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RESUMEN

Se normaliz6 la técnica de neutralizacion por reduccion de placas para diferenciar una infeccion por dengue de una imfeccion po
fiebre amarilla. Para ello se utilizaron muestras de suero de donantes cubanos en los que el antecedente previo de vacunacion o
no con fiebre amarilla era conocido y de pacientes costarricenses con un cuadro clinico de dengue sin antecedentesme vacunacio
con fiebre amarilla. El dia 6ptimo de coloracion de las placas fue el 5y la menor dilucién de suero capaz de diferenciar entre
infeccion por dengue de una por fiebre amarilla fue de 1/5. Dada la elevada especificidad de la técnica normalizada, se podran
realizar estudios de factores de riesgo de dengue hemorragico en individuos vacunados por fiebre amarilla, tema dedgthn actuali

e importancia.

Descriptores DeCS:TESTS DE NEUTRALIZACION/normas; DENGUE/diagnéstico; FIEBRE AMARILLA/diagnéstico.

La fiebre amarilla (FA) se ha mantenido como un se transmite de mono a mono a través de la picadura de
problema importante de salud en las areas selvéticas ynosquitos del génerdaemagogugn América y de la
rurales de las Américas y en Africa. Las epidemias hanespecieAedes africanusn Africa.
involucrado a cientos de miles de casos en las dltimas  El diagnéstico especifico de esta entidad depende
décadas a pesar de existir una campafia masiva dee estudios histopatolégicos, del aislamiento del virus,
inmunizacion en la que se emplea la vacuna de virus vivode la demostracién del antigeno viral y de la respuesta
atenuado de la cepa 17D. especifica de anticuerpos.

Se conocen 2 formas epidemioldgicas principales, la No se conoce si la vacunacién por fiebre amarilla
FA urbana que se transmite de persona a persona a travéBA) seria capaz de proteger frente a una infeccioén por
de la picadura del mosquitdedes aegyptiy la FA dengue o de lo contrario actuar sensibilizando frente a
selvatica que se encuentra generalmente en los monosyna infeccién por este agente. Ademas, existen pocos
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estudios al respecto, principalmente porque las areasonfluente fueron inoculados 500 uL del virus. Después

endémicas de ambas enfermedades no coincidian. Con ele 1 h de incubacion a 37 °C se afiadio el medio de

aumento de los casos de dengue y de fiebre hemorragicamantenimiento (199 con 2 % de SFBI) y se incub6 durante

del dengue (FHD) en nuestra region esta situacion hat a6 d a 37 °C. La cosecha viral se realiz6 cuando el efecto

cambiado y existen areas endémicas de dengue donde katopatico (ECP) fue maximo. Una vez realizada la cosecha

vacunacion por FA es frecuente debido a la existencia deviral, el virus se alicuotd y conservé a -85 °C para su

FA selvética. titulacion posterior y utilizacién en las pruebas de
Teniendo en cuenta lo anterior se hace necesarimeutralizacion por reduccion de placas.

desarrollar estudios que permitan determinar las

consecuencias positivas (proteccién) o negativas

(inmunoamplificacion) de la vacunacién con FA en MUESTRAS DE SUERO

relacion con el dengué. Para esto es indispensable

contar con ensayos suficientemente especificos que  Se estudié un total de 20 sueros, 8 procedentes de

permitan determinar la presencia de anticuerposdonantes cubanos sanos, en los que el antecedente

neutralizantes al virus de la FA. previo de vacunaciéon o no con la vacuna 17D era
En este trabajo se presenta la normalizacion de laconocido, y 12 procedentes de pacientes costarricenses

técnica de neutralizacion por reduccion de placas para lg|inicamente sospechosos de dengue sin antecedentes

FA'y se determina, frente a un grupo de sueros humanoge vacunacion por FA.

de reactividad diferente para dengue y FA, la menor

dilucién del suero capaz de diferenciar entre una infeccion

por dengue y una infeccion por FA. TITULACION VIRAL
| Para la titulacion viral se siguio el método descrito
METODOS por Morens y otro8 De forma breve, a partir de cultivos
de células BHK-21 clono 15 con 7 d de siembra se prepard
CULTIVOS CELULARES una suspension de 2»¥16élulas/mL en el medio de

