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RESUMEN

Se realizé un estudio en 4 grupos de muestras de suero procedentes de Cuba, Costa Rica, Nicaraguay Panama, con el objetivo de
determinar el serotipo del virus dengue responsable de una epidemia o brote, aplicando el Elisa de Captura de anticuerpos IgM
(MAC-ELISA). Se empled el estuche diagndstico Dengue-IgM con cada uno de los serotipos por separado y se calcul6 un valor
indice (densidad 6ptica de la muestra / valor de corte) en cada caso, con los cuales se redizaron 2 andlisis estadisticos; € andlisis
de varianzas de Fisher y €l célculo de la LSD (Litter significant difference). Los célculos permitieron determinar que en Cuba y
Panama circul6 el serotipo 2 y en Costa Rica el serotipo 1, esto correspondié con los serotipos aislados durante las respectivas
epidemias y en el caso de Nicaragua, las respuestas son muy heterogéneas, no se pudo determinar el serotipo responsable,
probablemente porque en este pais han circulado méas de 2 serotipos a la vez.

DeCS: VIRUS DEL DENGUE/diagnéstico; TESTS DE ELISA, TESTS SEROLOGICOS.

Lafiebrede dengue esendémicaenlamayoria
delospaisesamericanos, dondelosserotiposl, 2y 4
se encuentran en amplia circulaciéon. En la Ultima
década esta enfermedad se ha convertido en un
problemade salud publicaprincipal enlamayoria
de estos paises. Después de una ausencia de
alrededor de 20 afios, aparece el serotipo 3 en
América Central hacia finales de 1994,
extendiéndose posteriormente al Caribe.!

El diagnéstico virol 6gico del dengueesuno de
los problemas mas serios que enfrentan los sistemas
devigilanciade salud en laregion, puesse necesita
disponer de las técnicas de aislamiento e
identificacion viral o de lareaccion en cadena de
la polimerasa para poder conocer el virusy su
serotipo circulante. La primera es un método
demorado y engorroso y la segunda aungue es
répida resulta costosa y no todos los laboratorios
pueden disponer de ellas.?
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El diagnédstico serolégico del dengue resulta
de gran utilidad,®>” dentro del cual se aplican los
ensayos inmunoenzimaticos sobre fase sélida
(ELISA). El de captura de anticuerpos IgM anti-
dengue conocido como MAC-ELISA8esel sistema
gue ha sido propuesto por la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS), por su elevada
especificidad, sensibilidad y rapidez en su
gjecucion.® Este sistema es por lo tanto una
herramienta de gran valor para la vigilancia
serolégica de la fiebre del dengue y la fiebre
hemorrégica del dengue (FHD) y es la prueba
seroldgica seleccionada por la mayoria de los
laboratorios.®® La deteccion de anticuerpos IgM
anti-dengueindicaunainfeccidn activao reciente.
Estos anticuerpos se desarrollan rapidamente
durante lainfeccion y son detectables a partir del
quintodiadel comienzo delossintomas. Suduracién
en sangre es hasta 3 meses aproximadamente.®
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En ausencia de un diagnéstico virol dgico, €
MAC-ELISA representa una alternativa
interesante paralaidentificacion delos serotipos.®
Teniendo en cuenta esto y la existencia de los 4
serotipos del virus dengue en las Américas, se
presenta un estudio en 4 paises afectados: Cuba,
Costa Rica, Panama y Nicaragua, enmarcado
dentro delavigilanciaepidemiol 6gicaqueselleva
acabo en laregion.

METODOS
Universo

Se estudiaron sueros de pacientes clinicamente
sospechosos de dengue, procedentes de 4 paises,
los cual esresultaron positivos de anticuerposigM.

Grupo 1: 40 sueros de Cuba obtenidos en el
primer semestre de 1997.

Grupo 2: 44 sueros de Costa Rica que fueron
obtenidos acomienzos de 1994.

