferenciar

entre infecciones primarias y secundarias.

Analizando los datos con el programa Epidat version 2.0 encontraron una

alta sensibilidad (96,8%) y especificidad (99,4%) de los diagnésticos
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comerciales comparados con los métodos de referencia, asi como también
una alta concordancia del 95.5% en la clasificacion de los tipos de infeccion

por dengue tanto primaria como secundaria.

En la Universidad Nacional de Asuncion (UNA) de Paraguay, en el afio
2010 con fin de determinar la concordancia entre la prueba local MAC-
ELISA con antigenos IPK asi como Evandro Chagas y el kit comercial Elisa
IgM de captura para dengue, realizaron un estudio observacional-analitico
de corte transverso, que capto 92 pacientes. Se tamizo el suero de los
pacientes con el kit Focus Diagnostics de procedencia americana (Aria et al.,
2010).

Se determind la concordancia obteniendo indice kappa con el paquete
estadistico Epidat 2.0. La prueba desarrollada en el IICS con el antigeno
IPK obtuvo 94.6% de concordancia y con Evandro Chagas fue del 96.7%.
Obteniendo una concordancia excelente para ambos antigenos segun la
escala de Landis y Koch (Aria et al., 2010).

Blacksell et al. (2012) evaluaron siete ensayos comerciales: Elisa
temprano del virus dengue de Panbio Pan-E NS1, segunda generacion
(Alere, Australia); Elisa de captura de IgM del virus del dengue Panbio
(Alere, Australia); Elisa de captura de IgG del virus del dengue de Panbio
(Alere, Australia); Elisa antigeno NS1 del virus dengue de Standard
Diagnostics (Standard Diagnostics Inc., Corea del Sur); Elisa IgM para virus
dengue de Standard Diagnostics (Standard Diagnostics Inc., Corea del Sur);
Elisa 1gG para el virus del dengue de Standard Diagnostics (Standard
Diagnostics Inc., Corea del Sur); y ELISA antigeno Platelia NS1 (Bio-Rad,

Francia).

Emplearon un disefio de casos y controles utilizando muestras de 239
pacientes de Tailandia positivos para dengue y 98 pacientes de Sri Lanka
negativos para dengue. Analizaron los datos con el programa Stata/SE 10.0
obteniendo rangos de sensibilidad y especificidad para los Elisa antigeno NS1
de 45 a57% y 93 a 100% y para los Elisa de deteccion de anticuerpos IgM

rangos entre 85 a 89% y 88 a 100%, respectivamente.
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En la Universidad de Ciencias de la Salud — Departamento de
Inmunologia, Lahore, Pakistan se evaluaron cuatro inmunoensayos
basados en Elisa para la deteccion de anticuerpos IgM contra el virus
dengue. Utilizaron 44 sueros positivos para dengue que fueron probadas
por diferentes kits de Elisa, obteniendo 37, 29, 27 y 24 muestras positivas
por los kits Human, Vircell, DRG y Nova Tech respectivamente (Mumtaz et al.,
2013).

El kit DRG se compar6 con Human y se encontr6 que su sensibilidad y
acuerdo fue 100% y 46,2%, respectivamente. La sensibilidad y acuerdo de
Vircell contra Human fue 89,66% y 18,73% respectivamente. Se obtuvo una
sensibilidad de 100% y 37% de acuerdo comparando Nova Tech contra
Human. También el Kit Human se compar6 con los kits DRG, Nova Tech y
Vircell obteniendo 79,97; 64,86; 70,27% de sensibilidad y 46,21; 37; 18,73%
de acuerdo, respectivamente. Concluyendo que el Kit Elisa Human es una

buena opcion para el diagndéstico de la fiebre del dengue (Mumtaz et al., 2013).

Namekar et al. (2013) evaluaron Elisa InBios dengue virus (DENV)
IgM de captura para la deteccidén cualitativa de anticuerpos anti- DENV IgM
utilizando 79 muestras clinicas de suero recolectadas de Hawadi, Vietnam,
Niue, Singapur y Samoa Americana. Realizaron el analisis de datos con
el software Microsoft Excel y SAS Los resultados encontrados de acuerdo,
sensibilidad, y especificidad del ensayo InBios comparado con el patron de
oro interno Elisa DENV IgM de captura fueron 94, 92, y 94%, respectivamente.
Concluyeron que el ensayo Elisa InBios DENV IgM de captura puede ser
efectivamente usado para un rapido diagnéstico de infeccién aguda o reciente
de DENV.

Welch et al. (2014) compararon el ensayo comercial Elisa InBios DENV
IgM de captura con el test Focus Reduccién de microneutralizacion de
antigeno (FRUNT90) y los centros para el control de enfermedades Dengue
IgM Capture-Elisa (CDC MAC-ELISA). Utilizaron 212 muestras de suero de
pacientes de Salt Lake City, UT (EE. UU). Analizaron los datos con el

programa Yates corrected Chi-square test.
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Calcularon la sensibilidad, especificidad y acuerdo del Inbios Elisa
comparado con FRuNTge y CDC MAC ELISA y obtuvieron 88, 7%(l.C 81,4-
93,7), 93, 1%(I.C 89,1-95,8) y 91. 5%(l.C 86,3-95,0), respectivamente.
Concluyeron que la sensibilidad y especificidad del ELISA Dengue IgM
Inbios es comparable a otros Elisas IgM de capturas comerciales

disponibles en el mercado.

De Decker et al. (2015) evaluaron la precision diagnéstica de un nuevo
ensayo de captura de IgA del dengue (Platelia Dengue IgA Capture, Bio- Rad)
para la deteccion de la infeccién por dengue. Seleccionaron un total de
184 muestras de los cuales 134 estaban infectados con dengue. Este
estudio revel6 una buena sensibilidad general y especificidad de la prueba del
indice de IgA, 93% y 88% respectivamente, lo que indico una buena
correlacion con el diagnostico de dengue agudo; y una buena concordancia
con el Elisa de captura de Panbio IgM de con un coeficiente kappa casi
perfecto, igual a 0,8632.

Gaikwad, Sawant y Shastri (2017) llevaron a cabo un estudio de
laboratorio prospectivo en 200 muestras de suero de casos clinicamente
sospechosos de dengue. Las muestras de suero se sometieron a la prueba
de deteccion de antigeno NS1 mediante prueba rapida, NS1, Elisa y RT-
PCR. Los resultados de las pruebas rapidas y de Elisa se compararon con
la PCR en tiempo real, obteniendo una concordancia del 75,5% y 94% con
Rapid NS1 y NS1 ELISA respectivamente.

Lu et al. (2019) compararon dos kits comerciales Elisa IgM de captura:
Panbio kit, Alere, Waltham, MA, EE.UU. y kit Inbios, Inbios International,
Inc., Seatle, WA, EE.UU.). Ensayaron dos paneles de muestra de sangre
pareada. Panel A compuesto de 54 pacientes con dengue confirmado por
RT-PCR y 11 pacientes confirmadas por PCR para otras enfermedades no

dengue. El panel B incluy6 74 pacientes seleccionados al azar de pacientes
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consecutivos ingresados al hospital Mahosot (Laos) en 2008 con sospecha

de fiebre del dengue.

Analizaron los datos con el programa RsStudio Software version 1.0.136-C
2009-2016. Determinaron con las muestras del panel A la sensibilidad y
especificidad para el kit Panbio y kit Inbios de 87% y 72.7%, 72.2% y 100%,
respectivamente. Con las muestras del panel B hallaron una concordancia

moderada (Kappa = 0.5) al comparar las pruebas.

2.1.2 Otros estudios

En la paz — Bolivia dentro de un estudio de evaluacion de la
sensibilidad y especificidad de dos métodos inmunoenzimaticos
(quimioluminiscencia y Elisa) frente al estudio histopatoldgico, en la
determinacion del antigeno prostatico especifico, en pacientes de la caja

petrolera de salud en el periodo octubre-mayo 2007-2008.

Lograron determinar la concordancia entre los métodos de
guimioluminiscencia y enzimo-inmunoensayo, utilizando el modelo Kappa,
obteniendo una concordancia en los resultados de los métodos de
qguimioluminiscencia frente al enzimo-inmunoensayo de 0.41 moderada,
guimioluminiscencia frente al estudio histopatolégico, 0.91 muy buena y del
enzimo-inmunoensayo frente al estudio histopatolégico (Gold estandar),
0.33 regular. (Colque,2010)

Aria et al. (2016) con el objetivo de evaluar el desempefio del Elisa
Chagas test IICS V.1, realizaron una comparaciéon de este ultimo con Kits
comerciales. Efectuaron un estudio observacional de prueba diagnéstica
donde analizaron 56 muestras de sueros positivos y negativos para
antigenos de Trypanosoma cruzi, testados por el Elisa BiosChile, obtuvieron
una concordancia excelente entre el Elisa Chagas test IICS V.1ly los kits
comerciales: Chagatest Elisa-Wiener, con indice kappa: 0,89 IC de 95%
(0,76-1) y Test Elisa para Chagas Ill-Grupo BiosChile con indice kappa:
0,92 IC 95% (0,82-1).
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2.2 Bases tedrico — cientificas
2.2.1 DENGUE

Definicion
El dengue es la arbovirosis mas importante que afecta al ser humano debido
a su elevada afectacion econdémica, morbilidad y mortalidad que genera a nivel
mundial. Es una enfermedad viral, transmitida principalmente por mosquitos
hembras de Aedes aegypti, que tiene diversas formas de expresién clinica
desde fiebre indiferenciada hasta formas graves con choque hipovolémico,

trombocitopenia y grandes hemorragias, asi como formas atipicas (Martinez,
2008; Ministerio de salud, 2011).

Etiologia

El complejo dengue lo constituyen los serotipos virales (Dengue 1, 2, 3y 4)
serolégicamente diferenciables, estos comparten analogias estructurales y
patogénicas. Adicionalmente a los cuatro serotipos se debe considerar el
serotipo DENV-5 hallado en un paciente de Tailandia que curso con cuadro
clinico grave (Mamani, 2014) (anexo 1).

