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UTILIDAD DE SANGRE ALMACENADA EN PAPEL DE FILTRO PARA ESTUDIOS
SEROLOGICOS POR ELISA DE INHIBICION.

S. VAZQUEZ, R. FERNANDEZ & C. LLORENTE.

RESUMEN

Para evaluar la utilidad del método de recoleccion de muestras de sangre en papel de
filtro para la deteccién de anticuerpos anti-dengue mediante un ELISA de Inhibicién recien-
temente desarrollado en nuestro laboratorio, se realizd una toma simultinea de muestras de
sangre en papel de filtro y de sucro, de donantes de Banco de Sangre. Ambas muestras fueron
conservadas a -20°C y probadas a los 15 dias, 3 y 6 meses respectivamente. A las muestras
que resultaron positivos se les amplié el rango de dilucion para determinar titulo, Al realizar
la comparacién entre ambas muestras, sangre en papel de filtro y sucro, encontramos que no
existian diferencias de deteccién significativas, tanto para los casos positivos como los nega-
tivos. No obstante se observé en ambas muestras y de forma general una disminucién del
titulo de anticuerpos (una dilucion) al transcurrir el tiempo mdaximo establecido en nuestro

estudio (6 meses).

UNITERMOS: Papel de Filtro; ELISA de Inhibicién.

INTRODUCCION

La toma de muestras de sangre total cn papel de
filtro ha sido utilizada con éxito para estudios
seroldgicos en virologia*® y en parasitologia®,

Esta forma de recoleccion es adecuada para
pesquisajes masivos 'y otros estudios
scrocpidemioldgicos, por las ventajas que reporta el
método entre las que podemos sciialar la facilidad
para la toma de muestra, especialmente a nifios pe-
quefios y otras personas en las cuales resulta dificil
obtener sangre venosa; las mucstras son ficiles de
transportar, de almacenar y ocupan poco ¢spacio, no
existiendo la posibilidad de roturas y derrames.

Una de las desventajas que se ha scialado a este
sistena es la dificultad de estimar cual es la dilucién
del eluato obtenido de las muestras almacenadas en
papel de filtro equivalente a la dilucién de trabajo
del suero, ademds del deterioro que sufren las
inmunoglobulinas almacenadas por largo tiempo en
papel de filtro. Sin embargo, a pesar de cstas limita-

cioncs sc considera que este método presenta gran-
des ventajas con respecto a otros para fines
serocpidemioldgicos.

El presente cstudio persigue investigar la utili-
dad de este método de recoleccion de muestras para
la deteccidn de anticuerpos anti-dengue mediante un
ELISA de Inhibicién recientemente desarrollado en
el laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Sc rccolectaron muestras de sangre
total en papel de filtro (Blood sampling paper
Nobuto’s tipo 1) y mucstras de suero a un grupo de
135 donantes de sangre scleccionadas opinaticamen-
te en ¢l Banco de Sangre del Hospital “Hermanos
Ameijeiras”, de la Ciudad de la Habana. Por cada
donante se tomaron 3 papeles de filtro, los cuales se
dcjaron sccar a temperatura ambiente y fueron guar-
dados en sobres de nylon a -20°C. Los sucros fucron
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separados en 3 alicuotas, conservindose a igual tem-
peratura hasta su utilizacién. El dia anterior a la rea-
lizacién del ELISA los papeles de filtro a utilizar
fueron puestos en elucién con buffer fosfato salina
(PBS) pH 7.4 (0,4 m! por muestra correspondiente a
una dilucién de 1/10) y dejados durante toda 1a no-
che a 4°C. Los sueros fucron utilizados tambien a la
misma dilucién.

Procesamiento de las muestras: El estudio s¢
realizé en 3 cortes para comparar los resultados en
dependencia de la conservacién de las muestras en
diferentes perfodos. Acorde con esto el ler corte s¢
realizo a los 15 dias, el 2do a los 3 meses y el 3ro a
los 6 meses de colectada la mucstra.

ELISA: Se utiliz6 un método de ELISA de In-
hibicién recientemente desarrollado en el Dcparta-
mento de Virologfa del IPK?, el cual s¢ describe de
mancra resumida:

Se fijaron a la placa de poliestireno (M 29 AR,
Dynatech) Igs humanas anti-dengue a una concen-
tracién de 1 ug/ml en buffer carbonato-bicarbonato;
al siguicnte dia se realizé un bloqueo con Albumina
Sérica Bovina (ASB) al 1% y seguidamente se afia-
di6 el antigeno del virus dengue 2 diluido 1/40 en
PBS-T,, el cual se prepard a partir de una suspension
de cerebro de ratén lactante infectado con el virus.
Posteriormente se adicionaron los sueros y eluatos
correspondientes para una dilucién de 1/10 en PBS,
despues se agregd el conjugado peroxidasa-Ig huma-
nas anti-dengue obtenido en el laboratorio por el mé-
todo del peryodato y trabajado a una dilucién de 1/
1500 en PBS-T, -Suero de ternera al 10%, por 1lti-
mo el sustrato compuesto por 10 mg de
Ortofenilendiamina, 10 ul de peréxido y 25 ml de
buffer fosfato-citrato, deteniendose la reaccién a los
30 minutos con 4cido sulfurico al 2,5%. La lectura
se rcalizd en un lector MicroElisa (Multiskan, Flow).
Se calcularon los % de inhibicién para cada muestra,
considerando positivas aquellas que presentaran va-
lores mayores o iguales al 50% de Inhibicién. Estas
fueron tituladas posteriormente para poder efectuar
las comparaciones de titulo de anticuerpos entre los
métodos de recoleccién y en los diferentes cortes
durante el estudio.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos para el total de sueros
y sangre en papel de filtro de los 135 donantes se
muestran en la tabla 1, donde se puede observar una
alta coincidencia (99,2 - 98,5 %) de resultados posi-
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tivos y negativos por ambos métodos tanto a los 15
dias como a los 3 y 6 meses, s6lamente 1 caso a los
15 dias y 2 casos a los 3 y 6 meses no pudieron ser
detectados como positivos en el suero y si en el
papel de filtro. Estas muestras no coincidentes pu-
dicra ser debido a falsos positivos por el papel de
filtro o falsos negativos por el suero ya que se en-
contraban muy cercanos los % al criterio establecido
por ELISA (mayor o igual al 50%). Cuando se anali-
zaron los titulos de anticuerpos obtenidos por ambos
métodos (labla 2), se encontré que no habia diferen-
cias significativas entre los resultados a los 15 dias y
3 meses para ung p>0,05, sin embargo a los 6 meses
si se encontré diferencia significativa (p<0,05). Al
calcular la media geométrica de los titulos para am-
bos métodos tanto a los 15 dias como a los 3 meses
fue de 40, no siendo asi a los 6 meses la cual fue de
20, lo que demuestra una disminucién del titulo de
anticuerpos en al menos una dilucién.

DISCUSION

En un trabajo rcalizado para la normalizacién
del uso del papel de filtro en la serologia de dengue?
mediante la técnica de inhibicién de la
hemaglutinacién no se encontrd diferencia significa-
tiva entre los dos tipos de mucstras. En nuestro estu-
dio encontramos resultados similares al obtener una
alta coincidencia entre ambos métodos.

En un estudio realizado® con muestras en papel
de filtro para la deteccién de anticuerpos anti-
Toxoplasma y utilizando otras pruebas inmunoldgi-
cas se encontré que la concentracién de 1gG no su-
fria variaciones en un periodo de 3 meses. En otro
estudio realizado con papel de filtro para la
deteccidn de anticuerpos anti VIH mediante 1a técni-
ca de ELISA’® se encontraron valores mds bajos de
densidad 6ptica a los 3 meses de almacenamiento
(4°C) con relacion a los inicialmente obtenidos, lo
cual pudiera haber estado determinado por 1a tempe-
ratura de conservacion. Por otra parte! en un trabajo
realizado en la deteccién de anticuerpos contra el
virus Aujeszky se demostré que la actividad de
anticuerpo puede ser detectada en papel de filtro por
1 afio y almacenados a 4°C.

Los resultados obtenidos en este estudio de-
muestran que pueden utilizarse muestras de sangue
en papel de filtro para la deteccién de anticuerpos
anti-dengue mediante el ELISA de Inhibicién, en-
contrandose equivalencia entre ambos métodos de
recoleccion cuando fueron analizados los resultados
como numero de positivos y negativos, asi como con
respecto a los titulos de anticuerpos obtenidos. Las
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TABLA 1
Resultados obtenidos en los diferentes tiempos de
almacenamiento.

Sueros*

15 dias 3 meses 6 meses

+ - + - + -
Papel* | + 108 1 106 2 97 2
Filtro | - 0 26 0 27 0 36

%
Coincidencia 99,2 98,5 98,5
* dilucién inicial 1/10.
TABLA 2

Titulos obtenidos en los dos tipos de muestra a los
diferentes ticmpos.

15 dias

3 meses 6 meses

Titulo PF* S** PF S PF S

<10 26 27 27 29 36 38
10 8 7 10 8 22 33

80 18 21 18 21 12 9
160 16 15 13 15 9 10
320 10 10 9 7 3 3
640 1 1 2 1 2 2
1280 1 1 0 1 0 0
* Papel de filtro.
** Suero.

muestras pueden ser conservadas 3 meses sin afecta-
cidn de los titulos y hasta 6 meses con una posible
disminucién en el titulo de un 50% (una dilucién) en
ambos métodos de recoleccion.

La utilidad que reporta la toma de muestra de
sangre en papel de filtro y la aplicacion de una técni-
ca con facilidad y rapidez de ejecucion hacen que se
combinen dos aspectos de importancia para estudios
serolGgicos en virologia.

SUMMARY

Use of filter paper strips on an ELISA
Inhibition Test for serologic studies on dengue.

To evaluate the uscfullness of the collecting
method of blood samples in filter paper strips for
anti-dengue antibody detection using an ELISA In-
hibition test which has been recently developed in
our laboratory, blood samples collected on filter pa-
per strips and scrum samples were obtained from the

same blood donors.

Both samples were kept at -20°C and tested at
15 days, 3 and 6 months. Titers were determined in
positive samples. Comparing the results, no signifi-
cant differences were found between serum samples
and blood samples collected in filter paper strips in
relation to the number of negative and positive cases.
Nevertheless, it was observed in both types of
samples a decrease of the antibody titers (one dilu-
tion) in the longest period of our study (6 months).
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