Grupo 3: 20 sueros de Panama, de ellos
7 pares de sueros y 6 monosueros, obtenidos a
finalesde 1993.

Grupo 4: 33 sueros de Nicaragua obtenidos
en & segundo semestre de 1994.

Antigenos

Se utilizaron antigenos de los 4 serotipos del
virus dengue preparados por el método de
sacarosa-acetona a partir de cerebro de raton
lactante infectado. Las cepas empleadas fueron
las cepas patrones: dengue 1 (Hawai), dengue
2 (Nueva GuineaC), dengue 3 (H-87) y dengue
4 (H-241). Se determind €l titulo hemagl utinante
en cada caso mediante la técnica de hema-
glutinacion. 1

ELISA de captura de IgM (MAC-ELISA)

Seutilizo el estuche diagndstico dengue IgM®para
definir los casos positivos, e cual emplea una
mezcla de los 4 serotipos. Todos los sueros que
resultaron positivos fueron probados frente acada
uno de los 4 serotipos por separado, a una
concentracion de 16 unidades hemaglutinantes
(UH) cadauno. Se calculé el valor de corte (VC)

gue corresponde al doble del promedio de los
controles negativosy se definieron como positivos
aquellos sueros que presentaron un valor de
densidad 6ptica (DO) mayor o igua al valor de
corte. Lossueros setrabajaron enladilucion 1/20.
En cadauno se determind el valor indice (V1) que
se define como la relacion entre la DO de la
muestra sobre el VC.

Andlisis estadistico

Serealizd el andlisisdevarianzadeFishery el
calculo delaLSD (litter significant difference).

RESULTADOS

L osresultados obtenidos por el MAC-ELISA
al enfrentar los sueros con cadauno delos serotipos
son mostradosen latabla 1. Lasrespuestasfueron
muy variadas, encontrandose diferentes
combinaciones; suerosquereaccionaron deforma
cruzada a los 4 serotipos, otros lo fueron a 3 y
otrosa 2. Estas respuestas se observaron en todos
los paises aunque no en todos mostraron lasmismas
combinaciones. En todos los paises excepto
Panama, se observé e mayor porcentaje con €
entrecruzamiento de los 4 serotipos.

Algunos sueros mostraron respuesta
monatipica, esdecir, aun solo seratipo, correspondiendo
adengue 2 en Cubay Panama, a dengue 1 en Codta
Ricay enNicaraguaadengue 1, 3y 4 indistintamente.

Determinacién del valor indice y andlisis
estadistico

En la figura se presentan las medias de los
valores indices para cada grupo de sueros
enfrentados alos serotipos. Como se observa, para
dengue 1 fue més ato en Costa Rica, para el
dengue 2 se observd en Cubay Panama, y en
Nicaraguase obtuvieron valoresmuy similarespara
el dengue 2, 3y 4.

Para comprobar la significacion estadistica
de estos resultados se les aplicé alas medias de
los VI obtenidos para cada serotipo, dentro de
los grupos de sueros de cada pais, la prueba de
Fisher y la LSD (litter significant difference).
Como se apreciaen latabla 2, los casos de Cuba,
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TABLA 1. Resultados obtenidos por el MAC-ELISA al enfrentar los sueros con cada uno de los

serotipos del virus dengue

Cuba Costa Rica Panama Nicaragua
Combinacion (40) CR (44) (20) (33)
de serotipos No. % No. % No. % No. %
1,234 29/72,5 28/63,6 5/25 19/57,5
1,23 3/7,5 7/15,9 7/35 0/0
1,2 4 1/2,5 2/4,5 0/0 0/0
1,3 4 2/5,0 1/2,3 0/0 2/6,0
2,3 4 1/2,5 0/0 0/0 0/0
1,2 1/2,5 1/2,3 0/0 1/3,0
1,3 0/0 1/2,3 0/0 1/3,0
2,3 1/2,5 1/2,3 3/15 1/3,0
3,4 0/0 0/0 0/0 4/12,1
1 0/0 3/6,8 0/0 2/6,0
2 2/5,0 0/0 5/25 0/0
3 0/0 0/0 0/0 2/6,0
4 0/0 0/0 0/0 1/3,0
3,5
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=15
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Fig. Representacion de las
medias de los valores Cuba " C.Rica " Panam & " Nicaragua '

indices para cada serotipo
dentro de cada pais.

