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Resumen

El diagndstico por laboratorio de la infeccion por
el virus del dengue esta basado en pruebas de
determinacion de anticuerpos y en la deteccién
directa del virus. El diagnéstico serologico se realiza
con base en la presencia de anticuerpos IgM o
aumento en el titulo de anticuerpos totales o IgG
en sueros tomados en las fases aguda y
convaleciente de la enfermedad. Los métodos
directos comprenden el aislamiento viral, deteccion
del genoma o de los antigenos de! virus. Entre los
sistemas de aislamiento disponibles estan la
inoculacién de mosquitos y los cultivos en células

El dengue es producido por un virus RNA, que
pertenece a la familia Flaviviridae, Género flavivirus.
Se conocen cuatro serotipos: den-1, den-2, den-3
y den-4, antigénicamente relacionados a otros
flavivirus y cualquiera de ellos puede producir la
enfermedad (1). Después del periodo de incubacion
y coincidiendo con la etapa febril, se presenta una
fase virémica en la cual el virus circula en sangre
periférica durante un promedio de cinco dias
después del inicio de los sintomas y es eliminado
posteriormente mediante la producciéon de
anticuerpos especificos, los cuales pueden
neutralizar el virus (2,3). Existen pruebas de
laboratorio para detectar la infeccion, tanto en la
fase virémica, como a partir de la produccién de
anticuerpos.

No existe un tratamiento antiviral especifico por
lo cual el manejo de la enfermedad es de soporte y
seguimiento clinico ademas, las pruebas

de mamiferos o de insectos. La deteccion del
genoma por RT-PCR permite un diagnéstico
especifico de serotipo especialmente en la fase
temprana de la enfermedad. Las pruebas de
inmunohistoquimica permiten detectar el antigeno
viral en tejidos y en sangre. La deteccion del
antigeno soluble en el suero parecen tener valor
en la prediccidn del desarrollo de FHD/SCD lo cual
le daria a esta prueba una gran utilidad en el
pronéstico de la enfermedad. Palabras clave:
dengue, diagndstico, laboratorio. £
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serolégicas que son las mas utilizadas, sélo
establecen un diagnéstico probable y pueden
presentar falsos negativos o falsos positivos en
sueros de fase aguda; por ésta razén el objetivo de
los laboratorios de salud publica es servir como
soporte en la vigilancia epidemiologica de la
enfermedad mediante la confirmacién de los casos
sospechosos y el estudio de brotes o epidemias.

El diagnéstico por laboratorio de la infeccion por
el virus del dengue esta basado en pruebas de
determinacién de anticuerpos o deteccion directa
del virus (4).

1. Determinacion de anticuerpos

La respuesta de anticuerpos en la infeccién
aguda por dengue, puede ser: primaria o
secundaria. Los flavivirus comparten grupos
antigénicos que pueden dar reaccion cruzada en
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las pruebas serolégicas haciendo mas dificil el
diagnostico (2). Las personas que nunca han estado
infectadas por un flavivirus, o inmunizadas con
vacunas para flavivirus (ejm. para ef virus de (a
fiebre amarilla) desarrollan una respuesta primaria,
en la cual los anticuerpos son principalmente tipo IgM,
mientras que aquellas, que han estado en contacto, o
han sufrido previamente una infeccion por flavivirus,
desarrollan una respuesta secundaria con predominio
de anticuerpos tipo IgG, aunque los anticuerpos IgM
también estan presentes (5).

El diagndstico seroldgico se realiza can base en la
presencia de anticuerpos Ig M o un aumento en el
titulo de anticuerpos Ig G en sueros tomados en la
fase aguda y convaleciente de la enfermedad.

Existen diferentes pruebas serolégicas para la
determinacion de anticuerpos tales coma: Inhibicion
de la hemaglutinacion (iH), Test de neutrafizacion (NT),
ELISA de captura g M (MAC-ELISA) y ELISA Ig G (6).

1.1 Inhibicion de la hemaglutinacion (IH)

Es la prueba estdndar recomendada por la
organizacion mundial de fa salud (OMS) para la
clasificacion de la respuesta serologica en las
infecciones por dengue. Se basa en el principio de
que el virus dengue, bajo condiciones controladas
de pHy Temperatura puede agiutinar gidbulos rojos
de ganso, y este efecto puede ser inhibido por
anticuerpos especificos contra el virus. Esta prueba
se utiliza para cuantificar anticuerpos totales y
requiere das muestras de suero: una en fase aguda
y otra en fase convaleciente con intervalo no inferior
a siete dias (5); el titulo se expresa como la mayor
dilucion del suero que produce IH. Los anticuerpos
inhibidores de la hemaglutinacién, usualmente
aparecen a niveles detectaples a partir del dia 5 o
6 de la enfermedad en las infecciones primarias,
pero se elevan mas tempranamente en las
infecciones secundarias. Altos niveles IH persisten
durante 2-3 meses pera los titulos generalmente
empiezan a descender a fos 30-40 dias y caen por
debajo de 1:1280 en la mayoria de los pacientes y
permanecen por largos periodos (6).

