REV CUBANA MED TROP 2002;54(3):180-88

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURI”

Apuntes sobre € diagnéstico de laboratorio del virus dengue
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RESUMEN

Se presentd una actualizacion sobre aspectos de interés relativos al diagndstico viroldgico, seroldgico y molecular del dengue y
su forma més severa, la fiebre hemorrégica del dengue, la cua se ha convertido en la enfermedad viral transmitida por artrépodos

de mayor importancia médica.

DeCS: FIEBRE DENGUE HEMORRAGICA/transmision; TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO;

VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA.

Las enfermedades producidas por flavivirus
transmitidos por mosquitos son hoy dia
consideradas infecciones reemergentes, por el
incremento en la incidencia observada en los
ultimosafios delafiebre amarillay principa mente
del dengue y la fiebre hemorrégica del dengue
(FHD).*4

El complejo dengue esta integrado por 4
serotipos (dengue 1, 2, 3y 4), que son miembros
de la familia Flaviviridae, género flavivirus y
presentan una morfologia y estructura genémica
comun. Estos agentes comparten determinantes
antigéni cos comunes entre todos |os miembros de
lafamiliaFlaviviridae. Presentan ademéas antigenos
comunes y antigenos especificos propios de cada
serotipo viral. Su ARN de simple cadena, de
gproximadamente 11 kb y polaridad positivacodifica
para 3 proteinas estructurales (envoltura, capside
y membrana) y 7 proteinas no estructurales.®

La extension geografica de la enfermedad
hacia nuevas éreas, su incremento en € nlimero
de brotes y situaciones endémicas asi como en su
severidad, han conducido al desarrollo de sistemas
de vigilancia para su prevencion y control, en los
gue laconfirmacion de laboratorio ocupa un papel

prioritario.® El laboratorio puede brindar informacién
tempranay precisa, alas autoridades de salud, lo
que favorece latomainmediatay oportunade las
medidas adecuadas para el control. Dada la
emergenciay reemergenciadel denguey laFHD,
su diagndstico se convierte en un objetivo de primer
orden para cualquier pais, por la necesidad de
diferenciar el dengue de otras enfermedades y
como soporte a los sistemas de vigilancia de la
enfermedad.

Su diagndstico puede enfrentarse a través del
aidamiento eidentificacionvira apartir de muestras
de suero y/o muestras de autopsia, lademostracion
de un incremento de 4 veces 0 més del titulo de
anticuerpos (IgG) en sueros pareados o la
demostracién de anticuerpos |gM alos antigenos
del virus en un monosuero, la demostracion del
antigeno viral por inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia y la deteccion del écido
nucleico viral entejidos de autopsiay en muestras
de suero.’

Enlaactualidad € diagndstico del dengue esta
dirigido principa mentealavigilanciaepidemiol gica
y esunanecesidad urgente el contar con métodos
gue permitan un diagnoéstico temprano de la
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enfermedad y en consecuencia, latomade medidas
terapéuticas adecuadas para el tratamiento y
control del paciente. Su utilidad principal actual
radica en la deteccion de la circulacion de alguno
delos serotiposen un &reageogréficadeterminada,
caracterizacion delas cepas circul antes, estimacion
de la incidencia de la enfermedad una vez
controladas las epidemias, confirmacion de los
casos de FHD y diagnéstico diferencial con otras
entidades. Se necesitan métodos sensibles,
especificos, rapidos, tempranos y baratos, que
permitan por unaparte el diagndstico etiol dgico en
€l paciente y por otra brindar un pronéstico de la
enfermedad.

MUESTRAS UTILIZADAS
EN EL DIAGNOSTICO

Una vez que el individuo es picado por un
mosguito infectado con cua quieradelos4 serotipos,
se produce un periodo de incubacion intrinseca
alrededor de 7-10 d de duracién, durante e cual
ocurre la replicacién viral, que es maxima 2-3 d
antes del comienzo de los sintomas y desaparece
hacia e 5to.-6to. d de la enfermedad.>® Para la
deteccion del agente se recomienda la toma de
muestras de sangre durante el periodo febril y sobre
todo antesdel 5to. d de comienzo delaenfermedad.
El suero o plasma debe ser procesado casi inme-
diatamente o en su defecto almacenado a— 70°C.
En los fallecidos, deben obtenerse muestras de
tejidos (higado, bazo, nédul oslinféticos, sangre del
ventriculo) lo antes posible, las que deben ser
enviadasal laboratorio en condicionesdeesterilidad,
donde seran homogeneizadas y procesadas o
almacenadas a — 70 °C hasta su posterior pro-
cesamiento. Las muestras de tejidos fijadas en
formalina y embebidas en parafina pueden ser
utilizadas para la deteccion de antigenos, con la
utilizacion de métodos inmunohistoquimicos o la
deteccidn del genoma viral mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (RCP). Las muestras
gue se envien para aislamiento o deteccién del
genoma viral deben ser transportadas a 4 °C.%"9