Diagnéstico laboratorial

La infeccién por dengue puede ser diagnosticada directamente detectando la
presencia del virus. La deteccion del genoma y el aislamiento viral son el
Gold standard (Diaz, Martinez, Ocazionez, Villar, 2006); entre estas tenemos
las técnicas de cultivo celular para el aislamiento del virus en que se utilizan

diferentes lineas celulares como C6/36 6 AP61.

Las técnicas como la RT-PCR (siglas del inglés Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) ofrecen una muy buena sensibilidad en un
tiempo corto, recientemente las pruebas de RT-PCR en tiempo real permiten
detectar y cuantificar el acido nucleico viral presentes en suero, la prueba de
NASBA (siglas del inglés Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) es un
ensayo de amplificacion isotérmica que también detecta acido nucleico y es

especifica del ARN.
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La deteccion de antigeno permite un diagndstico temprano de infeccion, por
lo que existen muchos métodos para la deteccién de la glucoproteina NS1
(producida por todos los flavivirus), tales como los ensayos de Elisa,

anticuerpos fluorescentes, inmunoperoxidasa y de la enzima avidina-biotina.

Finalmente, las pruebas serolégicas son de gran utilidad para el diagnéstico
dentro de las cuales tenemos los Elisa de captura IgM, IgG e IgA, Inhibicion
de la hemaglutinacion (IH), fijacion de complemento (FC) y prueba de
neutralizacion (PN) (Guzman et al., 2008; Cabezas et al., 2015). Las pruebas
de diagnostico deben aplicarse segun el tiempo de enfermedad, asi el
aislamiento viral, la deteccibn de RNA por PCR y la deteccion de antigenos
pueden hacerse en los primeros cinco dias, y a partir del quinto dia en
promedio el uso de pruebas para la deteccion de anticuerpos IgM. En infeccion
secundaria los anticuerpos IgG aparecen junto a los anticuerpos IgM y
persisten indefinidamente (Martinez, 2008).

2.2.2 MAC - ELISA PARA DENGUE

La IgM total en sueros de pacientes se captura a través de anticuerpos
especificos para la cadena IgM humana revestidos en un microplato. Los
antigenos especificos de los diferentes serotipos de dengue seran ligados a
los anticuerpos IgM anti-dengue capturados y estos detectados por
anticuerpos policlonales o monoclonales del dengue, conjugados con una
enzima que transforma un sustrato incoloro en productos coloreados. La
densidad Optica se mide mediante un espectrofotdmetro. Tiene buena
especificidad y sensibilidad cuando se usa en cinco o mas dias después de
la aparicion de la fiebre. (Organizacion panamericana de la salud, 2009).

2.2.3 DECLARACION STARD (siglas del inglés Standards for Reporting

of Diagnostic Accuracy).

La escala STARD se utiliza para valorar la precision diagnostica, es decir, para
discernir la capacidad de una prueba de diferenciar entre pacientes que tienen
la enfermedad de los que no la tienen. STARD tiene como objetivo el
proporcionar una lista que sirva de guia para la publicaciéon de estudios de

precision de pruebas diagndsticas. Es una herramienta que se utiliza en
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forma prospectiva para realizar un disefio adecuado de un estudio; por tanto,
interesan a los investigadores en la fase de disefio del estudio y a los
editores (Gonzales y Velarde, 2012).

2.2.4 CONCORDANCIA DIAGNOSTICA

El término concordancia hace referencia a que hay correspondencia o
conformidad de una cosa respecto a otra. Su importancia en el area de la
salud reside en que existen diversas maneras de valorar los fendmenos de
la naturaleza y por lo tanto aparecen distintas aproximaciones o métodos

diagndsticos usados para medir los mismos fendmenos o enfermedades.

La concordancia adquiere importancia cuando se desea conocer si con un
método o instrumento nuevo, diferente al habitual, se obtienen resultados
equivalentes de tal manera que eventualmente uno y otro puedan ser
remplazados o intercambiados ya sea porque uno de ellos es mas sencillo,
menos costoso y por lo tanto mas costo-efectivo, o porque uno de ellos

resulta mas seguro para el paciente, entre otras multiples razones.

En términos generales, la concordancia es el “grado en que dos o mas
observadores, métodos, técnicas u observaciones estan de acuerdo sobre el
mismo fendmeno observado” (Reyes, Rubio y Gaitan, 2010).

indice de Kappa

“Instrumento disefiado por Cohen que ajusta el efecto del azar en la proporcion
de la concordancia observada”. La estimacion por el indice de

Kappa sigue una ecuacion (figura 1).

Kappa =

Figura 1. Ecuacién para estimar el indice de kappa. Fuente: Tomado de (Reyes, et
al, 2010)
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Donde PO es la proporcion de concordancia observada, Pe es la proporcion
de concordancia esperada por azar y 1 - Pe, representa el acuerdo o
concordancia maxima posible no debida al azar. El indice de Kappa corrige
el acuerdo sélo por azar, en tanto es la proporcién del acuerdo observado
gue excede la proporcion por azar. Si este valor es igual a 1, estariamos frente
a una situacion en que la concordancia es perfecta (100% de acuerdo o total
acuerdo) y por tanto, la proporcién por azar es cero; cuando el valor es 0,
hay total desacuerdo y entonces la proporcion esperada por azar se hace igual

a la proporcién observada.

De otro lado, Landis y Koch propusieron una interpretacion cualitativa del
indice de Kappa utilizada clasicamente (tabla 1).

Tabla 1. Valoracion del indice Kappa segun Landis y koch.

Valor de k Fuerza de concordancia
<0,20 Pabre

0,21 -0,40 Débil

0,41 -0,60 Moderada

0,61 -0,80 Buena

0,81-1,00 Muy buena

Fuente: Tomado de (Reyes, et al, 2010)

Tales rangos no consideran las caracteristicas propias de cada uno de los
fenbmenos que se intentan medir ni la relevancia clinica que, en un
momento dado, puedan adquirir las diferencias o similitudes encontradas,

que son dependientes de la entidad o el fendmeno a medir (Reyes et al., 2010).

2.2.5 SENSIBILIDAD

La sensibilidad de una prueba o de un método es la capacidad para
diagnosticar como positivo a un enfermo. Es decir, es la capacidad de
catalogar a un paciente enfermo como tal, cuando realmente lo esta (Colque,
2010).
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2.2.6 ESPECIFICIDAD

La especificidad es la capacidad del método para diagnosticar a un paciente
como negativo cuando esta sano; es decir, es la capacidad de catalogar al

paciente como sano cuando realmente lo es (Colque, 2010).

2.2.7 CURVAS ROC

El analisis en base a curvas ROC (siglas del inglés Receiver Operating
Characteristic Curve) establece un meétodo estadistico que determina la
exactitud diagnostica de test que emplean escalas continuas, siendo
utilizadas con tres propésitos especificos: determinar el punto de corte
donde se alcanza la méas alta sensibilidad y especificidad, valorar la
capacidad discriminativa del test diagndstico, es decir, su capacidad de
diferenciar sujetos sanos versus enfermos, y contrastar la capacidad
discriminativa de dos o mas test diagnodsticos que expresan sus resultados
como escalas continuas (Cerda y Sifuentes, 2012).

2.2.8 AUC (siglas del inglés Area Under Curve)

Medida Unica e independiente de la prevalencia de la enfermedad en estudio.
El AUC refleja qué tan bueno es un test para discriminar pacientes con o sin
la enfermedad a lo largo de todo el rango de puntos de corte posibles (Cerda
y Sifuentes, 2012).
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Il. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de Inmunologia-Virologia
experimental de la Direccion de Investigacion del Hospital Regional

Lambayeque.
3.1. Materiales, equipos y reactivos

3.1.1 Materiales

Micropipeta BOECO Germany de 10 — 100 pL.
Micropipeta BOECO Germany de 100-1000 uL.
Micropipeta BOECO Germany de 10 pL.

Tips estériles de 1000 uL ,100 yLy 10 pL.
Crioviales tapa presion.

Guantes quirdrgicos N° 8.

Gorro de laboratorio.

Respirador.

Bata de laboratorio.

3.1.2 Reactivos

Kit ELISA Tariki Dengue IgM.
Kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM.

3.1.3 Equipos

Espectrofotometro Thermo scientific.
Lavador de Elisa Robonik.

Incubadora Memert.
3.2. Disefio de lainvestigacién

El presente trabajo desarrollo el disefio de prueba diagnostica. El tipo de

investigacion fue analitico de corte transversal.
3.3. Poblacién y muestra de estudio

La poblacion estuvo comprendida por sueros de pacientes con solicitud de
diagndstico de dengue, almacenados en el servicio del Laboratorio
Inmunologia-Virologia del Hospital Regional Lambayeque durante los afios



28

2016 - 2017(anexo 2). Dichos sueros estuvieron almacenados a
temperatura de -70 °C.

El tamafio de la muestra requerido para pruebas diagndsticas se obtuvo con
el programa Epidat 3.1. (tabla 2). La frecuencia esperada de sensibilidad fue
de 96.2% vy la especificidad 99%( Datos estimados por el fabricante del kit
SERION ELISA classic Dengue Virus IgM). Se trabajé con un nivel de
confianza de 95 % y una precision de 5 % por lo que se requirid 57 sueros
positivos y 57 negativos los cuales fueron determinados por la prueba de

referencia kit Tariki Dengue IgM.

Tabla 2. Calculo del tamafio de muestra para pruebas diagndsticas con una
precision del 5%, nivel de confianza del 95%, frecuencia esperada de sensibilidad
96.2% y especificidad de 99%.

Sensibilidad: 96.200%
Especificidad: 99.000%
Razdn no enfermos/enfermos: 1.000
Nivel de confianza: 95.0%
Precision (%) Enfermos Sanos Total

Técnica de muestreo

Se utilizé el muestreo no probabilistico: Accidental o consecutivo el cual se
fundamenté en reclutar casos hasta que se completé el namero de
muestras (sueros) necesario para completar el tamafio de muestra

deseado.
3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
3.4.1 Aplicacion de la lista STARD

El estudio en medida que fue posible siguié las recomendaciones de la lista
STARD (Gonzales y Velarde, 2012).
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3.4.2 Deteccion de IgM anti Dengue mediante ELISA

Se proceso los sueros de pacientes con solicitud de diagndéstico de dengue
mediante los kits anti Dengue ELISA (Tariki dengue y SERION ELISA
classic) (anexo 3y 4).

