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Normalización de la técnica de reducción de placas
para diferenciar una infección por dengue de una infección
por fiebre amarilla
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                RESUMEN

Se normalizó la técnica de neutralización por reducción de placas para diferenciar una infección por dengue de una infecr
fiebre amarilla. Para ello se utilizaron muestras de suero de donantes cubanos en los que el antecedente previo de vac
no con fiebre amarilla era conocido y de pacientes costarricenses con un cuadro clínico de dengue sin antecedentes de vn
con fiebre amarilla. El día óptimo de coloración de las placas fue el 5 y la menor dilución de suero capaz de diferenciar e una
infección por dengue de una por fiebre amarilla fue de 1/5. Dada la elevada especificidad de la técnica normalizada, s
realizar estudios de factores de riesgo de dengue hemorrágico en individuos vacunados por fiebre amarilla, tema de gran dad
e importancia.

Descriptores DeCS: TESTS DE NEUTRALIZACIÓN/normas; DENGUE/diagnóstico; FIEBRE AMARILLA/diagnóstico.
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La fiebre amarilla (FA) se ha mantenido como 
problema importante de salud en las áreas selvátic
rurales de las Américas y en África. Las epidemias 
involucrado a cientos de miles de casos en las últi
décadas a pesar de existir una campaña masiv
inmunización en la que se emplea la vacuna de virus v
atenuado de la cepa 17D.1,2

Se conocen 2 formas epidemiológicas principale
FA urbana que se transmite de persona a persona a 
de la picadura del mosquito Aedes aegypti, y la FA
selvática que se encuentra generalmente en los mo
 y

s
e
-

és

 y

se transmite de mono a mono a través de la picadu
mosquitos del género Haemagogus en América y de la
especie Aedes africanus en África.

El diagnóstico específico de esta entidad depe
de estudios histopatológicos, del aislamiento del vi
de la demostración del antígeno viral y de la respu
específica de anticuerpos.

No se conoce si la vacunación por fiebre ama
(FA) sería capaz de proteger frente a una infección
dengue o de lo contrario actuar sensibilizando fren
una infección por este agente. Además, existen p
itular.
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estudios al respecto, principalmente porque las á
endémicas de ambas enfermedades no coincidían. C
aumento de los casos de dengue y de fiebre hemorr
del dengue (FHD) en nuestra región esta situació
cambiado y existen áreas endémicas de dengue don
vacunación por FA es frecuente debido a la existenc
FA selvática.

Teniendo en cuenta lo anterior se hace neces
desarrollar estudios que permitan determinar 
consecuencias positivas (protección) o negati
(inmunoamplificación) de la vacunación con FA 
relación con el dengue.3-5 Para esto es indispensab
contar con ensayos suficientemente específicos 
permitan determinar la presencia de anticuer
neutralizantes al virus de la FA.

En este trabajo se presenta la normalización d
técnica de neutralización por reducción de placas pa
FA y se determina, frente a un grupo de sueros hum
de reactividad diferente para dengue y FA, la me
dilución del suero capaz de diferenciar entre una infec
por dengue y una infección por FA.

MÉTODOS

CULTIVOS CELULARES

Células de línea de riñón de mono verde africa
Vero, utilizadas para el crecimiento del virus. Las células
Vero (ATCC) fueron crecidas en medio 199 con 10 %
suero fetal bovino inactivado (SFBI) a 56 °C dura
30 min a una razón de pase semanal de 1/8 e incuba
37 °C. El medio de mantenimiento de dichas célu
consistió en el medio de crecimiento pero suplemen
con SFBI al 2 %.

Células de línea BHK-21 clono 15 (riñón d
hámster)utilizadas en la titulación viral. Las células
BHK-21 clono 15, gentilmente donadas por el profe
S.B.Halstead, de la Fundación Rockefeller, fuero
mantenidas a 37 °C en frascos plásticos de 75 cm2 con
medio MEM con aminoácidos no esenciales y 10 %
SFBI a una razón de pase semanal de 1/8. El med
mantenimiento de dichas células consistió en el med
crecimiento pero suplementado con SFBI al 2 %.

VIRUS

La cepa vacunal 17D de FA, gentilmente donada
la doctora Evelia Quiroz del Centro Conmemorativ
Gorgas de Panamá, y con 2 pases en células Ver
pasada en el mismo sustrato celular. En células V
crecidas en frascos plásticos de 25 cm2 con monocapa
s
 el
ca
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confluente fueron inoculados 500 µL del virus. Desp
de 1 h de incubación  a  37 °C se añadió el med
mantenimiento (199 con 2 % de SFBI) y se incubó dur
4 a 6 d a 37 °C. La cosecha viral se realizó cuando el e
citopático (ECP) fue máximo. Una vez realizada la cos
viral, el virus se alicuotó y conservó a -85 °C para
titulación posterior y utilización en las pruebas
neutralización por reducción de placas.

