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Apuntes sobre el diagnóstico de laboratorio del virus dengue

Dra. María G. Guzmán1 y Lic. Susana Vázquez2

RESUMEN

Se presentó una actualización sobre aspectos de interés relativos al diagnóstico virológico, serológico y molecular del dengue y
su forma más severa, la fiebre hemorrágica del dengue, la cual se ha convertido en la enfermedad viral transmitida por artrópodos
de mayor importancia médica.

DeCS: FIEBRE DENGUE HEMORRAGICA/transmisión; TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO;
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA.
Las enfermedades producidas por flavivirus
transmitidos por mosquitos son hoy día
consideradas infecciones reemergentes, por el
incremento en la incidencia observada en los
últimos años de la fiebre amarilla y principalmente
del dengue y la fiebre hemorrágica del dengue
(FHD).1-4

El complejo dengue está integrado por 4
serotipos (dengue 1, 2, 3 y 4), que son miembros
de la familia Flaviviridae, género flavivirus y
presentan una morfología y estructura genómica
común. Estos agentes comparten determinantes
antigénicos comunes entre todos los miembros de
la familia Flaviviridae. Presentan además antígenos
comunes y antígenos específicos propios de cada
serotipo viral. Su ARN de simple cadena, de
aproximadamente 11 kb y polaridad positiva codifica
para 3 proteínas estructurales (envoltura, cápside
y membrana) y 7 proteínas no estructurales.5

La extensión geográfica de la enfermedad
hacia nuevas áreas, su incremento en el número
de brotes y situaciones endémicas así como en su
severidad, han conducido al desarrollo de sistemas
de vigilancia para su prevención y control, en los
que la confirmación de laboratorio ocupa un papel
prioritario.6 El laboratorio puede brindar información
temprana y precisa, a las autoridades de salud, lo
que favorece la toma inmediata y oportuna de las
medidas adecuadas para el control. Dada la
emergencia y reemergencia del dengue y la FHD,
su diagnóstico se convierte en un objetivo de primer
orden para cualquier país, por la necesidad de
diferenciar el dengue de otras enfermedades y
como soporte a los sistemas de vigilancia de la
enfermedad.

Su diagnóstico puede enfrentarse a través del
aislamiento e identificación viral a partir de muestras
de suero y/o muestras de autopsia, la demostración
de un incremento de 4 veces o más del título de
anticuerpos (IgG) en sueros pareados o la
demostración de anticuerpos IgM a los antígenos
del virus en un monosuero, la demostración del
antígeno viral por inmunohistoquímica e
inmunofluorescencia y la detección del ácido
nucleico viral en tejidos de autopsia y en muestras
de suero.7

En la actualidad el diagnóstico del dengue está
dirigido principalmente a la vigilancia epidemiológica
y es una necesidad urgente el contar con métodos
que permitan un diagnóstico temprano de la
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enfermedad y en consecuencia, la toma de medidas
terapéuticas adecuadas para el tratamiento y
control del paciente. Su utilidad principal actual
radica en la detección de la circulación de alguno
de los serotipos en un área geográfica determinada,
caracterización de las cepas circulantes, estimación
de la incidencia de la enfermedad una vez
controladas las epidemias, confirmación de los
casos de FHD y diagnóstico diferencial con otras
entidades. Se necesitan métodos sensibles,
específicos, rápidos, tempranos y baratos, que
permitan por una parte el diagnóstico etiológico en
el paciente y por otra brindar un pronóstico de la
enfermedad.