A las muestras de sueros de les designo un numero de acuerdo al cédigo
registrado en el laboratorio de Inmunologia — Virologia empezando a

enumerar desde el codigo mas antiguo (anexo 5).

3.4.2.1. Procedimiento SERION ELISA classic Dengue Virus IgM
3.4.2.1.1 Dilucion de muestras

3.4.2.1.1.1 Interferencia con factores reumatoides (RF)

La absorcion de los factores reumatoides se realizd6 mediante incubaciéon de
la muestra del paciente en la solucion absorbente de RF durante 15 minutos

a temperatura ambiente.

Antes de realizar la prueba, el absorbente del factor reumatoide se diluyo
1+4 en tampon diluyente agregando 200 ul de absorbente de Rf para 800 ul
de tampdn diluyente (figura 6: a). Las muestras se diluyeron en el tampdn
de dilucion 1+100 agregando 10 ul de muestra para 1000 yl tampén de
dilucion (figura 6: b).

Después de la dilucion y antes de pipetear en la placa de microtitulacién, las

muestras se mezclaron a fondo obteniendo una solucion homogénea.

3.4.2.1.2 Procedimiento manual

1. Se coloco el namero necesario de pocillos en el bastidor y se preparo la
hoja de protocolo (figura7: a).

2. Se afiadid 100 pl de muestra diluida o controles listos para usar en los
pocillos apropiados. Se reservd un pocillo para el blanco del sustrato

(figura7: b, c,dy e).

3. Se incubo la muestra durante 60 minutos a 37 ° C en la camara de
humectacion (figura 7: f).
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4. Se lavo todos los pocillos con solucion de lavado mediante dispositivo

automatizado (figura 8: ay b).
- Se aspiro la soluciéon de incubacion
- Se lleno cada pocillo con 300 pl de solucién de lavado
- Se aspiro la solucion amortiguadora de lavado
- Se repitié el procedimiento de lavado 3 veces (en total 4 veces)

- Se secO dando ligeros golpecitos a la placa de microtitulacién sobre

una toallita de papel

5. Se afiadié 100 ul del conjugado listo para usar IgM a los pocillos (excepto
el blanco) (figura 9: ay b).

6. Se incubo el conjugado durante 30 minutos a 37 °C en la cAmara de

humectacion.
7. Se lavo todos los pocillos con solucion de lavado (paso 4).

8. Se afiadi6 100 ul de solucion de sustrato a cada pocillo (incluido el

blanco) (figura 9: c y d).

9. Se incubo el sustrato durante 30 minutos a 37 ° C en la camara de

humectacion.

10. Se agreg6 100 pl de solucion stop a cada pocillo. Se agito ligeramente

la placa para mezclar (figura 9: e).

11. Lectura de la extincién. Se leyo la densidad éptica (OD) antes de los
60 minutos a 405 nm frente al sustrato blanco, longitud de onda de

referencia entre 620 nm y 690 nm (figura 9: f).
Evaluacién automatizada/Software

Se evalu6 de manera automatizada las sefiales de medicion 6pticas con
ayuda de la herramienta de software basado en Microsoft ® Excel, SERION

activity.
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Criterios de validez

El blanco de sustrato fue <0.25 OD.

El control negativo produjo un resultado negativo.

Mediante el uso de pruebas cuantitativas SERION ELISA classic, el
valor de DO medio del suero patron estuvo dentro del intervalo de
validez del lote del kit.

La variacion de valores DO del suero patrén no fueron superiores al
20%.

Cuando no se cumplieron los criterios, se consideraron pruebas no
validas y se repiti6 el proceso.

a . 274

Figura 2. Dilucién de muestras por el kit SERION ELISA. a. Adicion de 800ul de
tampon de diluyente para los 200 ul de factor reumatoide. b. Dilucion 1+100
agregando 10ul de muestra para 1000ul tampén de dilucion.
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Figura 3. Adicion de muestras (kit SERION Elisa Dengue Virus IgM). a. Bastidor
para pocillos. b, ¢, d y e. Adicién de controles y muestras diluidas. f. Incubacién de
muestras durante 60 minutos a 37°C en camara de humectacion.

Figura 4. Lavado de pocillos (kit SERION Elisa Dengue Virus IgM). a. Dispositivo
automatizado para lavado de pocillos. b. Verificacion de secado mediante
golpecitos a la placa de microtitulacion sobre toalla de papel.
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Figura 5. Procedimiento para la deteccion de IgM anti Dengue mediante el kit
SERION ELISA. ay b. Adicion de 100 ul de conjugado. c y d. Adicion de 100 ul de
sustrato. e. Adicion de 100 ul de solucién de parada a cada pocillo. f. Lectura de
extincion de la densidad 6ptica a una longitud de onda de 405 nm.

3.4.2.2 Procedimiento Tariki-Dengue IgM
3.4.2.2.1 Procedimiento de prueba manual

1. Se extrajo el nUmero necesario de pocillos de la bolsa de aluminio (figura
10: a). Se necesitd 3 pocillos para el control negativo (CM-) y 1 control positivo
(CM+). Los pocillos no usados se guardaron en la bolsa de aluminio bien
sellada.

2. Muestra problema: Se agreg6 a los pocillos 100 pl de los sueros problemas,

suero control positivo y suero control negativo diluidos a 1/40
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(234 pl de buffer diluyente y 6 pl de sueros controles y sueros problemas)

(figura 10: by c). Se mezclo bien. Se incubo a 37° por 1 hora (figura 10: d).

3. Simultdneamente se preparé mezcla de antigeno y conjugado. (figura 10:
g) Se prepard el antigeno teniendo en cuenta el volumen requerido para la
prueba. Luego se preparo el conjugado teniendo en cuenta el volumen

requerido para la prueba.

4. Luego en un tubo se hizo una mezcla con igual volumen de solucion

antigeno e igual volumen de solucion de conjugado.

5. Luego de la hora de incubacion de la placa, se lavo 5 veces (250-300 ul
por pocillo) con el buffer de lavado (figura 10: e y f).

6. Se agreg6 100 pl de la mezcla de solucién antigeno-conjugado a cada
pocillo (Figura 10: h, 11: a). Luego se incubo a 37°C por 1 hora.

7. Se lavo por 5 veces (250-300 ul por pocillo) con el buffer de lavado.

8. Se agregd 100 pl de Sustrato TMB (cromdgeno) a cada pocillo de trabajo.
(figura 11: b y c). Se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente en

oscuridad (figura 11: d). Hasta que aparecié un color azul.

9. Se adiciono 100 pl de solucién de parada (acido sulfarico 2N) en todos
los pocillos en el mismo orden y con los mismos intervalos de tiempo. El

color azul cambio a amarillo (figura 11: e y f).
10. LECTURA: Se hizo la lectura con filtros de 450nm (filtro de referencia).
Criterios de validez

La absorbancia media de los controles negativos fue menor a 0.20.

El control positivo estuvo en un rango de 1.0 a 2.0

El valor de corte fue < 0.30

Se considerd como indeterminado muestras con densidad Optica (DO)
cercanas al valor de corte obtenido + 0.020

Cuando el resultado estuvo fuera del parametro establecido se repitio

la prueba.
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Figura 6. Procedimiento para la deteccion de IgM anti Dengue mediante el kit
Tariki a. Bastidor para pocillos. b y c. Adicion de 100 ul de controles y muestras
diluidas d. Incubacién de muestras durante 60 minutos a 37°C en camara de
humectacion. e y f. Proceso de lavado automatizado de pocillos. g. Preparacion de
antigeno y conjugado. h. Adicion de 100 ul de la solucion antigeno-conjugado a
cada pocillo.
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Figura 7. Procedimiento para la deteccion de IgM anti Dengue mediante el kit
Tariki a. Pocillos con mezcla de solucién antigeno-conjugado. b y c. Adicién de 100
ul de sustrato TMB(cromodgeno) a cada pocillo d. Incubacion de pocillos con
sustrato durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. e y f. Adicion de
100 pl de solucion de parada (&cido sulfarico 2N) a todos los pocillos.
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3.4.3 Determinacién del Grado de Concordancia

Para determinar la concordancia entre los kits de ELISA se utiliz6 el modelo
Kappa, para cuyo efecto se recopilo los resultados obtenidos mediante
ambos kits ELISA en la siguiente matriz y se aplico la formula (tabla 3). Los

resultados indeterminados se calificaron como negativos.

Tabla 3. Matriz para la determinacién del grado de concordancia entre dos
pruebas diagnosticas

Método B
Método A N _
Positivo Negativo Total
Positivo a c fl
Negativo c d f2
Total cl c2 n
indice kappa:

K=Xx-q)/(N-q)
q = [(c1) (f1) + (c2) (f2)] /n

x=a+d

3.4.4 Estimacioén de sensibilidad y especificidad

Para determinar la sensibilidad y especificidad del kit SERION ELISA

classic Dengue Virus IgM se recopilo los resultados obtenidos media nte
ambos kits ELISA en la siguiente matriz y se aplico la formula (tabla 4).

Tabla 4. Matriz para la estimacién de sensibilidad y especificidad de una prueba

diagnéstica
Prueba Prueba de referencia
diagnostica Positivos Negativos Total
Positivos VP FP VP + FP
Negativos FN VN FN + VN
N =
Total VP + FN FP + VN
VP+FN+FP+VN

VVP= Verdaderos positivos
FP= Falsos positivos
FN= Falsos negativos

Sensibilidad=VP/ (VP+FN)
Especificidad=VN/ (VN+FP)
VN= Verdaderos negativos
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3.4.5 Obtencidon del punto de corte 6ptimo para el Kit SERION ELISA
classic Dengue Virus IgM.

Los sueros se consideraron verdaderamente positivos o negativos en la
determinacion de IgM de acuerdo a los resultados obtenidos por el método
de referencia kit ELISA Tariki Dengue IgM. Se utilizd los resultados
obtenidos mediante ambos kits Elisa.