MUESTRAS DE SUERO

Se estudió un total de 20 sueros, 8 procedent
donantes cubanos sanos, en los que el antece
previo de vacunación o no con la vacuna 17D
conocido, y 12 procedentes de pacientes costarric
clínicamente sospechosos de dengue sin anteced
de vacunación por FA.

TITULACIÓN VIRAL

Para la titulación viral se siguió el método desc
por Morens y otros.6 De forma breve, a partir de cultiv
de células BHK-21 clono 15 con 7 d de siembra se pre
una suspensión de 2x105 células/mL en el medio d
crecimiento de éstas. Para la titulación viral se semb
500 µL de la suspensión celular por pocillo, en pla
plásticas de poliestireno de 24 pocillos. Después d
de incubación a temperatura ambiente, se inocul
50 µL (por triplicado) de las diluciones en base 10
virus. El medio de mantenimiento de las célu
consistente en 3 % de carboximetilcelulosa viscos
media en medio MEM con 10 % SFBI, se añadió a ra
de 500 µL/pocillo después de 4h de incubación a 37 °C
incubadora de CO

2
 al 5 %. Las placas plásticas fuer

incubadas en las mismas condiciones durante 5 
coloración de las células con una solución de naftol b
black y ácido acético y el conteo de las placas viral
realizó al quinto día posinoculación.

ESTUDIOS  SEROLÓGICOS

Prueba de inhibición de la hemaglutinación (IH
A cada muestra de suero se le determinó la presen
anticuerpos inhibidores de la hemaglutinación (IH) al v
dengue 2 utilizando un antígeno preparado en cereb
ratón lactante y extraído mediante el método de sac
acetona según describen Clarke y Casals,7 adaptado par
microtécnica. Todo suero que presentaba título
anticuerpos mayores o iguales que 1/20 se cons
como positivo de anticuerpos a dengue. Las muestr
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pacientes que presentaron títulos de anticue
IH  ≥ 1/1 280 se clasificaron como portadores de 
infección secundaria según el criterio establecido e
guías para la prevención y control del dengue en
Américas.8

Prueba de neutralización por reducción d
placas (PNRP). Se utilizó el método descrito por More
y otros.6 Se realizaron diluciones al doble de cada mue
de suero desde 1/2,5 a 1/80 en medio MEM con S
al  2  %. Un volumen de 100 µL de cada suero fue incu
a 37 °C durante 1 h con 100 µL de la dilución de trabaj
virus calculado para dar 10-20 ufp/50 µL en el volum
final de la mezcla virus-suero. Después de la incuba
fueron inoculados por triplicado 50 µL de la mezcla vir
suero sobre células BHK21 previamente sembrada
placas de poliestireno de 24 pocillos en forma simil
como se describió para la titulación viral. Los pa
siguiente fueron similares a los antes descritos. Para
suero, se calculó la media del número de placas 
porcentaje de reducción en relación con el virus con
Toda muestra con un porcentaje  de  reducción  del nú
de placas mayor o igual que 50 % se consideró pos
de anticuerpos.

Elisa de captura de IgM. En los sueros de pacient
clínicamente sospechosos de dengue se determi
presencia de anticuerpos IgM a los 4 serotipos de de
mediante un ELISA de captura9 con el objetivo de
confirmar la infección reciente por estos agentes.

RESULTADOS

Para cumplimentar los objetivos propuestos, 
cialmente, crecimos la cepa vacunal 17D de la FA
cultivos de células Vero, y observamos la aparición
efecto citopático característico (redondeamiento ce
y desprendimiento) al sexto día posinoculación. Pa
titulación viral por placas se aplicó el método desc
por Morens y otros6 para los virus del dengue, y 
obtuvieron títulos infectivos de 2,8x105 ufp/mL. El
momento de coloración de las placas se determ
mediante la tinción de las células a intervalos diferen
se determinó que el quinto día era el óptimo.