Costa Rica y Panama, mostraron diferencias
significativas para una p < 0,01. En € caso de
Nicaragua no se observaron diferencias
significativas (p> 0,05).

TABLA 2. Resultados del andlisis de varianzade Fishery LSD en
cada pais

Pais F P Serotipo LSD
Cuba 10,621 < 0,00001 2 0,634
Costa Rica 5,08 <0,01 1 0,594
Panama 11,616 < 0,001 2 0,36
Nicaragua 1,475 > 0,05 - -

LSD: litter significant difference.

Pa ses
Il denguel mmdengue 2 @ dengue 3 [Jdengue 4

DISCUSION

En 1977 en Cuba se report6 una epidemia
de fiebre del dengue causada por €l serotipo 1
durante la cual se observaron mas de medio
millén de casos. Cuatro afios después, en 1981,
se produce la primera epidemia de dengue
hemorragico delaregién enlacual senotificaron
344 203 casos, 10 312 casos severos y 158
defunciones. Su agente causal fue el serotipo 2.
Laepidemiafue controladay unavez eliminada,
se establecié un programa de erradicacién del
vector asi como un sistemade vigilancia pasivo
de todos los casos sospechosos.?1?
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En enero de 1997, en €l Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” se establece un sistema
devigilanciaactivo paradengueen e municipio de
Santiago de Cuba, porque existian varios factores
de riesgo que podrian favorecer la reemergencia
de esta enfermedad. Este sistema de vigilancia
activo permitié detectar los primeros casos de
dengue el dia 28 de enero. En 3 de los primeros
7 casos se detect por lareaccion en cadenade la
polimerasa, que el serotipo que circulaba era
el 2, lo cua fue confirmado posteriormente por
aidamiento eidentificacion utilizando anticuerpos
monoclonales.

Un total de 40 muestras correspondientes a
estaepidemiafue estudiado, obteniéndose en 2 de
ellasunarespuestamonotipicaal serotipo 2, ambos
casos eran de infecciones primarias. En el estudio
realizado con los valores indices parala L SD fue
significativalarespuesta parael dengue 2.

Costa Rica erradico el vector Aedes aegypti
en 1960, sin embargo desde 1971 se detectaron
frecuentes reinfestaci ones principalmente en Punta
Areng, Liberiay Limén. Mediante actividades de
control se limpiaron estas localidades. En 1993
reaparece la enfermedad después de mas de
40 anos de ausencia, € dengue 1 resulto e agente
etiolégico de esa epidemia, cuya circulacion se
mantuvo hasta 1996 en que sereporta el dengue
3 en Costa Rica.®

El grupo de Costa Ricaestuvo constituido por
44 monosueros obtenidos a comienzos de 1994.
En ellos fue significativa la respuesta del valor
indice parad dengue 1 (serotipo circulante). Hubo
3 casos que dieron una respuesta monotipica al
serotipo 1y todos eran primarios.

Panama, a pesar de estar reinfestado desde
1985, resultaba el Unico pais del istmo
centroamericano que habia detectado transmision
autéctona de virus dengue, sin experimentar una
epidemia explosiva. La epidemia de Panamé fue
causada por €l virustipo 2 y se aisl6 de muestras
agudas de 3 pacientesfebrilescon 1 d deevolucion
de la enfermedad. Solo se detectaron 14 casos
autéctonos y 1 importado en 400 pacientes
investigados entre octubre y diciembre de 1993.14

En este estudio se pudo trabajar un total de
7 pares de sueros 'y 5 monosueros. La respuesta
monotipicaparael serotipo 2 fue obtenidaen 5 de
los casos estudiados, de ellos 3 eran casos primarios

y 2 eran secundarios, y en todos correspondié a
los sueros de la fase convaleciente que oscilaron
entre 16 y 48 d después de comenzados |los
sintomas, lo cual explicaria la tendencia a la
especificidad delalgM en relacion con el tiempo.
También se observd, cuando se compararon los
valoresindicesmedianteel cdlculodelalLSD, una
diferenciasignificativaafavor del serotipo 2, esto
corresponde al serotipo que circulé en el momento
de tomadas las muestras.