MUESTRAS UTILIZADAS
EN EL DIAGNÓSTICO

Una vez que el individuo es picado por un
mosquito infectado con cualquiera de los 4 serotipos,
se produce un período de incubación intrínseca
alrededor de 7-10 d de duración, durante el cual
ocurre la replicación viral, que es máxima 2-3 d
antes del comienzo de los síntomas y desaparece
hacia el 5to.-6to. d de la enfermedad.5,8 Para la
detección del agente se recomienda la toma de
muestras de sangre durante el período febril y sobre
todo antes del 5to. d de comienzo de la enfermedad.
El suero o plasma debe ser procesado casi inme-
diatamente o en su defecto almacenado a – 70 0C.
En los fallecidos, deben obtenerse muestras de
tejidos (hígado, bazo, nódulos linfáticos, sangre del
ventrículo) lo antes posible, las que deben ser
enviadas al laboratorio en condiciones de esterilidad,
donde serán homogeneizadas y procesadas o
almacenadas a – 70 0C hasta su posterior pro-
cesamiento. Las muestras de tejidos fijadas en
formalina y embebidas en parafina pueden ser
utilizadas para la detección de antígenos, con la
utilización de métodos inmunohistoquímicos o la
detección del genoma viral mediante la reacción
en cadena de la polimerasa (RCP). Las muestras
que se envíen para aislamiento o detección del
genoma viral deben ser transportadas a 4 0C.6,7,9

Para el diagnóstico serológico se recomienda la
toma de una muestra de suero después del 5to. d de
comienzo de los síntomas, para la deter-minación
de anticuerpos IgM. El estudio de muestras
pareadas de sueros (tomadas en los primeros 7 d
de comienzo de los síntomas y 14 a 21 d después)
permite determinar el incremento en el título o la
seroconversión de anticuerpos IgG.

Varios autores han demostrado la utilidad de
las muestras de sangre seca sobre papel de filtro
tanto para la detección de anticuerpos IgM como
IgG.10,11 Este método se recomienda en estudios
serológicos masivos, en la vigilancia serológica y
en el estudio de muestras en niños pequeños.
Recién se ha demostrado la utilidad de la saliva
para la detección de anticuerpos IgM e IgG a
dengue, se han observado niveles relativamente
comparables a los observados en el suero de los
pacientes, además se ha demostrado la utilidad de
la detección de anticuerpos IgA para el diagnóstico
de infección reciente.12,13

AISLAMIENTO VIRAL

Aislamiento viral en ratones: los 2 métodos
tradicionales de aislamiento del virus dengue son
la inoculación de ratones recién nacidos y de
cultivos celulares. Estos agentes pueden infectar
a los ratones por diferentes vías, pero la más
sensible es la intracerebral (ic), especialmente en
animales de 1 a 2 d de nacidos en los que la
infección produce parálisis y otros signos de
afectación del sistema nervioso central. Hoy día
es considerado el método menos sensible para el
aislamiento viral.7,14 En general se recomienda
inocular por vía ic, 0,02 mL del suero problema.
Los animales deben ser observados al menos
durante 21 d. La utilización de otras vías de
inoculación, como la subcutánea e intraperitoneal
junto a la ic y de 1 ó 2 pases ciegos en el mismo
sistema, incrementan las posibilidades de
aislamiento viral.

Aislamiento viral en cultivos celulares y
mosquitos: la aplicación de los cultivos celulares
en el aislamiento del virus dengue ha tenido como
consecuencia un incremento en la sensibilidad del
aislamiento, aunque hasta el presente no existe un
sistema de células de mamífero o mosquitos que
sea capaz de inducir la producción de efecto
citopático (ECP) de todas las cepas del virus. La
línea celular LLCMK2 (riñón de mono) es la más
sensible entre las líneas de células de mamífero,
aunque esta sensibilidad varía en dependencia del
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serotipo y de las cepas virales. Otras líneas de
células de mamífero como las Vero (riñón de mono)
y BHK21 (riñón de hámster) también han sido
utilizadas con algún éxito en el pasado. En general,
todas requieren de un período de adaptación hasta
lograr títulos virales aceptables.7,9

La demostración por Singh y Paul en 1969
de que los 4 serotipos podían ser multiplicados en
una línea celular obtenida a partir de larvas de
mosquitos Aedes albopictus, representó un paso
de avance en el aislamiento de estos agentes.15 A
partir de este hallazgo, otras líneas celulares de
mosquitos se han desarrollado como la AP61
(Aedes pseudoscutellaris), Tra-284 (Toxorynchites
amboinensis), C636 (Aedes albopictus). Estas
líneas celulares han dado lugar a diferentes clonos
como AP64 y CLA-1 (clonos de la línea celular
AP61) y la C636 HT (clono de la C636 adaptada a
crecer a 33 0C) que muestran diferentes grados de
susceptibilidad al dengue.16-18