Para el montaje de la técnica de neutralización
reducción de placas primero se utilizaron sueros hum
diluidos desde 1/10 hasta 1/80, lo que permitió recon
títulos variables de anticuerpos principalme
dependientes del tiempo de vacunación. Desp
considerando que un gran número de individ
vacunados pueden tener niveles bajos de anticuer
FA decidimos utilizar diluciones 1/2,5 y 1/5 siguiendo
recomendaciones de Poland y otros, quienes utiliza
diluciones de 1/2 y 1/4.10
s
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En la tabla 1 se presentan los resultados obten
en un grupo de sueros de individuos cubanos 
antecedentes o no de vacunación por FA y de inmun
conocida a dengue, y en la tabla 2 se presentan los tí
de anticuerpos neutralizantes a la cepa 17D de la F
sueros de pacientes clínicamente sospechosos de de
sin antecedentes de vacunación por FA. Los su
fueron estudiados a las diluciones 1/2,5; 1/5 y 1/10. Co
puede observarse, 7 casos presentaban niveles ba
anticuerpos a dengue que oscilaron entre 1/20 a 
y 5 eran portadores de una infección de tipo secund
dado por los niveles de anticuerpos a dengue mayo
iguales que 1/10 240. Algunos sueros mostra
entrecruzamiento antigénico con la FA a dilucion
de 1/2,5;  pero a diluciones de 1/5 en ninguno se det
la presencia de anticuerpos neutralizantes (Nt) a FA.

TABLA 1 . Determinación de la presencia de anticuerp
neutralizantes a la cepa 17D de la FA en sueros humano
individuos sanos, inmunes y no inmunes a dengue y FA

        Vacunación FA  Anticuerpos IH  Anticuerpos  Anticuerpo
No.          (año)             Dengue 2        IgG/ELISA      Nt  a FA
                                                             Dengue 2

1 <1/20 NR <1/10
2 <1/20 <1/20 <1/10
3 1/20 20 <1/10
4 1990 NR 20 1/40
5 1983 <1/20 <1/20 1/10
6 1983 1/160 1/160 <1/10
7 1983 1/160 1/160 <1/10
8 1986 1/40 1/40 1/20

NR: No realizado.

TABLA 2.  Determinación de la presencia de anticuerp
neutralizantes a la cepa 17D de la FA en sueros de pacie
clínicamente sospechosos de dengue sin antecedentes de vacu
por FA

                                     Título de            Tipo de        Título d
           Anticuerpos      anticuerpos        infección     anticuer
No.     IgM a dengue   IH  (dengue 2)    por dengue     Nt a F

  1 + ≥1/10 240 Sec. <1/5
  2 + 1/40 Prim. <1/5
  3 + 1/40 Prim. <1/5
  4 + 1/40 Prim. <1/5
  5 + ≥1/10 240 Sec. <1/5
  6 + ≥1/10 240 Sec. <1/5
  7 + ≥1/10 240 Sec. <1/5
  8 + 1/20 Prim. <1/5
  9 + 1/80 Prim. <1/5
10 + 1/40 Prim. <1/5
11 + ≥1/10 240 Sec. <1/5
12 + 1/80 Prim. <1/5

Prim.: primaria Sec.: secundaria.
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DISCUSIÓN

La FA y el dengue son Flavivirus estrechame
relacionados, que comparten en su envoltura antíg
comunes de grupo capaces de inducir la producció
anticuerpos de reactividad cruzada detectables med
diferentes técnicas serológicas como la IH y los ens
inmunoenzimáticos.11-13 Esta estrecha relación ha hec
sugerir a los investigadores que la inmunidad natu
adquirida mediante vacunas para la FA podría tener a
efecto sobre la enfermedad del dengue. Aún más, 
planteado si una vacuna para el dengue pudiera 
algún efecto sobre la infección por FA o algún o
Flavivirus relacionado como la encefalitis japonesa (EJ5,14

Tres posibles efectos podrían observarse en el pr
caso: 1) incremento del riesgo de desarrollo de la F
debido a la producción del fenómeno de inm
noamplificación dependiente de anticuerpos, 2) ef
protector y 3) no producirían alguna incidencia sobr
enfermedad.