Esta prueba permite diferenciar infeccién
primaria de infeccidén secundaria de acuerdo con
los siguientes criterios (5):

Infeccion primaria: caso en cuyas muestras de
suero, se evidencia un alza cuadruple o mayaor, en
los titilos de anticuerpos y ademds, en fa muestra
convaleciente se encuentran titulos < 1:1280.
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Infeccién secundaria: caso en cuyas muestras de
suero, se evidencia un alza cuadruple o mayor en
los titulos de anticuerpos y en el suero
convaleciente se encuentran titulos > 1:2560.

Resultado negativo: sin cambio en el titulo de
anticuerpos en ambas muestras y los titulos de
anticuerpos, correspondientes al suero de fase
convaleciente son < 1:1280.

Un titulo > a 1:1,280 en muestra Unica, es
considerado como diagndstico presuntivo de
infeccion reciente (menos de tres meses), por el
virus del dengue (8).

La IH es una prueba confiable que requiere
equipo minimo, sin embargo, es laboriosa, requiere
mucho tiempo y su principal desventaja es la
reaccion cruzada con otros flavivirus, lo que hace
dificil la interpretacion de los resultados (7).

1.2 Neutralizacion (NT)

Es el método seroldgico, mds especifico y
sensible para la deteccion del virus del dengue (6).
Es la Unica prueba serologica que permite detectar
el serotipo infectante. El protocolo méas utilizado,
es la técnica de neutralizaciéon por reduccién de
placas y debido a su elevada especificidad y a que
los anticuerpos neutralizantes persisten por 48 o
mas anos, es muy util en estudios seroepide-
mioldgicos. Debido al tiempo requerido para su
ejecucion (al menos una semana) y dificultad
técnica, no se utiliza de rutina (6).

Las técnicas descritas hasta ahora (IH y NT)
requieren la obtencion de muestras pareadas
(aguda y convaleciente) son muy laboriosas y
demoran el diagndstico, por lo cual se han venido
desarrollado pruebas tipo ELISA, mas simples y
rapidas, que permiten discriminar la clase de
anticuerpos (IgG o IgM) y clasificar la respuesta
seraldgica con base en la relacion IgM/lgG en
muestras unicas pero no permiten determinar el
serotipo infectante (8).

1.3 ELISA de captura IgM (MAC-ELISA)

Es fa prueba mds ampliamente utilizada, para
ef diagnostico serolégico de fa infeccién aguda por
el virus del dengue. Se han detectado anticuerpos
IgM en el 5° dia de inicio de los sintomas, en el
80% de los pacientes (6) y a pattir del 62 dia en el
90% (2); por fo tanto se recomienda que la muestra
sea tomada a partir del dia cinco cuando la



probabilidad de encontrar anticuerpos detectables
es alta. MAC-ELISA, es un método rapido, sencillo
y econdmico, por lo que se constituye en el sistema
de eleccion para los laboratorios que realizan
diagndstico y vigilancia epidemiolégica; esta prueba
permite la captura de los anticuerpos IgM, del suero
del paciente, utilizando inmunoglobulinas anti-igM
humanas, que estan previamente unidas a una fase
sélida, disminuyendo asi la reaccion cruzada
causada por anticuerpos extrafnos y mejorando la
especificidad (9). Un resultado positivo en muestra
unica se considera evidencia presuntiva de
infeccion por el virus del dengue y no significa
necesariamente que la infeccion sea actual, ya que
los anticuerpos persisten durante 2-3 meses. Un
resultado negativo, no descarta la infeccion, ya que
existe la posibilidad de que el paciente aun no haya
desarrollado anticuerpos (6) por lo cual, se
recomienda tomar una segunda muestra con
intervalo de ocho dias.

1.4 ELISA IgG

Los anticuerpos IgG aparecen a partir del 52 dia
de inicio de sintomas en las infecciones primarias,
aumentan gradualmente y permanecen detectables
durante muchos anos. En infecciones secundarias,
los anticuerpos IgG estan por lo general presentes
en la fase aguda y los titulos aumentan rapidamente
en pocos dias. (2). Debido a que muchas personas
pueden tener anticuerpos IgG de memoria, la
presencia IgG en muestra Unica no tiene utilidad
clinica, ya que se requiere obtener sueros pareados
para evidenciar el aumento en el titulo de
anticuerpos. Esta prueba al igual que la IH, presenta
reaccion cruzada con otros flavivirus (2). Se ha
encontrado una baja correlacién del ELISA I1gG con
la IH, en sueros pareados correspondientes a
pacientes con infecciones primarias (debido a la
influencia de los anticuerpos IgM en la IH) y una alta
correlacion en infecciones secundarias y es posible
que en un futuro cuando se tengan mayores estudios,
el ELISA IgG pueda reemplazar la IH, debido a que
es un metodo sencillo, facil de realizar y requiere
menor tiempo para su procesamiento (10).