Las células de mosquitos son más sensibles
que las de mamíferos, relativamente fáciles 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 la formación de efecto citopático (ECP), como
formación de sincitios, presencia de células gigantes
multinucleadas y fagocitosis, su presencia en general
es variable. Actualmente, las células de línea de
mosquitos son las más sensibles y las más utilizadas
en el diagnóstico de rutina del dengue.7,9

La inoculación de mosquitos es la técnica de
mayor sensibilidad y el método de elección para el
aislamiento del dengue en muestras de importancia,
en especial en muestras de fallecidos. El Aedes
albopictus y Toxorynchites amboinensis han
demostrado ser de gran utilidad en el aislamiento
de estos agentes.7,9,19,20 La inoculación de mosquitos
Aedes albopictus es de mayor sensibilidad para
la detección del dengue que las células LLCMK2.
La utilización de larvas de Toxorynchites
amboinensis es el método de aislamiento más
rápido y sensible. A pesar de la elevada sensibilidad
de los mosquitos como sistema de aislamiento, la
inoculación de los cultivos celulares de mosquitos
es el método más utilizado en el diagnóstico de
rutina del dengue, por su adecuada sensibilidad y
la posibilidad de procesar un elevado número de
muestras a relativamente bajo costo.9 Por último,
la inoculación de mosquitos requiere de facilidades
especiales para el establecimiento y mantenimiento
de las colonias, así como cierto grado de
entrenamiento técnico.

IDENTIFICACIÓN VIRAL

El desarrollo de hibridomas que producen
anticuerpos monoclonales específicos de serotipo
ha posibilitado el desarrollo de un método rápido,
simple y económico para la identificación de los
virus del dengue con la utilización de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI), indepen-
dientemente del sistema biológico utilizado para el
aislamiento viral. Henchal y otros, han desarrollado
anticuerpos monoclonales específicos de grupo
(flavivirus), complejo (dengue), subcomplejo y
tipo.21 Estas 4 clases de monoclonales, de diferente
especificidad, han sido capaces de identificar
aislamientos procedentes de diferentes áreas
geográficas, tanto por IFI como por la técnica de
neutralización por reducción de placas.

En general, el principal problema asociado con
la identificación de los virus del dengue en los
cultivos celulares con la utilización de anticuerpos
monoclonales es la pobre replicación del virus, que
resulta en una baja concentración viral en
ocasiones. Por tal razón, la identificación en la
siembra primaria es en algunos casos imposible,
por lo que se necesitan 1 ó 2 pases en el mismo
sistema celular con el objetivo de incrementar la
concentración viral.22

Para el diagnóstico de rutina se recomienda la
inoculación de muestras de suero diluidas 1/30 e
inoculadas en volúmenes de 0,1mL en monocapas
de células C6-36/HT sembradas en tubos. Después
de 30 min de adsorción a 33 0C se añade el medio
celular de mantenimiento. Las células son
observadas diariamente y al día 10 se realiza la
cosecha y después la IFI. La utilización de un
anticuerpo policlonal (líquido ascítico hiperinmune
de ratón o un suero humano de alto título de
anticuerpos a dengue) permite realizar un pesquisaje
inicial para detectar las muestras positivas. Una
segunda inmunofluorescencia, con la utilización de
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anticuerpos monoclonales a cada uno de los 4
serotipos del virus, permite la tipificación del
serotipo. Estudios recientes recomiendan la
centrifugación durante 30 min a 1 500-2 000 rpm
de la muestra, una vez inoculada sobre la monocapa
celular, lo que incrementa la rapidez y la frecuencia
de aislamiento viral; este método logró 16 % más
de aislamiento viral cuando se comparó al sistema
usual, por otra parte 42 % de los aislamientos se
detectaron al segundo día de la inoculación.23 La
utilización de esta metodología ha permitido lograr
niveles elevados de aislamiento viral en muestras
de tejido de fallecidos por FHD.24

DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO

En el dengue se observan principalmente 2
tipos de respuesta serológica: primaria y
secundaria. La primaria se presenta en aquellos
individuos que no son inmunes a flavivirus. La
respuesta secundaria se observa en aquellos
individuos con una infección aguda por dengue, los
que han padecido previamente una infección por
flavivirus.8,25 La inmunidad a un serotipo se
considera de larga duración y efectiva frente a una
segunda infección por el mismo serotipo. La
existencia de los 4 serotipos virales posibilita que
se produzcan incluso infecciones terciarias y
cuaternarias.

En los individuos que sufren su primoinfección,
los anticuerpos IgG antidengue comienzan a
incrementarse lentamente a partir del 5to.-6to. d
de comienzo de los síntomas, los cuales son
máximos hacia los 15-21 d. Después declinan y
permanecen detectables poco más o menos
durante toda la vida. En el transcurso de una
infección secundaria, los anticuerpos IgG se elevan
casi al mismo tiempo del comienzo de los síntomas;
permanecen elevados durante varias semanas y
luego van declinando. Esta elevación significativa
permite el diagnóstico presuntivo en monosueros
tomados durante la fase aguda de la enfermedad.5, 6, 26

Los anticuerpos IgM antidengue que se producen
en respuesta a la infección se desarrollan
rápidamente y hacia el 5to. d de la enfermedad la
mayoría de los individuos presentan cantidades
detectables. En general, estos anticuerpos IgM de-
clinan hacia niveles no detectables entre los 30-90 d
del comienzo de los síntomas. Se ha observado
que un pequeño número de individuos que sufren
una infección secundaria por dengue, pueden no
presentar niveles de anticuerpos IgM.9 La
concentración, especificidad y duración de los
anticuerpos IgM antidengue es variable y depende
en gran medida del individuo. Guzmán y otros
(comunicación personal) han detectado anticuerpos
IgM en 56 % de los casos hacia el 5to. d de
comienzo de los síntomas, se eleva a 95 % entre el
6to.-10mo. d de la enfermedad. En general, los
anticuerpos IgM muestran algún grado de
reactividad cruzada entre los serotipos del dengue,
independientemente de la severidad de la
enfermedad y el tipo de infección (primaria o
secundaria). Estudios no publicados han
demostrado que solo entre 14 a 17 % de los sueros
estudiados mostraron especificidad de serotipo en
relación con el tipo de infección (primaria o
secundaria) o el cuadro clínico (fiebre dengue o
FHD) (Guzmán, datos no publicados). También
se ha observado cierto grado de reactividad cruzada
con otros flavivirus como fiebre amarilla (FA) y
encefalitis japonesa.5 Vázquez y otros,
demostraron que en general se observa cierto grado
de reactividad cruzada de los anticuerpos IgM de
dengue frente al antígeno de FA, y que es mucho
menor la reactividad cruzada de anticuerpos IgM
a FA en relación con el dengue.27

El diagnóstico serológico 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 niveles de anticuerpos observados en los
individuos que desarrollan una infección de tipo
secundaria, el estudio de monosueros tomados en
la fase aguda o en la convaleciente temprana puede
ser de utilidad como criterio de caso probable o
presuntivo de dengue.6

Los virus del dengue son capaces de aglutinar
los glóbulos rojos de ganso; esto ha permitido que
la técnica de inhibición de la hemaglutinación (IH)
sea aplicada en el estudio serológico de monosueros
y pares de sueros, con la utilización de antígenos
de los 4 serotipos producidos en cerebro de ratón
lactante y extraídos mediante el método de
sacarosa acetona.9, 28 Un incremento de 4 veces o
más en el título de anticuerpos en un par de sueros
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es criterio diagnóstico para una infección reciente
por flavivirus, por otra parte títulos de anticuerpos
IH ³ 1/2560 es el criterio más ampliamente utilizado
para clasificar un caso como secundario. Por último,
títulos elevados (1/1280) en monosueros es criterio
de infección probable por dengue.6