Parael diagndstico serol 6gico serecomiendala
tomade unamuestrade suero después del 5to. d de
comienzo delos sintomas, paraladeter-minacion
de anticuerpos IgM. El estudio de muestras
pareadas de sueros (tomadas en los primeros 7 d
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de comienzo delossintomasy 14 a 21 d después)
permite determinar el incremento en €l titulo o la
seroconversion de anticuerpos 1gG.

Varios autores han demostrado la utilidad de
las muestras de sangre seca sobre papel de filtro
tanto para la deteccién de anticuerpos IgM como
1gG.201 Este método se recomienda en estudios
serol6gicos masivos, en lavigilanciaserolgicay
en el estudio de muestras en nifios pequefios.
Recién se ha demostrado la utilidad de la saliva
para la deteccion de anticuerpos IgM e 1gG a
dengue, se han observado niveles relativamente
comparables a los observados en el suero de los
pacientes, ademés se ha demostrado lautilidad de
ladeteccién de anticuerpos|gA parael diagnéstico
de infeccion reciente. 2

AISLAMIENTOVIRAL

Aislamiento viral en ratones: los 2 métodos
tradicionales de aislamiento del virus dengue son
la inoculacidn de ratones recién nacidos y de
cultivos celulares. Estos agentes pueden infectar
a los ratones por diferentes vias, pero la més
sensible eslaintracerebral (ic), especialmente en
animales de 1 a 2 d de nacidos en los que la
infeccion produce pardlisis y otros signos de
afectacion del sistema nervioso central. Hoy dia
es considerado €l método menos sensible para el
aislamiento viral.”'* En general se recomienda
inocular por viaic, 0,02 mL del suero problema.
Los animales deben ser observados a menos
durante 21 d. La utilizacién de otras vias de
inoculacién, como la subcutanea e intraperitoneal
junto alaicy de 1 6 2 pases ciegos en € mismo
sistema, incrementan las posibilidades de
adamientoviral.

Aislamiento viral en cultivos celulares y
mosquitos: la aplicacion de los cultivos celulares
en el aislamiento del virus dengue hatenido como
consecuenciaun incremento en lasensibilidad del
aislamiento, aungque hasta el presente no existe un
sistema de células de mamifero 0 mosquitos que
sea capaz de inducir la produccién de efecto
citopatico (ECP) de todas las cepas del virus. La
linea celular LLCMK2 (rifidn de mono) eslamés
sensible entre las lineas de céulas de mamifero,
aunque esta sensibilidad varia en dependencia del
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serotipo y de las cepas virales. Otras lineas de
célulasde mamifero como las Vero (rifion de mono)
y BHK21 (rifion de hamster) también han sido
utilizadas con alguin éxito en €l pasado. En general,
todas requieren de un periodo de adaptaci 6n hasta
lograr titulos virales aceptables.”®

La demostracién por Singhy Paul en 1969
de quelos4 serotipos podian ser multiplicadosen
una linea celular obtenida a partir de larvas de
mosquitos Aedes albopictus, representd un paso
de avance en el aislamiento de estos agentes.’> A
partir de este hallazgo, otras lineas celulares de
mosquitos se han desarrollado como la AP61
(Aedes pseudoscutellaris), Tra-284 (Toxorynchites
amboinensis), C636 (Aedes albopictus). Estas
lineas celulares han dado lugar adiferentes clonos
como AP64 y CLA-1 (clonos de la linea celular
AP61) y1aC636 HT (clono delaC636 adaptadaa
crecer a 33 °C) que muestran diferentes grados de
susceptibilidad a dengue.168

Las céulas de mosquitos son més sensibles
que las de mamiferos, relativamente féciles de
cultivar en condiciones de laboratorio e incluso a
temperatura ambiente y pueden mantenerse
durante 14 d sin cambio de medio. Pueden a su
vez ser utilizadas en condiciones de campo y ser
inoculadas directo con el suero de pacientes.