crecimiento de éstas. Para la titulacion viral se sembraron
Células de linea de rifidbn de mono verde africano, 500 pL de la suspension celular por pocillo, en placas
Vero, utilizadas para el crecimiento del virlsis células plasticas de poliestireno de 24 pocillos. Después de 1h
Vero (ATCC) fueron crecidas en medio 199 con 10 % dede incubacién a temperatura ambiente, se inocularon
suero fetal bovino inactivado (SFBI) a 56 °C durante 50 pL (por triplicado) de las diluciones en base 10 del
30 min a una razon de pase semanal de 1/8 e incubadasgrus. El medio de mantenimiento de las células,
37 °C. El medio de mantenimiento de dichas célulasconsistente en 3 % de carboximetilcelulosa viscosidad
consistié en el medio de crecimiento pero suplementadomedia en medio MEM con 10 % SFBI, se afiadid a razén
con SFBIl al 2 %. de 50QuL/pocillo después de 4h de incubacion a 37 °C en
Células de linea BHK-21 clono 15 (rifion de incubadora de CQal 5 %. Las placas plasticas fueron
hamster)utilizadas en la titulacion viraLas células incubadas en las mismas condiciones durante 5 d. La
BHK-21 clono 15, gentiimente donadas por el profesor coloracién de las células con una solucién de naftol blue-
S.B.Halstead de la Fundacion Rockefeller, fueron plack y 4cido acético y el conteo de las placas virales se
mantenidas a 37 °C en frascos plasticos de 7com realizo al quinto dia posinoculacion.
medio MEM con aminoacidos no esenciales y 10 % de
SFBI a una razon de pase semanal de 1/8. El medio de
mantenimiento de dichas células consistio en el medio d&ESTUDIOS SEROLOGICOS
crecimiento pero suplementado con SFBI al 2 %.
Prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IH).
A cada muestra de suero se le determiné la presencia de
VIRUS anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion (IH) al virus
dengue 2 utilizando un antigeno preparado en cerebro de
La cepa vacunal 17D de FA, gentilmente donada porraton lactante y extraido mediante el método de sacarosa
la doctoraEvelia Quirozdel Centro Conmemorativo acetona segun descrilielarke y Casal$,adaptado para
Gorgas de Panam4, y con 2 pases en células Vero fumicrotécnica. Todo suero que presentaba titulos de
pasada en el mismo sustrato celular. En células Vercanticuerpos mayores o iguales que 1/20 se considerd
crecidas en frascos plasticos de 25 con monocapa  como positivo de anticuerpos a dengue. Las muestras de
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pacientes que presentaron titulos de anticuerpos En latabla 1 se presentan los resultados obtenidos
IH = 1/1 280 se clasificaron como portadores de unaen un grupo de sueros de individuos cubanos con
infeccion secundaria segun el criterio establecido en lasantecedentes o no de vacunacién por FA y de inmunidad
guias para la prevencion y control del dengue en lasconocida a dengue, y en la tabla 2 se presentan los titulos
Américas® de anticuerpos neutralizantes a la cepa 17D de la FA en
Prueba de neutralizacién por reduccion de sueros de pacientes clinicamente sospechosos de dengue
placas (PNRP)Se utilizo el método descrito por Morens sin antecedentes de vacunaciéon por FA. Los sueros
y otros® Se realizaron diluciones al doble de cada muestrafueron estudiados a las diluciones 1/2,5; 1/5y 1/10. Como
de suero desde 1/2,5 a 1/80 en medio MEM con SFBlpuede observarse, 7 casos presentaban niveles bajos de
al 2 %. Un volumen de 100 pL de cada suero fue incubad@nticuerpos a dengue que oscilaron entre 1/20 a 1/40
a 37 °C durante 1 h con 100 uL de la dilucion de trabajo dely 5 eran portadores de una infeccién de tipo secundaria
virus calculado para dar 10-20 ufp/50 pL en el volumen dado por los niveles de anticuerpos a dengue mayores o
final de la mezcla virus-suero. DeSpUéS de Iaincubaciénjgua|es que 1/10 240. A|gunos sueros mostraron
fueron inoculados por triplicado 50 pL de la mezcla virus- entrecruzamiento antigénico con la FA a diluciones
suero sobre células BHK21 previamente sembradas eje 1/2,5; pero a diluciones de 1/5 en ninguno se detect6

placas de poliestireno de 24 pocillos en forma similar aj5 presencia de anticuerpos neutralizantes (Nt) a FA.
como se describié para la titulacion viral. Los pasos

siguiente fueron similares a los antes descritos. Para cada
suero, se calculé la media del niUmero de placas y s N . .