Para la obtencion del punto de corte éptimo del kit SERION ELISA classic
Dengue Virus IgM se utilizé la curva ROC creando 2 campos: indice y grupo
(tabla 5). El grupo indico la enfermedad y se les puso el cédigo - a los sanos
y + a los enfermos. Luego se cargaron los datos en Epidat y el programa
XLSTAT.

Tabla 5. Campos indice IgM y grupo para la obtencion del punto de corte 6ptimo
del Kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM con datos continuos.

indice IgM Grupo
Valor numérico -0+
Valor numérico -0+

3.5. Procesamiento de los datos

Los datos se recolectaron en hojas de trabajo (identificaciones, codigos,
resultados, etc.), y luego fueron digitalizados en una base de datos de
Microsoft Excel (anexo 5).

La evaluacion de la concentracion sérica de IgM contra el virus Dengue por
los métodos de ELISA fue apoyado con un software basado en Microsoft ®
Excel.

El andlisis de concordancia, la determinacion de sensibilidad, especificidad
y punto de corte optimo por Curva ROC se analizaron mediante el paquete
estadistico EPIDAT (Programa para andlisis epidemiolégico de datos
tabulados). version 3.1y el programa XLSTAT.

3.6. Consideraciones éticas

Se solicitaron los permisos correspondientes al comité de ética del Hospital
Regional Lambayeque para el empleo de los sueros de pacientes con
solicitud de diagnéstico de dengue, almacenados en el servicio del
Laboratorio Inmunologia-Virologia del Hospital Regional durante los afios
2016 — 2017.

En mencionados sueros solamente se reevalud el diagnostico de dengue
con diferentes kits a los usados en el diagnéstico asistencial con fines de
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comparacion. La informacién recolectada en este estudio se presentara con
la mayor confidencialidad. Se utilizard solo con fines académicos y
cientificos. En ningln documento se obtendrdn nombres o datos que pudieran
identificar al paciente.

Las muestras utilizadas en el presente estudio fueron empleadas para los
fines descritos en la investigacion. Luego del procesamiento de las mismas,
estas fueron devueltas al lugar de almacenamiento de muestras del laboratorio
Inmunologia-Virologia del HRL.

No existe ningun conflicto de intereses en el presente estudio de parte de
los investigadores.
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V. RESULTADOS
4.1. Deteccion de Dengue IgM mediante ELISA

4.1.1 Determinacion de Dengue IgM por la prueba de referencia Kit
Tariki Dengue IgM.

Se obtuvieron 57 resultados positivos y 57 negativos determinados por la
prueba de referencia kit Tariki Dengue IgM. (Figura 8) (Tabla 6). Los

resultados se ingresaron a la ficha de recoleccién de datos (anexo 5).

Kit Tariki Dengue

@ Resultados positivos ' @ Resultados negativos

Figura 8. Total de resultados positivos y negativos de Dengue IgM determinados por

el Kit Tariki Dengue en 118 sueros de pacientes del Hospital Regional Lambayeque
2016-2017.
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Tabla 6. Frecuencia de resultados segun rango de absorbancia determinados por el kit

Tariki dengue IgM en 114 sueros de pacientes del Hospital Regional Lambayeque

2016-2017.
Rango de . ;
absorbancias Frecuencia absoluta Interpretacion de Resultado

0.000-0.100 47 | NEGATIVO
0.100 - 0.200 10 | NEGATIVO
0.200 - 0.300 O | INDETERMINADO
0.300 - 0.400 0 | POSITIVO
0.400 - 0.500 6 | POSITIVO
0.500 - 0.600 10 | POSITIVO
0.600 - 0.700 2 | POSITIVO
0.700 - 0.800 4 | POSITIVO
0.800 - 0.900 1 | POSITIVO
0.900 - 1.000 4 | POSITIVO
>1.000 30 | POSITIVO
Valores para la interpretacion de resultados

Negativo: <0.216

Indeterminado: 0.216 - 0.264

Positivo: >0.264

4.1.2 Determinacion de Dengue IgM por la prueba comercial kit

SERION ELISA classic Dengue Virus IgM.

Se obtuvieron 78 resultados positivos y 36 clasificados como negativos. De

los cuales 21 se consideraron como falsos positivos. (Figura 9) (Tabla 7).

Los resultados se ingresaron a la ficha de recoleccion de datos (anexo 5).



o
HHE
S
oacas i s
Bt e
bt

,
£
Ephy
G

E
i
HE

e
HiH
t‘-b‘-l -

i

i

o
iff
it

,
1

i
o

2

4

ik

il

i
i

ety

i
it
R
it i

s,

i

L

R
i

£

H
3

L
1
24!

s

i
i,
R’ 1
et

et

Ligie)
"l il
ettty
St
i

o
e
A
A
{3

i
e
e

N : 1}
il
e
R

!
o,
{ieH

H
2
%
5

2

T

e
.

!
s

O

4
:
S

i)
%
{ieH

4!

oy

S

it
e

i

f
o,
e

1
!
!
o
it

!

i
!
el
o
e

i
iR
i
-
o

Tk
e
ek
L
O
ittt e

3
M)

i
13
e
i
¥

s

I
B
et

it
RN
b
o
R

o
)
it

£
T
Wl
e
e

S
o =
R

i
i
o

1
SRR

!
L

o

e

42

T

R S e T T O T
sEicdandinnd ittt
s e

et = <

Sty

SR
e

FHER
i
HHE

i
£
i

o
5
H

2

£

Figura 9. Total de resultados positivos, falsos positivos y negativos de Dengue IgM

determinados por el kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM en 114 sueros de

pacientes del Hospital Regional Lambayeque 2016-2017.

Tabla 7. Frecuencia de resultados segun rango de titulo de anticuerpos IgM
U/determinados por el kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM en 114 sueros de
pacientes del Hospital Regional Lambayeque 2016-2017.

Rango de Titulo
IgM

Frecuencia absoluta

Interpretacion de Resultado

0.0-5.0

N

NEGATIVO

5.0-10.0

NEGATIVO

10.0-15.0

INDETERMINADO

15.0-20.0

POSITIVO

20.0-25.0

POSITIVO

25.0-30.0

POSITIVO

30.0-35.0

POSITIVO

35.0-40.0

POSITIVO

40.0-45.0

POSITIVO

45.0 -50.0

POSITIVO

>50.0

V(R |PAINR|IO|O|W]|UT[00 W

Ul

POSITIVO

Negativo: < 10.0
Indeterminado: 10.0 - 15.0

Positivo: >15.0
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4.2. Grado de Concordancia del kit comercial SERION ELISA classic

Dengue Virus IgM con el kit de referencia nacional Tariki dengue IgM.

De los resultados obtenidos por el kit comercial SERION ELISA classic
Dengue Virus IgM se clasificaron en la matriz a 57 como verdaderos positivos,
36 verdaderos negativos, ningun falso negativo y 21 falsos positivos

encontrando un acuerdo de 0,82 frente al kit referente (tabla 8).

Las pruebas diagnésticas presentaron un grado de concordancia bueno,
Kappa igual a 0,63 (IC 95% 0,5 — 0,76) segun la escala de Landis y Koch.
Kappa minimo igual a — 0,1014 y maximo de 0,6437 y error estimado de
0,0675.

Tabla 8. Concordancia del Kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM frente al
kit Tariki dengue IgM en sueros de pacientes del Hospital Regional Lambayeque
2016-2017.

SERION Elisa classic Tariki dengue IgM
dengue virus IgM Positivo Negativo Total
Positivo 57 21 78
Negativo 0 36 36
Total 57 57 114

Nivel de confianza: 95,0 %
Numero de categorias: 02
Acuerdo observado: 0,8158
Acuerdo esperado: 0,500

4.3. Estimacion de la sensibilidad y especificidad del kit comercial
SERION ELISA classic Dengue Virus IgM con respecto al kit Tariki
Dengue IgM.

Se clasificaron los resultados en la matriz a 57 positivos considerados
enfermos por la prueba de referencia, 21 resultados falsos positivos ya que

se clasificaron como sanos y 36 negativos verdaderamente sanos (tabla 9).

La prueba SERION ELISA classic Dengue Virus IgM presento una
sensibilidad de 100%(IC 95% 99,12 — 100) y una especificidad de 63,16
%(IC 95% 49,76 — 76,56). También se determino el indice de validez 81,58
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%(IC 95% 74,02 — 89,13), valor predictivo positivo 73,08%(IC 95% 62,59 —
83,56), valor predictivo negativo 100%(IC 95% 98,61 — 100) y un indice de
Youden de 0,63 (IC 95% 0.51 — 0.76) (tabla 10).

Tabla 9. Clasificacién de sanos y enfermos para dengue de acuerdo a resultado
determinado por la prueba kit SERION ELISA classic Dengue Virus IgM en sueros

de pacientes del Hospital Regional Lambayeque 2016-2017.

SERION Elisa classic Prueba de referencia(Tariki dengue IgM)

dengue virus IgM Enfermos Sanos Total

Positivo 57 21 78
Negativo 0 36 36
Total 57 57 114

Nivel de confianza: 95,0 %.

Tabla 10. Sensibilidad y especificidad del kit comercial SERION ELISA classic

Dengue Virus IgM en sueros de pacientes del Hospital Regional Lambayeque
2016-2017.

Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 100 99,12 100
Especificidad (%) 63,16 49,76 76,56
indice de validez (%) 81,58 74,02 89,13
Valor predictivo + (%) 73,08 62,59 83,56
Valor predictivo - (%) 100 98,61 100
indice de Youden 0,63 0,51 0,76

IC: Intervalo de confianza.

4.4. Determinacion del punto de corte 6ptimo para el kit comercial
SERION ELISA classic Dengue Virus IgM.

Ingresando los datos correspondientes en la tabla indice IgM y grupo se
obtuvo mediante un andlisis de curva ROC con un nivel de confianza del
95%, un AUC igual a 0,96 (IC 95% 0,93 — 0,99) y un error estimado de
0,0158 (anexo 6). De las 114 observaciones realizadas en el analisis la

concentracion minima hallada de IgM fue de 0,001 y la maxima 780319,7
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con una media de 161664,2. Se determing el valor de 40,7 U/ml como punto
de corte Optimo siendo este el que presentd la mas alta sensibilidad y
especificidad conjunta (anexo 7) (figura 10).