Aunque cepas de los 4 serotipos son capaces de
inducir laformaci én de efecto citopético (ECP), como
formacién desincitios, presenciade célulasgigantes
multinucleadasy fagocitoss, su presenciaen generd
es variable. Actualmente, las células de linea de
mosquitos son lasmas sensiblesy lasmas utilizadas
en d diagnéstico derutinadel dengue.”®

La inoculacién de mosquitos es la técnica de
mayor sensibilidad y el método de €l eccion parael
aidamiento del dengue en muestrasdeimportancia,
en especial en muestras de falecidos. EI Aedes
albopictus y Toxorynchites amboinensis han
demostrado ser de gran utilidad en €l aislamiento
de estos agentes.”91%2 |_ainocul acion de mosquitos
Aedes albopictus es de mayor sensibilidad para
ladeteccion del dengue quelascélulasLLCMK2.
La utilizacién de larvas de Toxorynchites
amboinensis es el método de aislamiento més
rapidoy sensible. A pesar delaelevadasensibilidad
de los mosquitos como sistema de aisamiento, la
inoculacién deloscultivos celulares de mosguitos
es el método més utilizado en € diagnéstico de

rutina del dengue, por su adecuada sensibilidad y
la posibilidad de procesar un elevado nimero de
muestras a relativamente bajo costo.® Por Gltimo,
lainocul acion de mosquitos requiere defacilidades
especiaesparael establecimientoy mantenimiento
de las colonias, asi como cierto grado de
entrenamiento técnico.

IDENTIFICACION VIRAL

El desarrollo de hibridomas que producen
anti cuerpos monocl onal es especificos de serotipo
ha posibilitado €l desarrollo de un método rapido,
simple y econémico para la identificacion de los
virusdel dengue conlautilizacion delatécnicade
inmunofluorescencia indirecta (IFl), indepen-
dientementedel sistemabiol 6gico utilizado para€l
aisamientoviral. Henchal y otros, han desarrollado
anticuerpos monaoclonales especificos de grupo
(flavivirus), complejo (dengue), subcomplejo y
tipo.2* Estas4 clases de monoclonales, dediferente
especificidad, han sido capaces de identificar
aislamientos procedentes de diferentes areas
geogréficas, tanto por IFlI como por latécnica de
neutralizacion por reduccion de placas.

Engeneral, e principal problemaasociado con
la identificacion de los virus del dengue en los
cultivos celulares con lautilizacion de anticuerpos
monoclonaleseslapobrereplicacion del virus, que
resulta en una baja concentracion viral en
ocasiones. Por tal razén, la identificacién en la
siembra primaria es en algunos casos imposible,
por lo que se necesitan 1 6 2 pases en & mismo
sistema celular con el objetivo de incrementar la
concentracion viral .

Parael diagnostico de rutinaserecomiendala
inoculacion de muestras de suero diluidas /30 e
inoculadas en volimenes de 0,1mL en monocapas
decélulas C6-36/HT sembradas en tubos. Después
de 30 min de adsorcion a 33 °C se aflade €l medio
celular de mantenimiento. Las células son
observadas diariamente y a dia 10 se redliza la
cosecha y después la IFI. La utilizacién de un
anticuerpo policlona (liquido ascitico hiperinmune
de ratdn o un suero humano de alto titulo de
anticuerposadengue) permiterealizar un pesquisgje
inicial para detectar las muestras positivas. Una
segundainmunofluorescencia, con lautilizacién de



anticuerpos monoclonales a cada uno de los 4
serotipos del virus, permite la tipificacion del
serotipo. Estudios recientes recomiendan la
centrifugacién durante 30 min a 1 500-2 000 rpm
delamuestra, unavez inoculadasobrelamonocapa
celular, loqueincrementalarapidez y lafrecuencia
de aislamiento viral; este método logré 16 % mas
deaislamiento viral cuando secompar6 a sistema
usual, por otra parte 42 % de los aislamientos se
detectaron al segundo dia de lainoculacion.® La
utilizacion de estametodol ogiahapermitido lograr
niveles elevados de aislamiento viral en muestras
detgjido de fallecidos por FHD.*

DIAGNOSTICO SEROLOGICO

En el dengue se observan principalmente 2
tipos de respuesta seroldgica: primaria y
secundaria. La primaria se presenta en aquellos
individuos que no son inmunes a flavivirus. La
respuesta secundaria se observa en aguellos
individuos con unainfeccion agudapor dengue, los
que han padecido previamente una infeccion por
flavivirus.®® La inmunidad a un serotipo se
consideradelargaduraciony efectivafrenteauna
segunda infeccién por el mismo serotipo. La
existenciadelos 4 serotipos virales posibilitaque
se produzcan incluso infecciones terciarias y
cuaternarias.