Estudios en voluntarios realizados por Sabin parecen
sugerir que la presencia de anticuerpos antiFA no re
en protección cruzada para el dengue.15 En su lugar, la
inmunidad a FA parece aumentar la respuesta inmu
cepas atenuadas de dengue. En este sentido, Scott y
otros, en 1983, demostraron un aumento en la magnit
duración de los anticuerpos específicos a dengue e
grupo de voluntarios inmunes a FA frente a otro gr
no inmune.15 Estos resultados indican aparentemente,
los anticuerpos antiFA "amplificaron" la infectividad 
la cepa vacunal PR159/S1 del virus dengue 2 utilizad
el estudio, pudiendo esperarse que la presenci
anticuerpos de reactividad cruzada no neutralizantes
dengue pudieran resultar en infecciones más agresi16

No obstante lo anterior, hasta el momento no se
atribuido ningún caso de FHD a una secuencia
infección de un Flavivirus no dengue-dengue,5 además,
las infecciones por dengue en el personal mil
norteamericano radicado en Viet Nam fueron muy liger17

y sueros de individuos inmunes a otro Flavivirus, el 
produce la EJ, han fallado para amplificar la infección
dengue 2 en líneas celulares de macrófagos.18

Las regiones endémicas de FA están restringid
áreas tropicales de Suramérica y África, mientras la
FHD se localizan en el Sudeste Asiático, el Carib
Centroamérica.1,8 Hasta finales de los años 80 las zo
endémicas de FA y FHD habían sido diferentes, lo 
explica el por qué este problema ha sido tan p
estudiado. Con el desarrollo de epidemias de FHD
Venezuela, Brasil y Colombia, y de FD en Perú y Boli
estas regiones se superponen por primera vez, por l
surge la disyuntiva de evaluar las ventajas y potenc
s
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desventajas de la vacunación con FA a la pobla
general de estos países como un problema real. E
algunas evidencias de una relación directa en el nú
de casos de FHD asociados con una historia prev
vacunación por FA en la región de Bucaramanga, Colo
(Villar LA. Comunicación personal).

Para realizar cualquier estudio al respecto se 
necesario contar con una técnica serológica 
suficiente especificidad que permita determina
presencia de anticuerpos a FA aun en individuos
han sufrido una o varias infecciones por dengue. P
motivo nos propusimos normalizar la técnica
neutralización por reducción de placas para determin
presencia de anticuerpos a este agente. Varios es
han demostrado que después de 30 años posvacu
con la cepa 17D de la FA, los anticuerpos neutraliza
están presentes aunque en títulos bajos, por lo
decidimos estudiar también un grupo de suero
individuos con antecedentes conocidos de vacuna
o no por FA y de la presencia de anticuerpos a den
determinar la menor dilución de suero capaz de discrim
la presencia de los anticuerpos antiFA.

En los sueros de individuos cubanos se p
observar 2 casos sin anticuerpos a dengue ni antece
de vacunación en los que no se detectó la presen
anticuerpos Nt a FA en títulos de 1/10. Un caso
antecedentes de vacunación y con anticuerpos a d
no presentó anticuerpos Nt a FA como era de espera
caso sin anticuerpos a dengue pero con anteceden
vacunación demostró la presencia de anticuerpos
FA en títulos de 1/10. De los restantes casos
mostraban anticuerpos a dengue y antecedent
vacunación por FA, 2 mostraron títulos de anticue
antiFA de 1/20 y 1/40. En 2 sueros no se detect
anticuerpos antiFA, lo que podría deberse a que el 
fuera menor que la dilución de suero estudiada. Un
ellos probado posteriormente mostró títulos
anticuerpos de 1/5.

Para estudiar el posible entrecruzamiento antigé
de los anticuerpos a dengue frente al virus de la
estudiamos 12 sueros de pacientes de dengue con 
variables de anticuerpos a éste sin historia previ
vacunación con FA y procedentes de un área geog
donde este agente no circula (Costa Rica). A la dilu
1/5 del suero no se observó entrecruzamiento antig
entre ambos agentes. Estos resultados sugieren 
dilución 1/5 es óptima, ya que se mantiene la especific
de los anticuerpos y permite discriminar la respues
anticuerpos específica frente a cada agente.

Los resultados obtenidos nos permiten contar
una técnica útil y de gran especificidad para la realiza
de estudios serológicos que permitan dilucida
problemática planteada anteriormente.
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SUMMARY

The plaque reduction neutralization assay was standardiz
differentiate an infection caused by dengue from another infe
produced by yellow fever. Serum samples from Cuban donors
used to this end. Information on previous vaccination aga
yellow fever was available. Samples from Costa Rican pat
with a clinical picture of dengue and with no antecedent
vaccination against yellow fever were also utilized. The opt
plaque staining day was the fifth day and the smallest serum di
capable of differentiating an infection resulting from dengue f
another infection caused by yellow fever was of 1/5. Accordin
the high specificity of the standardized technique, risk fa
studies of dengue hemorrhagic fever could be made am
individuals vaccinated against yellow fever, which is a presen
important topic.

Subject headings: NEUTRALIZATION TESTS/standards
DENGUE/diagnosis;  YELLOW FEVER/diagnosis.
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