. ., ., .p y l'lfABLA 1. Determinacion de la presencia de anticuerpos
porcentaje de reduccion en relacion con el virus control., . i alizantes a la cepa 17D de la FA en sueros humanos de
Toda muestra con un porcentaje de reduccion del nimerdividuos sanos, inmunes y no inmunes a dengue y FA
de placas mayor o igual que 50 % se consideré positiva

de anticuerpos. Vacunacion FA Anticuerpos IH Anticuerpos Anticuerpos
Elisa de captura de IgMEN los sueros de pacientes \° (afio) Dengue 2 'gg‘éﬁ'éﬁ’“z Nt a FA
clinicamente sospechosos de dengue se determind la
presencia de anticuerpos IgM a los 4 serotipos de dengue <1/20 NR <1/10
mediante un ELISA de captdraon el objetivo de 2 <1/20 <1/20 <1/10
: ; P4 : 3 1/20 20 <1/10
confirmar la infeccién reciente por estos agentes. 1 1990 NR 20 1/40
5 1983 <1/20 <1/20 1/10
6 1983 1/160 1/160 <1/10
RESULTADOS 7 1983 1/160 1/160 <1/10
8 1986 1/40 1/40 1/20

Para cumplimentar los objetivos propuestos, ini- NR: No realizado.
cialmente, crecimos la cepa vacunal 17D de la FA en
cultivos .de (Ee.IUIaS vero, y qbservamos la apanuon de'TABLA 2. Determinacion de la presencia de anticuerpos
efecto CItOp.atI.CO caracteristico (rEdO_ndeam@mO celularpeytralizantes a la cepa 17D de la FA en sueros de pacientes
y desprendimiento) al sexto dia posinoculacion. Para laclinicamente sospechosos de dengue sin antecedentes de vacunacion
titulacion viral por placas se aplicéd el método descrito por FA
por Morens y otro€§para. los virus del dengue, y se Titulo de Tipo de Titulo de
obtuvieron titulos 'nf_eCUVOS de 2,8x310fp/mL. El . Anticuerpos anticuerpos infeccién  anticuerpos
momento de coloracién de las placas se determin®No. IgM a dengue IH (dengue 2) por dengue Nt a FA
mediante la tincién de las células a intervalos diferentes y

se determiné que el quinto dia era el éptimo. ; N 21/11/04540 I‘:’(raicrﬁ 211//%
Para el montaje de la técnica de neutralizacion por 3 + 1/40 Prim. <1/5
reduccién de placas primero se utilizaron sueros humanos 4 + 1/40 Prim. <1/5
diluidos desde 1/10 hasta 1/80, lo que permitio reconocer 5 + 21/10 240 Sec. <1/5
titulos variables de anticuerpos principalmente ? N iﬂg 528 ggg :i;g
dependientes del tiempo de vacunaciéon. Después, g + 120 Prim. <1/5
considerando que un gran numero de individuos 9 + 1/80 Prim. <1/5
vacunados pueden tener niveles bajos de anticuerpos al0 + /1/043 o gfim- <1//5
- i, . - 11 + 21/10 24 ec. <1/5

FA decidimos utilizar diluciones 1/2,5y 1/5 siguiendo las 1> N 1/80 Brim. <1/5

recomendaciones dBolandy otros, quienes utilizan
diluciones de 1/2y 1/2. Prim.: primaria Sec.: secundaria.
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DISCUSION desventajas de la vacunacién con FA a la poblacién
general de estos paises como un problema real. Existen
algunas evidencias de una relacion directa en el nimero
ge casos de FHD asociados con una historia previa de
acunacion por FA en la region de Bucaramanga, Colombia

La FA y el dengue son Flavivirus estrechamente
relacionados, que comparten en su envoltura antigeno
comunes de grupo capaces de inducir la produccion d A

. L . {Villar LA. Comunicacion personal).
anticuerpos de reactividad cruzada detectables mediant Para realizar cual u[i)er astu ()jio al respecto se hace
diferentes técnicas serolégicas como la IH y los ensayos d P

. N : necesario contar con una técnica serolégica con
inmunoenzimatico$:*® Esta estrecha relacion ha hecho suficiente especificidad que permita deter%inar la
sugerir a los investigadores que la inmunidad natural o . pect que p .

resencia de anticuerpos a FA aun en individuos que

adquirida mediante vacunas para|a FA podria tener algLIjrﬁan sufrido una o varias infecciones por dengue. Por tal
efecto sobre la enfermedad del dengue. Aun mas, se ha .. . sP gue.
otivo nos propusimos normalizar la técnica de

planteado si una vacuna para el dengue pudiera tenenrrneutralizacic’)n or reduccion de placas para determinar la
algun efecto sobre la infeccion por FA o algln otro P P P

- . e resencia de anticuerpos a este agente. Varios estudios
Flavivirus relacionado como la encefalitis japonesaX£J). Ean demostrado aue dpes Ués de 3% AR0S DOSVACUNACION
Tres posibles efectos podrian observarse en el primer q P P

caso: 1) incremento del riesgo de desarrollo de la FHDCON la cepa 17D de la FA, los anticuerpos neutralizantes

debido a la produccién del fenémeno de inmu- estan presentes aunque en titulos bajos, por lo que

roampfcacion depenirte de aniuerpes, 2 efectol 54O S Een 1 9po fe Sueros e
protector y 3) no producirian alguna incidencia sobre la . .
enfermedad. o no por FA 'y de la presencia de anticuerpos a dengue y

- . . . determinar la menor dilucién de suero capaz de discriminar
Estudios en voluntarios realizados abinparecen P

sugerir que la presencia de anticuerpos antiFA no resultéa presencia de los anticuerpos antiFA.