Enlosindividuos que sufren su primoinfeccién,
los anticuerpos IgG antidengue comienzan a
incrementarse lentamente a partir del 5to.-6to. d
de comienzo de los sintomas, los cuales son
maximos hacia los 15-21 d. Después declinan y
permanecen detectables poco mas o menos
durante toda la vida. En el transcurso de una
infeccion secundaria, losanticuerpos1gG seelevan
cas d mismo tiempo del comienzo delossintomas;
permanecen elevados durante varias semanas y
luego van declinando. Estaelevacion significativa
permite e diagndstico presuntivo en monosueros
tomados durante lafase aguda de laenfermedad > . 26

Losanticuerpos|gM antidengue que se producen
en respuesta a la infeccion se desarrollan
répidamente y hacia @ 5to. d de la enfermedad la
mayoria de los individuos presentan cantidades
detectables. En general, estos anticuerpos IgM de-
clinan hacianiveles no detectablesentrelos 30-90 d
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del comienzo de los sintomas. Se ha observado
gue un pequefio nimero de individuos que sufren
una infeccidn secundaria por dengue, pueden no
presentar niveles de anticuerpos IgM.° La
concentracion, especificidad y duracién de los
anticuerpos |gM antidengue esvariabley depende
en gran medida del individuo. Guzméan y otros
(comunicacién personal) han detectado anticuerpos
IgM en 56 % de los casos hacia el 5to. d de
comienzo delossintomas, seelevaa95 % entre el
6to.-10mo. d de la enfermedad. En general, los
anticuerpos IgM muestran algun grado de
reactividad cruzadaentrelos serotiposdel dengue,
independientemente de la severidad de la
enfermedad y el tipo de infeccion (primaria o
secundaria). Estudios no publicados han
demostrado que solo entre 14 a17 % de los sueros
estudiados mostraron especificidad de serotipo en
relacion con el tipo de infeccién (primaria o
secundaria) o el cuadro clinico (fiebre dengue o
FHD) (Guzmén, datos no publicados). También
sehaobservado cierto grado dereactividad cruzada
con otros flavivirus como fiebre amarilla (FA) y
encefalitis japonesa.® Vazquez y otros,
demostraron que en general seobservacierto grado
de reactividad cruzada de los anticuerpos IgM de
dengue frente al antigeno de FA, y que es mucho
menor lareactividad cruzada de anticuerpos IgM
aFA enrelacion con e dengue?

El diagnoéstico serolégico del dengue es
complicado, por causa de los determinantes
antigénicos de reactividad cruzada compartidos
entre los 4 serotipos y los flavivirus en general.
Por otra parte, considerando su presencia y los
elevados nivel es de anticuerpos observadosen los
individuos que desarrollan una infeccién de tipo
secundaria, €l estudio de monosueros tomados en
|lafase aguda o en laconval eciente temprana puede
ser de utilidad como criterio de caso probable o
presuntivo de dengue.®

Losvirus del dengue son capaces de aglutinar
los gldbul os rojos de ganso; esto hapermitido que
latécnicadeinhibicion delahemaglutinacion (1H)
seagplicadaen e estudio serol 6gico de monosueros
y pares de sueros, con la utilizacién de antigenos
de los 4 serotipos producidos en cerebro de ratdn
lactante y extraidos mediante el método de
sacarosa acetona.® 2 Un incremento de 4 veces 0
maéasen el titulo de anticuerpos en un par de sueros
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es criterio diagndstico para unainfeccion reciente
por flavivirus, por otra partetitul os de anticuerpos
IH?3 1/2560 esd criterio masampliamenteutilizado
paraclasificar un caso como secundario. Por Ultimo,
titulos el evados (1/1280) en monosuerosescriterio
de infecci6n probable por dengue.®