Dependiendo de la situación epidemiológica en
diferentes áreas geográficas, los criterios pueden
variar. Kourí y otros demostraron que al menos
en las condiciones epidemiológicas de Cuba, en el
año 1981, títulos de anticuerpos IH ³ 1/1280 eran
criterio de infección secundaria.29 Por su parte
Vázquez y otros demostraron que títulos de
anticuerpos totales a dengue de 1/5120 son criterio
de infección probable por dengue y títulos ³ 1/10240
criterio de infección secundaria a dengue cuando
se utiliza como sistema de detección de los
anticuerpos el método de ELISA de inhibición
(MEI).30

La prueba de neutralización por reducción de
placas (PNRP) es un ensayo sensible y específico,
que permite la detección de anticuerpos
neutralizantes al virus dengue. Estos anticuerpos
son muy estables en el tiempo. Se ha reportado
que en un individuo con una infección de tipo
secundaria, el título de anticuerpos neutralizantes
al primer serotipo que produjo la infección primaria,
es anamnésticamente mayor que contra el serotipo
infectante durante la segunda infección (“fenómeno
del pecado original”). Hace poco otros autores han
reportado que la teoría del pecado original no puede
aplicarse en su totalidad al serodiagnóstico, porque
pueden observarse resultados discrepantes entre
la neutralización y el aislamiento viral en individuos
donde se conocen los serotipos infectantes de la
primera y segunda infección.31

La PNRP es considerada de gran utilidad en
estudios seroepidemiológicos por su elevada
especificidad, lo que permite identificar el serotipo
causante de una infección pasada.32-34 También
ha sido utilizada en la identificación de los virus del
dengue.

Tanto la IH como la PNRP requieren de
muestras de sueros pareadas en los casos
sospechosos de la enfermedad, así como destreza
en su ejecución. En general son técnicas
demoradas en su ejecución.

En los últimos años se han desarrollado
diferentes sistemas inmunoenzimáticos (ELISA)
para el diagnóstico del dengue. Estos son
económicos, rápidos y fáciles de ejecutar.
Muestran a su vez elevada sensibilidad y
especificidad cruzada, lo que los hace de gran
utilidad como pruebas de “tamizaje”.35-45 Diferentes
ELISA desarrollados para determinar la presencia
de anticuerpos totales antiflavivirus han
demostrado su utilidad en estudios seroepide-
miológicos y en el diagnóstico serológico. Vázquez
y Fernández, en 1989, desarrollaron un sistema
inmunoenzimático que permite la detección y
titulación de inmunoglobulinas totales a virus dengue,
mediante un sistema de inhibición donde una vez
añadido el antígeno, la presencia de color en la
reacción dependerá de la presencia o no de
anticuerpos a dengue en el suero problema.35,36 El
enlace al antígeno de los anticuerpos antidengue,
presentes en el conjugado, será inhibido si en el suero
problema (añadido con anterioridad) están presentes
anticuerpos al agente en cuestión. Este sistema
permite la detección de anticuerpos en suero y en
muestras de sangre colectadas en papel de filtro y
ha sido aplicado con éxito durante años a la vigilancia
y los estudios serológicos de dengue en Cuba.

El ELISA de captura de IgM se ha constituido
en uno de los sistemas más importantes y útiles del
diagnóstico y la vigilancia del dengue. Los
anticuerpos IgM antidengue se producen
transitoriamente durante las infecciones primaria
y secundaria y su detección indica una infección
activa o reciente por dengue. Los anticuerpos se
desarrollan con rapidez y al 5to. d de la enfermedad
y en la mayoría de los pacientes se detectan
anticuerpos IgM.