El nuevo punto de corte presenta una sensibilidad y especificidad de
95%(IC 95% 85 — 99) y 90%(IC 95% 78 — 95), respectivamente. Asi también
clasifica los resultados en 54 verdaderos positivos, 51 verdaderos
negativos, 6 falsos positivos y 3 falsos negativos. (figura 11y 12)

Curva ROC/ IgM / AUC=0.962

0.8 o

0.7 i

0.6

0.5 .

Tasa de verdaderos positivos (Sensibilidad)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Tasa de falsos positivos (1 - Especificidad)

Figura 10. Grafico de Curva ROC del test diagnostico SERION ELISA classic Dengue
Virus IgM. La flecha indica el punto de corte que determina la sensibilidad y
especificidad conjunta mas alta. Linea ND: Linea de no discriminacion.
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Figura 11. Verdaderos positivos (VP), verdaderos negativos (VN), falsos positivos (FP)
y falsos negativos (FN) segun concentracion de IgM determinado por el test diagnostico
SERION ELISA classic Dengue Virus IgM. El cuadro sefiala el punto de corte éptimo.

Sensibilidad y especificidad / IgM U/ml
0.9 :

0.6 Z‘ﬂ";qalll

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Sensibilidad / Especificidad
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lgM U/ml

----- ® - Sensibilidad @ Especificidad

Figura 12. Sensibilidad y especificidad correspondiente a cada concentracion de IgM
U/ml. Las flechas indican la sensibilidad y especificidad del punto de corte 40,7 U/ml.
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V. DISCUSION

La investigacion evalud la utilidad diagnostica del kit comercial SERION
ELISA classic Dengue Virus IgM, método cuantitativo que detecta el titulo
de anticuerpos dengue IgM, para lo cual se utilizé muestras de pacientes de
la region norte del Perd donde el dengue es endémico (Ministerio de Salud,
2017).

Nuestro estudio presento fortalezas, como la seleccion de una muestra
representativa para la evaluaciéon de pruebas diagndsticas obtenida por el
programa Epidat 3.1, empleo un kit de referencia nacional de calidad
reconocido internacionalmente acorde al contexto epidemiol6gico de
nuestra poblacion como estandar de oro, interpretacion ciega del test
evaluado y prueba de referencia, y por ultimo aporta informacion importante
al evaluar un kit cuantitativo (excelente herramienta para evaluar
seroconversion) no considerado en otras investigaciones.(Aria et al., 2010;
Blacksell et al., 2012; Garcia et al., 2005; Lu et al., 2019) Los antecedentes
citados presentan tamafios de muestra variables, mayores a nuestra
investigacion  (Blacksell et al., 2012; Garcia et al., 2005; Vasquez et al.,
2007;Welch et al., 2014), y menores (Aria et al., 2010; Lu et al., 2019;
Namekar et al., 2013) pero no especifican el porqué del tamafio de su

muestra.

Las limitaciones presentadas incluyen el muestreo no probabilistico, el
desconocimiento del estado de infeccién (primaria o secundaria), el serotipo
de infeccidn, el sexo y la edad del paciente, la gravedad de la enfermedad y
la posibilidad de infeccion con otros flavivirus que podrian jugar un papel
importante en el rendimiento del kit diagnostico.

El estudio encontr6 un acuerdo alto (81,6%) de nuestro kit cuantitativo
SERION Elisa classic Dengue Virus IgM con el referente cualitativo Tariki,
obteniendo una buena concordancia segun la escala de Landis y Koch. El
acuerdo hallado estd en el rango de los encontrados en otros contextos
desde 71,5% hasta 98,4%, esta variacion es debida al rendimiento de los
diferentes kits empleados, los tamafios de muestra y pruebas de referencia
empleadas. (Aria et al., 2010; Blacksell et al., 2012; Namekar et al., 2013;
Vasquez et al., 2007) A diferencia de nuestro estudio la mayoria presenté una
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muy buena concordancia (Aria et al., 2010; Garcia et al., 2005; Namekar et
al., 2013; Vasquez et al., 2007) pero tanto sus kits evaluados como sus
referentes fueron cualitativos, y a excepcion del resto el estudio de Lu et al.
(2019) obtuvo una concordancia moderada, en el que es oportuno indicar
que a pesar de utilizar un muestreo probabilistico empleo una muestra muy

reducida.

La sensibilidad alcanzada por el kit SERION fue alta 100,0 % y no existio
resultados falsos positivos generados en el ensayo siendo una garantia que
la prueba capte una gran cantidad de posibles personas infectadas, tenga
mucha utilidad como prueba de cribado y tamizaje de poblaciones, importante
en estudios de prevalencia de la enfermedad. Sin embargo, la especificidad
fue baja 63,2%, lo que nos muestra que existe un porcentaje significativo de
probabilidades de obtener resultados falsos positivos, limitando su utilidad
como prueba confirmatoria. La sensibilidad obtenida por otros kits evaluados
es menor variando de 72,2% a 96,8%( Lu et al., 2019; Vasquez et al., 2007)
y presentan una mejor especificidad por encima del 70%(Blacksell et al.,
2012; Namekar et al., 2013; Vasquez et al., 2007; Welch et al., 2014) llegando
inclusive a 100% con el Kit Inbios (Lu et al.,2019), aungue este ultimo estudio
solo trabajo con 11 muestras clasificadas como negativas por lo que habria
un fuerte sesgo en este hallazgo comparandolo con el presente y los demas

antecedentes.

La baja especificidad es causada por reacciones inespecificas entre el
suero del paciente (anticuerpos) y el antigeno por lo que se sospecha que
los resultados falsos positivos sean debido a la diferente fuente de antigeno
y origen de validacion del kit evaluado SERION frente al referente Tariki. El
lisado de virus DENV-2 que emplea nuestro kit evaluado de fabricante
virion/serion (Alemania) no nos especifica el origen de la cepa, pero
consideramos que tiene un origen extranjero mientras que nuestro Kit
referente al ser producido integramente en el Instituto Nacional de Salud
(Pera) utiliza cepas de los 4 serotipos circulantes en nuestro pais (d1 cepa
Hawai, D2 New Guinea, D3H-87 y D4H-241). En segundo lugar, la
validacion de una prueba diagnostica es generalmente aplicable a una
determinada region geogréafica, la validez del kit aleman fue evaluada con

muestras de sueros de pacientes de América Central e India, asi como con
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pacientes del sur de Alemania en contraste con el kit de referencia
disefiado, validado y producido en el Perld. Esto demostraria la baja
especificidad del kit SERION y la vez su alta sensibilidad para determinar
anticuerpos dengue IgM en la poblacion peruana. La presente investigacion
obtuvo para el kit SERION un AUC de 0.82, asi como una suma de
sensibilidad més especificidad (S+E) igual a 1,63 definiéndolo como un test
de buena exactitud diagnostica (proporcion de resultados correctos). Nuestro
resultado de S+E fue similar a lo reportado por Lu et al (2019) al evaluar el
kit Panbio (EE. UU), sin embargo, fue menor en comparacion con otros
estudios en que esta suma supero el valor de 1,7 (Blacksell et al., 2012;
Namekar et al., 2013; Vasquez et al., 2007; Welch et al., 2014). Entendemos
gue nuestro resultado por debajo de otros estudios es debido a la marcada
diferencia entre sensibilidad y especificidad encontrada por lo que
consideramos que el punto de corte dado por el fabricante no es el ideal para
la seroepidemiologia de nuestra poblacién al ser este kit proveniente de otra
realidad geogréfica.

Mediante un analisis de curva ROC se determinaron distintos puntos de corte,
dependiendo del valor de este cambio la sensibilidad y especificidad del test.
El punto de corte 6ptimo escogido fue el que presento el valor mas alto de
sensibilidad y especificidad conjunta (1,84) y un AUC de 0,96 elevando su
capacidad discriminatoria diagnostica y catalogandolo como un test de muy
buena exactitud diagnostica. Este punto de corte o valor umbral es 40,7 U/ml,
un valor por encima de este es considerado un resultado positivo, con esto
aumenta significativamente la especificidad del kit a 90% reduciendo a 6 los
resultados falsos positivos, disminuyendo ligeramente su sensibilidad a 95%
presentdndose 3 casos falsos negativos.

Estos datos nos indican la utilidad diagndstica del Kit SERION y el punto de
corte ideal para nuestra realidad geografica que optimiza su rendimiento
diagnostico. De considerarse el nuevo punto de corte esta prueba seria
equivalente al kit de referencia, de tal manera que eventualmente podrian
ser reemplazados o intercambiados dependiendo de su disponibilidad. En
consecuencia, es necesario el ajuste del punto de corte para el uso de la
prueba en los laboratorios de analisis clinicos tanto estatales como privados

del Peru para la confirmacion serolégica de dengue.
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VI. CONCLUSIONES

Se determin6 una concordancia buena segun la escala de Landis y
koch, con un indice de Kappa de 0,63 ((IC 95% 0,5 — 0,76) entre el
kit comercial SERION ELISA classic Dengue Virus IgM y kit de
referencia nacional Tariki dengue IgM.

Se estimo6 una alta sensibilidad de 100%(IC 95% 99,12 — 100) y una
baja especificidad de 63.16 %(IC 95% 49,76 — 76,56) del Kit
comercial SERION ELISA classic Dengue Virus IgM comparado con

el kit de referencia nacional.

EL punto de corte 6ptimo obtenido para el kit comercial SERION
ELISA classic Dengue Virus IgM adecuado a nuestra poblacion fue
40,7 U/ml de DENV IgM.
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VII. RECOMENDACIONES

Aplicar el punto de corte obtenido en el presente estudio para un
mejor diagndstico de infeccidn aguda y reciente de dengue con el kit
comercial SERION ELISA classic Dengue Virus IgM, en nuestra
poblacion.

Realizar estudios con poblacion asintomatica de dengue parala
obtencion de puntos de corte del kit comercial SERION ELISA classic

Dengue Virus IgM en zonas no endémicas.