Dependiendo delasituaci on epidemiol 6gicaen
diferentes areas geogréficas, los criterios pueden
variar. Kouri y otros demostraron que a menos
en | as condiciones epidemiol 6gicas de Cuba, en el
ano 1981, titulos de anticuerpos IH 3 1/1280 eran
criterio de infeccion secundaria?® Por su parte
Vazquez y otros demostraron que titulos de
anti cuerpostotalesadengue de 1/5120 son criterio
deinfeccion probable por denguey titulos? 1/10240
criterio de infeccidn secundaria a dengue cuando
se utiliza como sistema de deteccion de los
anticuerpos €l método de ELISA de inhibicion
(MEI).*

Laprueba de neutralizacion por reduccion de
placas (PNRP) es un ensayo sensibley especifico,
gue permite la deteccion de anticuerpos
neutralizantes a virus dengue. Estos anticuerpos
son muy estables en e tiempo. Se ha reportado
gue en un individuo con una infeccion de tipo
secundaria, €l titulo de anticuerpos neutralizantes
al primer serotipo que produjo lainfeccion primaria,
esanamnésticamente mayor que contrael serotipo
infectante durantelasegundainfeccion (*fendbmeno
del pecado original”). Hace poco otros autoreshan
reportado quelateoriadel pecado original no puede
aplicarseen sutotalidad a serodiagndstico, porque
pueden observarse resultados discrepantes entre
laneutralizaciony el aidamientoviral enindividuos
donde se conocen los serotipos infectantes de la
primeray segunda infeccion.®

La PNRP es considerada de gran utilidad en
estudios seroepidemiol6gicos por su elevada
especificidad, |o que permiteidentificar el serotipo
causante de una infeccién pasada.®>* También
hasido utilizadaen laidentificacion delosvirusdel
dengue.

Tanto la IH como la PNRP requieren de
muestras de sueros pareadas en |os casos
sospechosos de la enfermedad, asi como destreza
en su ejecucién. En general son técnicas
demoradas en su gjecucion.

En los ultimos afios se han desarrollado
diferentes sistemas inmunoenziméticos (ELISA)

para el diagnéstico del dengue. Estos son
econdémicos, rapidos y féaciles de ejecutar.
Muestran a su vez elevada sensibilidad y
especificidad cruzada, o que los hace de gran
utilidad como pruebasde“tamizgje’ 34 Diferentes
ELISA desarrollados paradeterminar lapresencia
de anticuerpos totales antiflavivirus han
demostrado su utilidad en estudios seroepide-
miolgicosy en el diagndstico serol 6gico. Vazquez
y Fernandez, en 1989, desarrollaron un sistema
inmunoenzimatico que permite la deteccion y
titulacién deinmunoglobulinastota esavirusdengue,
mediante un sistema de inhibicidn donde unavez
afadido e antigeno, la presencia de color en la
reaccion dependera de la presencia o no de
anticuerpos a dengue en €l suero problema.®= El
enlace a antigeno de los anticuerpos antidengue,
presentesen € conjugado, serdinhibido s end suero
problema (afiadido con anterioridad) estan presentes
anticuerpos a agente en cuestion. Este sistema
permite la deteccion de anticuerpos en suero y en
muestras de sangre colectadas en papel defiltroy
hasido aplicado con éxito duranteafiosalavigilancia
y los estudios serol 4gicos de dengue en Cuba.

El ELISA decapturadelgM sehaconstituido
en uno delossistemas masimportantesy Utilesdel
diagnéstico y la vigilancia del dengue. Los
anticuerpos IgM antidengue se producen
transitoriamente durante las infecciones primaria
y secundaria 'y su deteccion indica una infeccion
activa o reciente por dengue. Los anticuerpos se
desarrollan conrapidezy al 5to. d delaenfermedad
y en la mayoria de los pacientes se detectan
anticuerposIgM.