- En los sueros de individuos cubanos se pudo
en proteccion cruzada para el den§iuen su lugar, la ; . .
. . . observar 2 casos sin anticuerpos a dengue ni antecedentes
inmunidad a FA parece aumentar la respuesta inmune

cepas atenuadas de dengue. En este serSicit Ye vacunacion en los gue no se detectd la presencia de
otrg en 1983 demostraror? un.aumento enlama )r/ﬂtud anticuerpos Nt a FA en titulos de 1/10. Un caso sin

5 i ' . o 9 Yantecedentes de vacunacion y con anticuerpos a dengue
duracion de los antlcgerpos especificos a dengue en Yo presento anticuerpos Nt a FA como era de esperar. Un
grupo de voluntarios inmunes a FA frente a otro grupo caso sin anticuerpos a dengue pero con antecedentes de

no inmunéts Estos resultados indican aparentemente, AUe, 2 unacién demostrs la presencia de anticuerpos Nt a

los anticuerpos antiFA "amplific_aron" Iainfectivi_d_ad de FA en titulos de 1/10. De los restantes casos que
la cepavgcunal ER159/81 del virus dengueZutlllzaQa eNhostraban anticuerpos a dengue y antecedentes de
el estudio, pudiendo esperarse que la presencia dgacynacion por FA, 2 mostraron titulos de anticuerpos
antlcuerpos.de reactividad crL.Jzada.no neutr}allzante.s ParantiFA de 1/20 y 1/40. En 2 sueros no se detectaron
dengue pudieran resul.tar en infecciones mas agrég'vas'anticuerpos antiFA, lo que podria deberse a que el titulo
No obstante lo anterior, hasta el momento no se h&yera menor que la dilucion de suero estudiada. Uno de

atribuido ninglin caso de FHD a una secuencia deg||os probado posteriormente mostré titulos de
infeccion de un Flavivirus no dengue-dengaelemas,  anticuerpos de 1/5.

las infecciones por dengue en el personal militar Para estudiar el posible entrecruzamiento antigénico
norteamericano radicado en Viet Nam fueron muy ligeras de |os anticuerpos a dengue frente al virus de la FA
y sueros de individuos inmunes a otro Flavivirus, el que estudiamos 12 sueros de pacientes de dengue con titulos
produce la EJ, han fallado para amplificar la infeccion por variables de anticuerpos a éste sin historia previa de
dengue 2 en lineas celulares de macrofégos. vacunacion con FA y procedentes de un area geografica
Las regiones endémicas de FA estan restringidas alonde este agente no circula (Costa Rica). A la dilucién
areas tropicales de Suramérica y Africa, mientras las del/5 del suero no se observé entrecruzamiento antigénico
FHD se localizan en el Sudeste Asiatico, el Caribe yentre ambos agentes. Estos resultados sugieren que la
Centroaméric&® Hasta finales de los afios 80 las zonas dilucion 1/5 es 6ptima, ya que se mantiene la especificidad
endémicas de FA y FHD habian sido diferentes, lo quede los anticuerpos y permite discriminar la respuesta de
explica el por qué este problema ha sido tan pocoanticuerpos especifica frente a cada agente.
estudiado. Con el desarrollo de epidemias de FHD en  Los resultados obtenidos nos permiten contar con
Venezuela, Brasil y Colombia, y de FD en Per( y Bolivia, unatécnica Gtil y de gran especificidad para la realizacion
estas regiones se superponen por primera vez, por lo quée estudios seroldgicos que permitan dilucidar la
surge la disyuntiva de evaluar las ventajas y potencialegproblematica planteada anteriormente.



SUMMARY 7.

The plaque reduction neutralization assay was standardized to
differentiate an infection caused by dengue from another infection 8.
produced by yellow fever. Serum samples from Cuban donors were
used to this end. Information on previous vaccination against
yellow fever was available. Samples from Costa Rican patients
with a clinical picture of dengue and with no antecedents of 9.
vaccination against yellow fever were also utilized. The optimal
plaque staining day was the fifth day and the smallest serum dilution
capable of differentiating an infection resulting from dengue from
another infection caused by yellow fever was of 1/5. According to 10.
the high specificity of the standardized technique, risk factor
studies of dengue hemorrhagic fever could be made among
individuals vaccinated against yellow fever, which is a present and
important topic.

11.

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