Caracterizar a los pacientes segun tipo de infeccién, primaria o
secundaria, realizar el diagnéstico diferencial frente a otras
patologias para obtener mejores resultados en la evaluacion de los
kits diagnosticos DENV IgM.

Realizar control de calidad interno de las pruebas diagndsticas de

uso en los establecimientos de salud.

Realizar control de calidad externo nacional e internacional de las
pruebas diagnésticas especialmente con las utilizadas como

estandar o referencia.

Correlacionar los sintomas clinicos del paciente con las pruebas de

laboratorio para corroborar el diagnostico de dengue.

Realizar mas estudios comparativos que mejoren la utilidad
diagnostica de las pruebas de laboratorio importadas adecuandolas a

la realidad de cada poblacion.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Clasificacién cientifica del virus Dengue

Grupo: IV (virus ARN monocatenario positivo)

Familia: Flaviviridae

Género: Flavivirus

Serocomplejo: Virus Dengue (DENV)

DENV1
DENV2
DENV3
DENV4
DENV5
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Anexo 2. Sueros almacenados a -70°C en el servicio del Laboratorio

Inmunologia-Virologia del Hospital Regional durante los afios 2016 - 2017.




Anexo 3. Reactivos del kit Tariki Dengue
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Anexo 4. Reactivos del kit SERION Elisa Dengue Virus IgM
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Anexo 5. Ficha de recoleccion de datos de las muestras procesadas por el kit
comercial SERION ELISA Dengue IgM y kit de referencia nacional Tariki

Dengue.
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

N° CcODIGO Kit ELISA IgM Absorbancia CutOff Interpretacién

Tariki 0.483 *¥*¥x  POSITIVO
1 LIV16-0007

Virion-serion 47.843 1.012 * POSITIVO

lei %k %k %k

2 LIV16-0013 Tariki 0.086 NEGATIVO

Virion-serion 14.781 0.456 * INDETERMINADO

Tariki 1.316 *¥*¥%x - POSITIVO
3 LIV16-0014

Virion-serion 583573.696 3.403 * POSITIVO

Tariki 1.447 *¥*¥x  POSITIVO
4 LIV16-0015

Virion-serion 181.93 2.158 * POSITIVO

Tariki 0.615 ***  POSITIVO
5 LIV16-0026

Virion-serion 182.327 2.160 * POSITIVO

Tariki 0.103 *¥**x  NEGATIVO
6 LIV16-0085

Virion-serion 13.865 0.438 * INDETERMINADO

Tariki 0.076 *¥*¥x*x  NEGATIVO
7 LIV16-0094

Virion-serion 15.838 0.323 * POSITIVO

Tariki 1.110 *¥*¥x  POSITIVO
8 LIV16-0112

Virion-serion 110.889 1.699 * POSITIVO

Tariki 1.160 *¥*x*  POSITIVO
9 LIV16-0135

Virion-serion 134.579 1.287 * POSITIVO

Tariki 1.645 *¥*¥*x  POSITIVO
10 LIV16-0153

Virion-serion 157.204 2.023 * POSITIVO

Tariki 0.926 *¥**  POSITIVO
11 LIV16-0213

Virion-serion 51.767 1.067 * POSITIVO

Tariki 0.722 *¥*¥*x  POSITIVO
12 LIV16-0248

Virion-serion 139.097 1.909 * POSITIVO

Tariki 0.061 ***  NEGATIVO
13 LIV16-0260

Virion-serion 13.967 0.440 * INDETERMINADO

Tariki 0.093 *¥**x  NEGATIVO
14 LIV16-0289

Virion-serion 3.258 0.221 * NEGATIVO

Tariki 0.915 *¥*¥*  POSITIVO
15 LIV16-0326

Virion-serion 35.881 0.831 * POSITIVO

Tariki 0.074 **xx  NEGATIVO
16 LIV16-0411

Virion-serion 16.59 0.333 * POSITIVO

Tariki 0.083 *¥*¥*  NEGATIVO
17 LIV16-0421

Virion-serion 0.372 0.162 * NEGATIVO

Tariki 0.072 *xxx  NEGATIVO
18 LIV16-0431

Virion-serion 6.802 0.198 * NEGATIVO

Tariki 0.090 *¥*¥*x  NEGATIVO
19 LIV16-0433

Virion-serion 3.69 0.230 * NEGATIVO
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Tariki 1.585 *¥*x  POSITIVO
20 LIV16-0434

Virion-serion 4273.821 3.607 * POSITIVO
21 LIV16-0440 Tariki 0.103 *¥*xx  NEGATIVO

Virion-serion 7.153 0.203 ] NEGATIVO

ilet % %k %k

22 LIV16-0476 Tariki 0.101 NEGATIVO

Virion-serion 3.45 0.225 * NEGATIVO

Tariki 1.029 *¥**  POSITIVO
23 LIV16-0478

Virion-serion 98.564 1.592 * POSITIVO

Tariki 0.484 *¥*¥x  POSITIVO
24 LIV16-0483

Virion-serion 41.064 0.912 * POSITIVO

Tariki 0.082 *¥*¥x*x  NEGATIVO
25 LIV16-0491

Virion-serion 22.083 0.404 * POSITIVO

Tariki 1.057 *¥*¥xx - pPOSITIVO
26 LIV16-0510

Virion-serion 583573.696 3.074 * POSITIVO

Tariki 1.576 *¥**x  POSITIVO
27 LIV16-0520

Virion-serion 80.657 1.416 * POSITIVO

Tariki 0.099 *¥**  NEGATIVO
28 LIV16-0524

Virion-serion 40.149 0.898 * POSITIVO

Tariki 0.921 *¥*¥x  POSITIVO
29 LIV16-0525

Virion-serion 23.548 0.621 * POSITIVO

Tariki 0.483 *¥**  POSITIVO
30 LIV16-0535

Virion-serion 173.807 2.116 * POSITIVO

Tariki 0.099 *¥*¥xx  NEGATIVO
31 LIV16-0544

Virion-serion 39.318 0.604 * POSITIVO

Tariki 0.502 *¥*¥xx  POSITIVO
32 LIV16-0579

Virion-serion 63.478 0.834 * POSITIVO

Tariki 0.874 *¥*¥*x  POSITIVO
33 LIV16-0630

Virion-serion 290.161 2.565 * POSITIVO

Tariki 0.501 *¥**x  POSITIVO
34 LIV16-0771

Virion-serion 64.653 1.234 * POSITIVO

Tariki 0.579 *¥*¥*x  POSITIVO
35 LIV16-1052

Virion-serion 7068.484 3.646 * POSITIVO

Tariki 1.096 **x%  pPOSITIVO
36 LIV16-1075

Virion-serion 274.683 2.520 * POSITIVO

Tariki 0.433 *¥**  POSITIVO
37 LIV16-1076

Virion-serion 1154.599 3.350 * POSITIVO

Tariki 0.067 *¥*xxx  NEGATIVO
38 LIvle-1110

Virion-serion 86.268 1.009 * POSITIVO

Tariki 0.090 *¥*¥*  NEGATIVO
39 LIV16-1279

Virion-serion 172.867 2.111 * POSITIVO

Tariki 0.095 *¥*¥x%x  NEGATIVO
40 LIV16-1504

Virion-serion 66.222 0.857 * POSITIVO
41 LIV17-0148 Tariki 0.104 *¥*xx  NEGATIVO
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Virion-serion 8.706 0.225 NEGATIVO

Tariki 1.103 *¥**  POSITIVO
42 LIV17-0152

Virion-serion 103.373 1.635 * POSITIVO

Tariki 0.089 *¥*xx  NEGATIVO
43 LIV17-0175

Virion-serion 16.968 0.338 * POSITIVO

Tariki 0.072 *¥*¥x*x  NEGATIVO
44 LIV17-0200

Virion-serion 12.367 0.276 * INDETERMINADO

Tariki 0.066 *¥*xx  NEGATIVO
45 LIV17-0212

Virion-serion 23.522 0.422 * POSITIVO

Tariki 0.105 *¥*¥x*x  NEGATIVO
46 LIV17-0227

Virion-serion 20.899 0.389 * POSITIVO

Tariki 0.740 *¥*¥x  POSITIVO
47 LIV17-0238

Virion-serion 503.652 2.961 * POSITIVO

Tariki 1.004 S POSITIVO
48 LIV17-0242

Virion-serion 1074.875 2.998 * POSITIVO

Tariki 1.238 LI POSITIVO
49 LIV17-0252

Virion-serion 177.28 1.926 * POSITIVO

Tariki 0.087 *¥*¥x*x  NEGATIVO
50 LIV17-0279

Virion-serion 7.224 0.204 * NEGATIVO

Tariki 1.592 *¥*¥x  POSITIVO
51 LIv17-0291

Virion-serion 179.87 1.938 * POSITIVO

Tariki 2.555 *¥*¥*x  POSITIVO
52 LIV17-0292

Virion-serion 780319.72 3.852 * POSITIVO

Tariki 0.427 *¥**  POSITIVO
53 LIV17-0294

Virion-serion 70.178 1.175 * POSITIVO

Tariki 0.097 g NEGATIVO
54 LIV17-0297

Virion-serion 60.211 1.066 * POSITIVO

Tariki 1.682 *¥**x  POSITIVO
55 LIV17-0319

Virion-serion 350.132 2.712 * POSITIVO

Tariki 0.078 *¥*¥xx  NEGATIVO
56 LIV17-0408

Virion-serion 88.742 1.026 * POSITIVO

Tariki 0.097 *¥**x  NEGATIVO
57 LIV17-0412

Virion-serion 22.995 0.611 * POSITIVO

Tariki 1.086 *¥*¥*  POSITIVO
58 LIV17-0424

Virion-serion 270.746 2.508 * POSITIVO

Tariki 1.451 **x%  pPOSITIVO
59 LIV17-0426

Virion-serion 133.826 1.873 * POSITIVO

Tariki 2.242 *¥*¥*  POSITIVO
60 LIV17-0432

Virion-serion 151.076 1.986 * POSITIVO

Tariki 0.094 *xxx  NEGATIVO
61 LIvV17-0434

Virion-serion 24.492 0.434 * POSITIVO

Tariki 1.203 R POSITIVO
62 LIV17-0447

Virion-serion 186.537 1.968 * POSITIVO
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Tariki 0.092 *¥*xx*  NEGATIVO
63 LIV17-0507