La deteccion de anticuerpos 1gM se ha
convertido en unaherramientadeincal culablevalor
paralavigilanciadel denguey delaFHD; resulta
el método de eleccidon en la mayoria de los
laboratorios. Diferentes estuches han sido
desarrollados recientemente con diferentes grados
de sensibilidad y especificidad.®** Lamayoriade
los sistemas se basan en un ELISA de captura de
anticuerposIgM queincluyenlos4 serotiposvirales,
lo que incrementa |la sensibilidad a sistema. Un
estuche de captura de IgM (dengue IgM) y un
sistemaultramicroanalitico que utilizasolo 10 mL
de muestra han sido desarrollados por
investigadores cubanos, |os que son utilizados en
el diagnostico y lavigilancia de dengue en varios



paises y muestran niveles de sensibilidad y
especificidad elevados.'*

Recientemente se ha desarrollado un sistema
visual de tira reactiva (PanBio) que permite la
deteccion de anticuerpos IgM en menos de 5 min.
El sistema, que se basa en una cromatrografia,
muestranivelesde sensibilidad y especificidad de
99 y 96 %, respectivamente. 384243

Talarmin y otros™ demostraron la utilidad de
ladeteccion de anticuerpos |gA parael estudio de
lainfeccion reciente de dengue. El sistemamostré
100 % desensibilidad y especificidad a compararlo
al ELISA de captura de IgM, aunque esta Ultima
se detectd como promedio a 3,8 d de comienzo de
lossintomasy lalgA a4,6.

DETECCIONMOLECULAR

La hibridizacion de &cidos nucleicos ha sido
aplicada tanto en el diagnostico como en los
estudios epidemiol 6gicos, especificamente el dot//
blot con lautilizacion de ARN extraido de células
infectadas con € virus y de pooles de mosguitos
Aedes albopictus infectados con probes
biotinilados o probes marcados con P*. La
deteccidn mediante probes biotinilados es menos
sensible que la que utiliza probes marcados con
isotopos radiactivosy no esde gran utilidad en la
identificacion directadd virusen muestrasclinicas,
amenos que se haya realizado una amplificacion
previa del material genético.®>°

Cebadores especificos de tipo y de complejo
han sido utilizados a partir de secuencias consenso
localizadas en diferentes genes, como los que
codifican para las proteinas de la envoltura (E),
NS1, NS2y NS5, asi comolosextremos3' y 5’ ho
codificantes.’*% Lanciotti y otros (1992)
desarrollaron unaRCPrapidacon lautilizacion de
cebadores consenso localizados en los genes C y
prM.% Esta primera RCP produce un fragmento
de 511 pb, lacual es seguida de una RCP nested
donde se utilizan cebadores especificos para cada
serotipo. Este método ha demostrado su utilidad
en el diagnéstico del dengue, presenta una
sensibilidad de hasta 10° DICT50 en sueros
virémicosy mosguitosinfectados.

La RCP es ampliamente utilizada en el
diagnéstico del dengue porque permite la
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deteccion del agente de forma directa en
muestras de suero, células infectadas,
sobrenadantes celulares y en larvas infectadas,
asi como en muestras de tejidos frescas y
embebidas en parafinaen fallecidos por FHD.5*
%8 A su vez hapermitido determinar lapresencia
de infecciones concurrentes por 2 serotipos.
Hace poco, la RCP permiti6 la deteccion e
identificacion en menos de 6 h del virus dengue
2 en muestras de suero y tejidos en pacientes
de dengue y FHD, procedentes del brote de
Santiago de Cubade 1997.2* En este mismo brote
se demostro la presencia del agente en 81 % de
las muestras detejido de fallecidos procesadas,
adiferenciadel aislamiento viral que solo logré
43 %.%* Antes, se habia detectado la presencia
de dengue 2 en muestras de suero y tejidos
embebidos en parafina de pacientes de dengue
y FHD, procedentes de |a epidemia de Cuba de
1981, las que habian permanecido guardadas por
mas de 16 afios.>*®

Ademas de su utilidad como un método de
diagnéstico rapido, también hasido empleadoen €
estudio gendémico de cepas de dengue, lo que
permite por medio del andlisis mediante enzimas
de restriccion o secuenciacion nucleotidica la
clasificacién de las cepas en genotipos.5%-6°
Mediantelautilizacion delaRCPYy lasecuenciacion
nucleotidicase pudo determinar el genotipo delas
cepas de dengue 1 y 2 ,aisladas en los brotes
ocurridosen Cubaen losafos 1977, 1981y 1997,
asi como el posible origen geogréfico de la cepa
de dengue 3 que sereintrodujo en laregion delas
Ameéricas en 1994.55% Por Ultimo, lacombinacion
de ambas metodologias permitié confirmar el
genotipo de la cepa de dengue 2 causante de la
epidemiade FHD de 1981, a partir del estudio en
muestras de higado embedidas en parafina que
habian sido guardadas por mas de 16 afios.®