Nicaragua, en 1985, reportd su primera
epidemia de fiebre del dengue, donde se aislaron
los serotipos 1y 2.2 Posteriormente se notificaron
casos esporadicos hasta 1990. Después, en 1992
se produce otraepidemiay se aislan |os serotipos
2y 4. Enjulio de 1994 se comenzo a observar un
nuevo incremento en el nimero de casos de fiebre
del dengue y de fiebre hemorrégica; se aid6
serotipo 3 en 2 nifios hospitalizados.™

Se estudi6 untotal de 33 muestras procedentes
de casos de esta epidemia, cuyos resultados
mostraron diferentes respuestas monotipicas: 2
fueron a dengue 1, 2 al dengue 3y 1 a dengue 4.
Esto corresponde a la alta endemicidad que ha
mostrado este pais desde 1985 con la circulacion
delos 4 serotipos. Los resultados obtenidos en €l
andlisis del valor indice no mostraron diferencias
significativas paraningln serotipo.

Chungue y otros en 1989% realizaron un
estudio mediante la técnica de captura de IgM y
sefidlaron su utilidad en ausencia del diagndstico
virolégico, como un método presuntivo para la
determinacién del serotipo, basado en una
respuesta monotipica y politipica homdloga
dominante (respuesta a varios serotipos a la vez,
pero predominando uno de ellos). Para ello
redizarond andisisdd titulorelativo deanticuerpos
IgM antidengue contra cada uno de los 4 antigenos.
Pudieron diagnosticar infeccion por € virusdengue4
en casos de infecciones primarias y secundarias
gueeran positivosde IgM, con unap< 0,01, usando
sueros pares de pacientes con una infeccion a
dengue 4 previamente conocida.

En este estudio se analizo la posibilidad de
definir €l serotipo circulante mediante € andlisis
de un grupo de sueros sobre la base de un valor
indice, estos resultados permitieron conocer para
€l caso de Cuba, Costa Ricay Panamael serotipo
causante de las epidemias, no asi en €l caso de



Nicaragua cuyarespuesta no fue estadisticamente
significativaparaun serotipo especifico lo cual se
explicapor laampliacirculacion delos4 serotipos.

Como conclusion se puede sefialar que este
método basado en el valor indice, sin necesidad de
titular, puede ser unaaternativaparael diagndstico
virolgico en aquelloslaboratoriosquelleven acabo
la vigilancia epidemioldgica de la enfermedad,
siempre que sean paises donde no circulen mésde
2 serotiposalavez.

SUMMARY

A study of 4 groups of serum samples from Cuba, Costa Rica,
Nicaragua and Panama was made to determine the serotypes of
dengue virus causing epidemics or outbreaks by using IgM
antibody-capture ELISA(MAC-ELISA). Dengue-IgM diagnostic
kit was independently used in each of the serotypes and an index
value was calculated (optical density of the sample/cut-off value)
in each case, with which two statistical analyses were made:
Fisher’s variances and Litter significant difference (LSD)
calculation. Such calculations allowed determining that in Cuba
and Panama, serotype 2 circulated whereas in Costa Rica, serotype
1 prevailed. These were the isolated serotypes in various
epidemics. Regarding Nicaragua, very heterogeneous responses
were obtained, the responsible serotype could not be determined
since more than two serotypes co-circulated in this country.

Subject headings:. DENGUE VIRUS/diagnosis; ENZYME-
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY; SEROLOGIC TESTS.
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