Virion-serion 0.001 0.174 * NEGATIVO

Tariki 0.545 R POSITIVO
64 LIV17-0508

Virion-serion 207.554 2.055 * POSITIVO

Tariki 0.068 *¥*xx*  NEGATIVO
65 LIv17-0511

Virion-serion 3.186 0.270 * NEGATIVO

Tariki 0.106 *¥*xx*  NEGATIVO
66 LIV17-0515

Virion-serion 4.624 0.306 * NEGATIVO

Tariki 0.095 *¥*xx*x  NEGATIVO
67 LIV17-0518

Virion-serion 3.786 0.285 * NEGATIVO

Tariki 1.635 LI POSITIVO
68 LIV17-0519

Virion-serion 780319.72 3.383 * POSITIVO

Tariki 0.413 S POSITIVO
69 LIV17-0527

Virion-serion 103.031 1.474 * POSITIVO

Tariki 0.074 *¥*xx*  NEGATIVO
70 LIV17-0534

Virion-serion 5.223 0.321 * NEGATIVO

Tariki 2.496 S POSITIVO
71 LIV17-0535

Virion-serion 5177.022 3.267 * POSITIVO

Tariki 0.106 *¥*xx*  NEGATIVO
72 LIV17-0536

Virion-serion 0.878 0.213 * NEGATIVO

Tariki 0.071 *¥*¥xx*x  NEGATIVO
73 LIV17-0553

Virion-serion 1.86 0.237 * NEGATIVO

Tariki 0.104 *¥*xx*  NEGATIVO
74 LIV17-0554

Virion-serion 9.867 0.436 * NEGATIVO

Tariki 0.090 *¥*¥xx*x NEGATIVO
75 LIV17-0557

Virion-serion 2.585 0.255 * NEGATIVO

Tariki 0.075 *¥*xx*  NEGATIVO
76 LIV17-0558

Virion-serion 1.454 0.227 * NEGATIVO

Tariki 1.582 I POSITIVO
77 LIV17-0560

Virion-serion 244.292 2.184 * POSITIVO

Tariki 0.082 *¥*¥xx*x NEGATIVO
78 LIV17-0569

Virion-serion 0.627 0.207 * NEGATIVO

Tariki 0.094 *¥*xx*  NEGATIVO
79 LIV17-0572

Virion-serion 2.626 0.256 * NEGATIVO

Tariki 0.098 *¥*xx*  NEGATIVO
80 LIV17-0583

Virion-serion 0.753 0.210 * NEGATIVO

Tariki 0.085 *¥*xx*  NEGATIVO
81 LIV17-0584

Virion-serion 3.905 0.288 * NEGATIVO

Tariki 0.079 *¥*xx*  NEGATIVO
82 LIV17-0586

Virion-serion 2.304 0.248 * NEGATIVO

Tariki 1.273 R POSITIVO
83 LIV17-0588

Virion-serion 159.877 1.840 * POSITIVO
84 LIV17-0628 Tariki 0.079 *¥*xx*  NEGATIVO
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Virion-serion 0.001 0.189 NEGATIVO

Tariki 1.278 R POSITIVO
85 LIV17-0644

Virion-serion 60.299 1.067 * POSITIVO

Tariki 0.080 *¥*xx*  NEGATIVO
86 LIV17-0675

Virion-serion 0.795 0.211 * NEGATIVO

Tariki 0.093 *¥*xx*x  NEGATIVO
87 LIV17-0683

Virion-serion 0.001 0.167 * NEGATIVO

Tariki 0.962 L POSITIVO
88 LIV17-0699

Virion-serion 200.005 2.025 * POSITIVO

Tariki 1.168 R POSITIVO
89 LIV17-0700

Virion-serion 780319.72 3.382 * POSITIVO

Tariki 0.096 *¥*xx*  NEGATIVO
90 LIV17-0726

Virion-serion 0.92 0.214 * NEGATIVO

Tariki 0.085 *¥*xx*x  NEGATIVO
91 LIV17-0742

Virion-serion 2.626 0.256 * NEGATIVO

Tariki 0.079 *¥*xx*  NEGATIVO
92 LIV17-0744

Virion-serion 3.426 0.276 * NEGATIVO

Tariki 1.191 S POSITIVO
93 LIV17-0782

Virion-serion 213.043 2.076 * POSITIVO

Tariki 1.750 LI POSITIVO
94 LIV17-0816

Virion-serion 56.095 1.018 * POSITIVO

Tariki 0.571 g POSITIVO
95 LIV17-0820

Virion-serion 590.3 2.754 * POSITIVO

Tariki 0.596 e POSITIVO
96 LIV17-0824

Virion-serion 2345.962 3.179 * POSITIVO

Tariki 0.508 g POSITIVO
97 LIV17-0863

Virion-serion 99.543 1.446 * POSITIVO

Tariki 0.563 e POSITIVO
98 LIV17-0864

Virion-serion 311.109 2.364 * POSITIVO

Tariki 1.126 g POSITIVO
99 LIV17-0908

Virion-serion 67.624 1.148 * POSITIVO

Tariki 0.645 ok POSITIVO
100 LIV17-0915

Virion-serion 125.631 1.638 * POSITIVO

Tariki 0.755 R POSITIVO
101 LIV17-0940

Virion-serion 56.855 1.027 * POSITIVO

Tariki 0.101 **xx  NEGATIVO
102 LIV17-0941

Virion-serion 13.464 0.291 * INDETERMINADO

Tariki 0.562 R POSITIVO
103 LIV17-1000

Virion-serion 44.851 0.877 * POSITIVO

Tariki 0.102 ok NEGATIVO
104 LIV17-1020

Virion-serion 23.418 0.562 * POSITIVO

Tariki 2.489 R POSITIVO
105 LIV17-1028

Virion-serion 780319.72 3.741 * POSITIVO
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Tariki 0.593 L POSITIVO
106 LIV17-1032

Virion-serion 62.329 1.090 * POSITIVO

Tariki 0.082 R NEGATIVO
107 LIV17-1048

Virion-serion 165.726 1.870 * POSITIVO

Tariki 0.079 L NEGATIVO
108 LIv17-1112

Virion-serion 32.264 0.700 * POSITIVO

Tariki 0.081 L NEGATIVO
109 LIV17-1133

Virion-serion 18.145 0.474 * POSITIVO

Tariki 0.765 R POSITIVO
110 LIV17-1137

Virion-serion 23.788 0.568 * POSITIVO

Tariki 0.070 *¥*¥xx  NEGATIVO
111 LIV17-1153

Virion-serion 24.249 0.431 * POSITIVO

Tariki 0.092 S NEGATIVO
112 LIV17-1207

Virion-serion 40.7 0.821 * POSITIVO

Tariki 0.087 *¥**x  NEGATIVO
113 LIV17-1208

Virion-serion 6.184 0.282 * NEGATIVO

Tariki 0.083 *¥**  NEGATIVO
114 LIV17-1238

Virion-serion 6.762 0.294 * NEGATIVO

(*) Negativo: < 10.0
Indeterminado: 10.0 -

15.0

Positivo: > 15.0

(***) Negativo: < 0.268

Indeterminado: 0.268 - 0.328

Positivo: > 0.328

(*****) Negativo: < 0.261
Indeterminado: 0.261 - 0.319
Positivo: > 0.319

(**) Negativo: < 0.216

Indeterminado: 0.216 - 0.264

Positivo: > 0.264

(****) Negativo: <

0.221

Indeterminado: 0.221 - 0.271

Positivo: >

0.271
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Anexo 6. Datos ingresados en los campos indice IgM y grupo para la determinacion

del punto de corte 6ptimo del kit comercial SERION ELISA classic Dengue Virus IgM.

N° cODIGO Kit ELISA INDICE IgM GRUPO | CutOff Interpretacion
1 LIV16-0007 Virion-serion| 47.843 + * POSITIVO
2 LIV16-0013 Virion-serion 14.781 - * INDETERMINADO
3 LIV16-0014 Virion-serion | 583573.696 + * POSITIVO
4 LIV16-0015 Virion-serion| 181.93 + * POSITIVO
5 LIV16-0026 Virion-serion 182.327 + * POSITIVO
6 LIV16-0085 Virion-serion 13.865 - * INDETERMINADO
7 LIV16-0094 Virion-serion 15.838 - * POSITIVO
8 LIV16-0112 Virion-serion| 110.889 + * POSITIVO
9 LIV16-0135 Virion-serion| 134.579 + * POSITIVO
10 LIV16-0153 Virion-serion 157.204 + * POSITIVO
11 LIV16-0213 Virion-serion 51.767 + * POSITIVO
12 LIV16-0248 Virion-serion 139.097 + * POSITIVO
13 LIV16-0260 Virion-serion| 13.967 - * INDETERMINADO
14 LIV16-0289 Virion-serion 3.258 - * NEGATIVO
15 LIV16-0326 Virion-serion 35.881 + * POSITIVO
16 LIV16-0411 Virion-serion 16.59 - * POSITIVO
17 LIV16-0421 Virion-serion 0.372 - * NEGATIVO
18 LIV16-0431 Virion-serion 6.802 - * NEGATIVO
19 LIV16-0433 Virion-serion 3.69 - * NEGATIVO
20 LIV16-0434 Virion-serion| 4273.821 + * POSITIVO
21 LIV16-0440 Virion-serion 7.153 - * NEGATIVO
22 LIV16-0476 Virion-serion 3.45 - * NEGATIVO
23 LIV16-0478 Virion-serion| 98.564 + * POSITIVO
24 LIV16-0483 \Virion-serion 41.064 + * POSITIVO
25 LIV16-0491 Virion-serion| 22.083 - * POSITIVO
26 LIV16-0510 Virion-serion | 583573.696 + * POSITIVO
27 LIV16-0520 Virion-serion| 80.657 + * POSITIVO
28 LIV16-0524 Virion-serion| 40.149 - * POSITIVO
29 LIV16-0525 Virion-serion| 23.548 + * POSITIVO
30 LIV16-0535 Virion-serion| 173.807 + * POSITIVO
31 LIV16-0544 Virion-serion 39.318 - * POSITIVO
32 LIV16-0579 Virion-serion| 63.478 + * POSITIVO