Algunos reportes aparecen demostrando la
utilidad de la RCP en la vigilancia de esta
enfermedad, ya sea para detectar con rapidez la
introduccién de un nuevo serotipo en un area
mediante el estudio de muestras de sueros de
pacientes y de pooles de mosquitos Aedes 867-70
Chow y otros™ como parte de la vigilancia
epidemiol dgicaen Singapur, estudiaron 309 pooles
de mosquitos Aedes aegypti durante 1 afio y
demostraron en 20 % de estos la presencia de
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dengue 1. Ademasdeladeteccion del genomaviral
como método diagndstico, su cuantificacion esde
gran importanciacomo un marcador de severidad
de laenfermedad. Recién se han reportado varios
estudiosque han abiertolaposibilidad de cuantificar
el ADNc viral. TagMan, Lauey otros™ aplicaron
un protocolo de amplificacién automatizado que
permitié medir la cantidad de ADNc durante €l
proceso de amplificacién. Por su parte Huo-Shuy
otros desarrollaron un RT-PCR fluorogénico que
permitié cuantificar el material amplificado.™

DETECCION ANTIGENICA

Un método alternativo para el diagnostico
répido del dengue es la deteccion directa del
antigenoviral en el suero del pacienteo en muestras
de tgjidos de fallecidos, con la utilizacion de
sistemas inmunoenziméticos y técnicas
inmunohistoquimicas. En general los sistemas
inmunoenzimaticos muestran baja sensibilidad,
sobre todo cuando se estudian muestras
procedentes deindividuos que sufren una segunda
infeccion por dengue.”’* Recientemente,
Malergue y otros han desarrollado un sistema
inmunoenzi mati co que utilizaanticuerposde raton
antidengue biotinilados y estreptavidina marcada
con B galactosidasa.”” Con la utilizacion de este
sistemaparadetectar €l antigeno viral en muestras
de sueros de pacientes, se lograron cifras de
sensibilidad y especificidad que oscilaron entre 89-
90 % y 94-99 %, en dependencia del protocolo
utilizado. Varios autores’ han demostrado que €l
antigeno vira se detectacon unamayor sensibilidad
cuando seutilizan como muestralinfocitosdesangre
periférica (53,8 %) en lugar de suero (18,9 %). Por
ultimo, Young y otros sugieren que ladeteccion de
la proteina NS1 en suero de los pacientes pudiera
servir como un marcador paramedir laviremia.”’

El desarrollo de sistemasinmunchistoquimicos
y de la RCP ha ocasionado un incremento en la
calidad del diagnostico en loscasosfatalesde FHD/
/SCD, aunque todavia ambos sistemas no se
encuentran disponibles en la mayoria de los
|aboratorios que asumen € diagndstico derutina.”® ™
Laaplicacion detécnicasinmunohistoquimicas, con
la utilizacion de anticuerpos policlonales y
monocl onal es antidengue, permitié confirmar una

vez mas el diagnéstico de dengue 2 en muestras
embebidas en parafing, procedentes de pacientes
fallecidos por FHD/SCD de las epidemias cubanas
de 1981y 1997 (Arteaga E, datos no publicados)

CONCLUSIONES

Hoy dia el diagnostico del dengue puede
abordarse mediantee aidamientoviral, ladeteccion
del antigeno y € genoma viral en muestras de
sueros, tejidos y pooles de mosquitos; asi como
por la deteccién de anticuerpos IgM o 1gG que
permiten el diagndstico de unainfeccion reciente
0 pasada. La aplicacion en su conjunto de las
técnicas enumeradas permite que los laboratorios
queasumen €l diagndstico derutinay lavigilancia
puedan brindar un diagndstico répido y temprano
de la situacién epidemiolbgica presente en sus
respectivos paises.

SUMMARY

Some aspects of interests connected with the virological,
serological and molecular diagnosis of dengue and its most severe
form, dengue hemorrhagic fever, which has turned into the most
important arthropod-borne viral disease, are updated.

Subject headingss. DENGUE HEMORRHAGIC FEVER/
transmission; TECHNIQUES AND PROCEDURES;
EPIDEMIOLOGIC SURVEILLANCE.
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