La detección de anticuerpos IgM se ha
convertido en una herramienta de incalculable valor
para la vigilancia del dengue y de la FHD; resulta
el método de elección en la mayoría de los
laboratorios. Diferentes estuches han sido
desarrollados recientemente con diferentes grados
de sensibilidad y especificidad.38,43 La mayoría de
los sistemas se basan en un ELISA de captura de
anticuerpos IgM que incluyen los 4 serotipos virales,
lo que incrementa la sensibilidad al sistema. Un
estuche de captura de IgM (dengue IgM) y un
sistema ultramicroanalítico que utiliza solo 10 mL
de muestra han sido desarrollados por
investigadores cubanos, los que son utilizados en
el diagnóstico y la vigilancia de dengue en varios
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países y muestran niveles de sensibilidad y
especificidad elevados.11

Recientemente se ha desarrollado un sistema
visual de tira reactiva (PanBio) que permite la
detección de anticuerpos IgM en menos de 5 min.
El sistema, que se basa en una cromatrografía,
muestra niveles de sensibilidad y especificidad de
99 y 96 %, respectivamente.38,42,43

Talarmin y otros45 demostraron la utilidad de
la detección de anticuerpos IgA para el estudio de
la infección reciente de dengue. El sistema mostró
100 % de sensibilidad y especificidad al compararlo
al ELISA de captura de IgM, aunque esta última
se detectó como promedio a 3,8 d de comienzo de
los síntomas y la IgA a 4,6.

DETECCIÓN MOLECULAR

La hibridización de ácidos nucleicos ha sido
aplicada tanto en el diagnóstico como en los
estudios epidemiológicos, específicamente el dot//
blot con la utilización de ARN extraído de células
infectadas con el virus y de pooles de mosquitos
Aedes albopictus infectados con probes
biotinilados o probes marcados con P32. La
detección mediante probes biotinilados es menos
sensible que la que utiliza probes marcados con
isótopos radiactivos y no es de gran utilidad en la
identificación directa del virus en muestras clínicas,
a menos que se haya realizado una amplificación
previa del material genético.46-50

Cebadores específicos de tipo y de complejo
han sido utilizados a partir de secuencias consenso
localizadas en diferentes genes, como los que
codifican para las proteínas de la envoltura (E),
NS1, NS2 y NS5, así como los extremos 3’ y 5’ no
codificantes.51,52 Lanciotti y otros (1992)
desarrollaron una RCP rápida con la utilización de
cebadores consenso localizados en los genes C y
prM.53 Esta primera RCP produce un fragmento
de 511 pb, la cual es seguida de una RCP nested
donde se utilizan cebadores específicos para cada
serotipo. Este método ha demostrado su utilidad
en el diagnóstico del dengue, presenta una
sensibilidad de hasta 103 DICT50 en sueros
virémicos y mosquitos infectados.

La RCP es ampliamente utilizada en el
diagnóstico del dengue porque permite la
detección del agente de forma directa en
muestras de suero, cé lulas infectadas,
sobrenadantes celulares y en larvas infectadas,
así como en muestras de tejidos frescas y
embebidas en parafina en fallecidos por FHD.54-

58 A su vez ha permitido determinar la presencia
de infecciones concurrentes por 2 serotipos.
Hace poco, la RCP permitió la detección e
identificación 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 Cuba de 1997.24 En este mismo brote
se demostró la presencia del agente en 81 % de
las muestras de tejido de fallecidos procesadas,
a diferencia del aislamiento viral que solo logró
43 %.24 Antes, se había detectado la presencia
de dengue 2 en muestras de suero y tejidos
embebidos en parafina de pacientes de dengue
y FHD, procedentes de la epidemia de Cuba de
1981, las que habían permanecido guardadas por
más de 16 años.59,60

Además de su utilidad como un método de
diagnóstico rápido, también ha sido empleado en el
estudio genómico de cepas de dengue, lo que
permite por medio del análisis mediante enzimas
de restricción o secuenciación nucleotídica la
clasificación de las cepas en genotipos.59-65