33 LIV16-0630 Virion-serion| 290.161 + POSITIVO
34 LIV16-0771 Virion-serion 64.653 + POSITIVO
35 LIV16-1052 Virion-serion| 7068.484 + POSITIVO
36 LIV16-1075 Virion-serion| 274.683 + POSITIVO
37 LIV16-1076 Virion-serion| 1154.599 + POSITIVO
38 LIV16-1110 Virion-serion 86.268 - POSITIVO
39 LIV16-1279 Virion-serion| 172.867 - POSITIVO
40 LIV16-1504 Virion-serion 66.222 - POSITIVO
41 LIV17-0148 vijrion-serion| 8.706 - NEGATIVO
42 LIV17-0152  Virion-serion| 103.373 + POSITIVO
43 LIV17-0175 Virion-serion 16.968 - POSITIVO
44 1IV17-0200 Virion-serion 12.367 - INDETERMINADO
45 LIV17-0212  Virion-serion 23.522 - POSITIVO
46 LIV17-0227 Virion-serion 20.899 - POSITIVO
47 LIV17-0238 Virion-serion| 503.652 + POSITIVO
48 LIV17-0242 Virion-serion| 1074.875 + POSITIVO
49 LIV17-0252  Virion-serion| 177.28 + POSITIVO
50 LIV17-0279 Virion-serion 7.224 - NEGATIVO
51 LIV17-0291 Virion-serion| 179.87 + POSITIVO
52 LIV17-0292 Virion-serion | 780319.72 + POSITIVO
53 LIV17-0294 Virion-serion 70.178 + POSITIVO
54 LIV17-0297 Virion-serion| 60.211 - POSITIVO
55 LIV17-0319 Virion-serion| 350.132 + POSITIVO
56 LIV17-0408 Virion-serion| 88.742 - POSITIVO
57 LIV17-0412 Virion-serion 22.995 - POSITIVO
58 LIV17-0424 Virion-serion| 270.746 + POSITIVO
59 LIV17-0426 Virion-serion| 133.826 + POSITIVO
60 LIV17-0432 Virion-serion| 151.076 + POSITIVO
61 LIV17-0434 Virion-serion| 24.492 - POSITIVO
62 LIV17-0447 Virion-serion| 186.537 + POSITIVO
63 LIV17-0507 Virion-serion 0.001 - NEGATIVO
64 LIV17-0508 Virion-serion| 207.554 + POSITIVO
65 LIV17-0511 Virion-serion 3.186 - NEGATIVO
66 LIV17-0515 Virion-serion 4.624 - NEGATIVO
67 LIV17-0518 Virion-serion 3.786 - NEGATIVO
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68 LIV17-0519 Virion-serion| 780319.72 + POSITIVO
69 LIV17-0527 Virion-serion| 103.031 + POSITIVO
70 LIV17-0534 Virion-serion 5.223 - NEGATIVO
71 LIV17-0535 Virion-serion| 5177.022 + POSITIVO
72 LIV17-0536 Virion-serion 0.878 - NEGATIVO
73 LIV17-0553 Virion-serion 1.86 - NEGATIVO
74 LIV17-0554 Virion-serion 9.867 - NEGATIVO
75 LIV17-0557 Virion-serion 2.585 - NEGATIVO
76 LIV17-0558 Virion-serion 1.454 - NEGATIVO
77 LIV17-0560 Virion-serion| 244.292 + POSITIVO
78 LIV17-0569 Virion-serion 0.627 - NEGATIVO
79 LIV17-0572  Virion-serion 2.626 - NEGATIVO
80 LIV17-0583 Virion-serion 0.753 - NEGATIVO
81 LIV17-0584 Virion-serion 3.905 - NEGATIVO
82 LIV17-0586 Virion-serion 2.304 - NEGATIVO
83 LIV17-0588 Virion-serion| 159.877 + POSITIVO
84 LIV17-0628 Virion-serion 0.001 - NEGATIVO
85 LIV17-0644 Virion-serion| 60.299 + POSITIVO
86 LIV17-0675 Virion-serion 0.795 - NEGATIVO
87 LIV17-0683 Virion-serion 0.001 - NEGATIVO
88 LIV17-0699 Virion-serion| 200.005 + POSITIVO
89 LIV17-0700 Virion-serion| 780319.72 + POSITIVO
90 LIV17-0726 Virion-serion 0.92 - NEGATIVO
91 LIV17-0742 Virion-serion 2.626 - NEGATIVO
92 LIV17-0744  Virion-serion 3.426 - NEGATIVO
93 LIV17-0782 Virion-serion| 213.043 + POSITIVO
94 LIV17-0816 Virion-serion| 56.095 + POSITIVO
95 LIV17-0820 Virion-serion 590.3 + POSITIVO
96 LIV17-0824 Virion-serion| 2345.962 + POSITIVO
97 LIV17-0863 Virion-serion 99.543 + POSITIVO
98 LIV17-0864 Virion-serion| 311.109 + POSITIVO
99 LIV17-0908 Virion-serion| 67.624 + POSITIVO
100 LIV17-0915 Virion-serion| 125.631 + POSITIVO
101 LIV17-0940 Virion-serion| 56.855 + POSITIVO
102 LIV17-0941 Virion-serion 13.464 - INDETERMINADO
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103 LIV17-1000 Virion-serion| 44.851 POSITIVO
104 LIV17-1020 Virion-serion 23.418 POSITIVO
105 LIV17-1028 Virion-serion | 780319.72 POSITIVO
106 LIV17-1032 Virion-serion 62.329 POSITIVO
107 LIV17-1048 Virion-serion| 165.726 POSITIVO
108 LIV17-1112 Virion-serion| 32.264 POSITIVO
109 LIV17-1133 Virion-serion 18.145 POSITIVO
110 LIV17-1137 Virion-serion| 23.788 POSITIVO
111 LIV17-1153 Virion-serion 24.249 POSITIVO
112 LIV17-1207 Virion-serion 40.7 POSITIVO
113 LIV17-1208 Virion-serion 6.184 NEGATIVO
114 LIV17-1238 Virion-serion 6.762 NEGATIVO
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Anexo 7. Verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos positivos,
falsos negativos, sensibilidad y especificidad de los diferentes puntos de
corte obtenidos en el analisis de curva ROC del test diagnostico SERION

ELISA classic Dengue Virus IgM.

Analisis ROC:

1gM (U/ml) S LI (95%) LS (95%) E LI (95%) LS(95%) VP VN FP FN S+E
0.001 1.000 0.923 1.000 0.053 0.013 0.151 57 3 54 0 1.053
0.372 1.000 0.923 1.000 0.070 0.024 0.173 57 4 53 0 1.070
0.627 1.000 0.923 1.000 0.088 0.035 0.195 57 5 52 0 1.088
0.753 1.000 0.923 1.000 0.105 0.046 0216 57 6 51 0 1.105
0.795 1.000 0.923 1.000 0.123 0.059 0.237 57 7 50 0 1.123
0.878 1.000 0.923 1.000 0.140 0.071 0.257 57 8 49 0 1.140
0.920 1.000 0.923 1.000 0.158 0.084 0.277 57 9 48 0 1.158
1.454 1.000 0.923 1.000 0.175 0.097 0.296 57 10 47 0 1.175
1.860 1.000 0.923 1.000 0.193 0.110 0316 57 11 46 0 1.193
2.304 1.000 0.923 1.000 0.211 0.124 0.335 57 12 45 0 1.211
2.585 1.000 0.923 1.000 0.228 0.138 0.354 57 13 44 0 1.228
2.626 1.000 0.923 1.000 0.263 0.166 0391 57 15 42 0 1.263
3.186 1.000 0.923 1.000 0.281 0.181 0.410 57 16 41 0 1.281
3.258 1.000 0.923 1.000 0.298 0.195 0.428 57 17 40 0 1.298
3.426 1.000 0.923 1.000 0.316 0.210 0.446 57 18 39 0 1.316
3.450 1.000 0.923 1.000 0.333 0.225 0.463 57 19 38 0 1.333
3.690 1.000 0.923 1.000 0.351 0.240 0.481 57 20 37 0 1351
3.786 1.000 0.923 1.000 0.368 0.255 0499 57 21 36 0 1.368
3.905 1.000 0.923 1.000 0.386 0.271 0.516 57 22 35 0 1.386
4.624 1.000 0.923 1.000 0.404 0.286 0.533 57 23 34 0 1.404
5.223 1.000 0.923 1.000 0.421 0.302 0550 57 24 33 0 1421
6.184 1.000 0.923 1.000 0.439 0.318 0.567 57 25 32 0 1.439
6.762 1.000 0.923 1.000 0.456 0.334 0.584 57 26 31 0 1.456
6.802 1.000 0.923 1.000 0.474 0.350 0601 57 27 30 0 1474
7.153 1.000 0.923 1.000 0.491 0.366 0.617 57 28 29 0 1491
7.224 1.000 0.923 1.000 0.509 0.383 0.634 57 29 28 0 1.509
8.706 1.000 0.923 1.000 0.526 0.399 0.650 57 30 27 0 1.526
9.867 1.000 0.923 1.000 0.544 0.416 0666 57 31 26 0 1.544
12.367 1.000 0.923 1.000 0.561 0.433 0.682 57 32 25 0 1.561
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583573.696 0.070 0.024 0.173 1.000 0.923 1.000 4 57 0 53 1.070
780319.720 0.000 0.000 0.077 1.000 0.923 1.000 0 57 0 57 1.000
La prueba es positiva si IgM > al valor umbral

LS = Limite superior

LI = Limite inferior

S = Sensibilidad

E = Especificidad

VP = Verdaderos positivos

VN = Verdaderos negativos

FP = Falsos positivos

FN = Falsos negativos

IgM = Concentracion de Anticuerpos Dengue IgM
(*) = En amarillo: Punto de corte éptimo que determina la sensibilidad y especificidad conjunta
mas alta.