Mediante la utilización de la RCP y la secuenciación
nucleotídica se pudo determinar el genotipo de las
cepas de dengue 1 y 2 ,aisladas en los brotes
ocurridos en Cuba en los años 1977, 1981 y 1997;
así como el posible origen geográfico de la cepa
de dengue 3 que se reintrodujo en la región de las
Américas en 1994.65,66 Por último, la combinación
de ambas metodologías permitió confirmar el
genotipo de la cepa de dengue 2 causante de la
epidemia de FHD de 1981, a partir del estudio en
muestras de hígado embedidas en parafina que
habían sido guardadas por más de 16 años.60

Algunos reportes aparecen demostrando la
utilidad de la RCP en la vigilancia de esta
enfermedad, ya sea para detectar con rapidez la
introducción de un nuevo serotipo en un área
mediante el estudio de muestras de sueros de
pacientes y de pooles de mosquitos Aedes. 58,67-70

Chow y otros70 como parte de la vigilancia
epidemiológica en Singapur, estudiaron 309 pooles
de mosquitos Aedes aegypti durante 1 año y
demostraron en 20 % de estos la presencia de
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dengue 1. Además de la detección del genoma viral
como método diagnóstico, su cuantificación es de
gran importancia como un marcador de severidad
de la enfermedad. Recién se han reportado varios
estudios que han abierto la posibilidad de cuantificar
el ADNc viral. TaqMan, Laue y otros71 aplicaron
un protocolo de amplificación automatizado que
permitió medir la cantidad de ADNc durante el
proceso de amplificación. Por su parte Huo-Shu y
otros desarrollaron un RT-PCR fluorogénico que
permitió cuantificar el material amplificado.72

DETECCIÓN ANTIGÉNICA

Un método alternativo para el diagnóstico
rápido del dengue es la detección directa del
antígeno viral en el suero del paciente o en muestras
de tejidos de fallecidos, con la utilización de
sistemas inmunoenzimáticos y técnicas
inmunohistoquímicas. En general los sistemas
inmunoenzimáticos muestran baja sensibilidad,
sobre todo cuando se estudian muestras
procedentes de individuos que sufren una segunda
infección por dengue.73,74 Recientemente,
Malergue y otros han desarrollado un sistema
inmunoenzimático que utiliza anticuerpos de ratón
antidengue biotinilados y estreptavidina marcada
con B galactosidasa.75 Con la utilización de este
sistema para detectar el antígeno 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 autores76 han demostrado que el
antígeno viral se detecta con una mayor sensibilidad
cuando se utilizan como muestra linfocitos de sangre
periférica (53,8 %) en lugar de suero (18,9 %). Por
último, Young y otros sugieren que la detección de
la proteína NS1 en suero de los pacientes pudiera
servir como un marcador para medir la viremia.77

El desarrollo de sistemas inmunohistoquímicos
y de la RCP ha ocasionado un incremento en la
calidad del diagnóstico en los casos fatales de FHD/
/SCD, aunque todavía ambos sistemas no se
encuentran disponibles en la mayoría de los
laboratorios que asumen el diagnóstico de rutina.78,79

La aplicación de técnicas inmunohistoquímicas, con
la utilización de anticuerpos policlonales y
monoclonales antidengue, permitió confirmar una
vez más el diagnóstico de dengue 2 en muestras
embebidas en parafina, procedentes de pacientes
fallecidos por FHD/SCD de las epidemias cubanas
de 1981 y 1997 (Arteaga E, datos no publicados)

CONCLUSIONES

Hoy día el diagnóstico del dengue puede
abordarse mediante el aislamiento viral, la detección
del antígeno y el genoma viral en muestras de
sueros, tejidos y pooles de mosquitos; así como
por la detección de anticuerpos IgM o IgG que
permiten el diagnóstico de una infección reciente
o pasada. La aplicación en su conjunto de las
técnicas enumeradas permite que los laboratorios
que asumen el diagnóstico de rutina y la vigilancia
puedan brindar un diagnóstico rápido y temprano
de la situación epidemiológica presente en sus
respectivos países.
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