El desarrollo de pruebas rapidas tales como la
inmunocromatografia, permite detectar simulta-
neamente anticuerpos IgM e IgG con resultados en
pocos minutos, permitiendo la diferenciacion entre
infeccion primaria y secundaria (11). Mediante el
uso de ésta prueba, algunos autores han reportado
una positividad del 80% en muestras tomadas

cuatro dias después del inicio de los sintomas, y
superior al 90%, en muestras tomadas en el dia 5;
sin embargo, también puede presentar reaccion
cruzada con otros flavivirus (12).

2. Deteccion directa del virus

El método mas especifico para confirmar la
infeccion por el virus del dengue es el aislamiento
viral pero muchos laboratorios no lo tienen
disponible, por razones técnicas y alto costo. La
obtencion del &cido nucleico por reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y la deteccién del antigeno
viral por inmunohistoquimica, han sido empleadas
por laboratorios de cierta complejidad ya que
permiten un diagnéstico rapido (4); sin embargo,
los laboratorios de virologia que realizan
diagnodstico de dengue deberian disponer del
aislamiento viral para la confirmacién de casos,
estudios de virologia basica y epidemiologia
molecular entre otros.

El aislamiento viral es un método inequivoco
de la presencia del virus. Altos niveles de
anticuerpos interfieren con el aislamiento viral por
lo tanto, la muestra ideal es el suero tomado en los
primeros cinco dias a partir del inicio de la fiebre,
periodo gue coincide con la fase virémica, en el
cual el paciente generalmente no ha formado
anticuerpos (3). Entre los sistemas de aislamiento
mas sensibles estan la inoculacién intratoracica de
mosquitos y la inoculacién en células de mamiferos
o de insectos.

2.1 Inoculacion intratoracica de mosquitos

Es el método mas sensible para el aislamiento
del virus dengue, por lo cual se recomienda
especialmente en los casos de FHD/SCD (6). Los
mosquitos mas utilizados, son los Toxorhynchites
ya que no son hematéfagos por lo cual pueden
manipularse con seguridad, y ademas, su gran
tamafo facilita la inoculaciéon. Como via de
inoculacién se utilizan la inyeccion intratoracica, y
debido a que el volumen a inocular es muy
pequefio, se requieren de 5-20 mosquitos por
muestra. Adultos machos de otras especies tales
como Aedes Aegypti y Ae. Albopictus también
pueden ser inoculados con la misma sensibilidad,
sin embargo, por ser de menor tamafo la
inoculacion es mas dificil (13,14). Las muestras que
se inoculan son suero, plasma, y otros liquidos
corporales tales como LCR o liquido pleural.
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Después de varios dias de incubacion, el virus (si
esta presente), es detectado usualmente por
Inmunofluorescencia. La desventaja de este
método es que requiere tener un insectario para
tener los mosquitos disponibles, requiere mayor
tiempo y personal debidamente entrenado.

2.2 Inoculacion en células de mamiferos

Se han utilizado diferentes sistemas celulares
de mamiferos entre l0s que se encuentran lineas
celulares como VERO (rindn de mono), BHK21
(rindn de hamster) LLCMK2 (rinién de mono). En
general las lineas celulares de mamiferos son
menos sensibles que las de mosquitos y requieren
muchos pases para observar un efecto citopatico
(4, 15,16).

2.3 Inoculacién en células de mosquito

En los Gltimos afos se han desarrollado una
serie de lineas de mosquitos que han resultado ser
mucho mas sensibles a la infeccion por el virus del
dengue. Las mas utilizadas son las células C636
(Aedes albopictus), AP-61 (Aedes pseudoscutellaris),
TRA-284 ( Toxorhynchites amboinensis) (15, 16,17).
Algunos estudios reportan una menor sensibilidad
utilizando las C636 originales, que se cultivan
tradicionalmente a 28°C (16); sin embargo, la
sublinea C636 HT adaptada a multiplicarse a 34°C,
ha mostrado mayor sensibilidad al obtener mayor
numero de aislamientos. La ventaja de estas lineas
celulares es la facilidad de manipulacion y rapidez
de crecimiento por lo cual se utilizan de rutina para
la vigilancia virolégica. Una vez inoculada la
muestra (idealmente suero), se observan los
cultivos por espacio de 10-14 dias para la aparicion
de un efecto citopatogénico caracterizado por
formacion de sincitios; sin embargo, este efecto es
dificil de obtener y puede ser variable (15,16). La
deteccion de la presencia del virus se realiza por
inmunofluorescencia directa (IFD) con anticuerpos
policlonales que detectan los cuatro serotipos del
virus dengue. Los cultivos positivos son
posteriormente analizados por inmunofluorescencia
indirecta (IFI) con anticuerpos monoclonales
especificos de cada serotipo (18,19).

Las muestras para aislamiento viral deben
transportarse al laboratorio, observando
estrictamente las normas de bioseguridad; si la
muestra se almacena por periodos inferiores a 24
horas, estas deben mantenerse entre 4-8° C. Para
almacenamientos mas largos, las muestras de
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suero y tejido deben guardarse a -70° C (16). El
uso de congeladores corrientes (-10 a -20° C) y los
ciclos de congelaciéon y descongelacion deben
evitarse, pues destruyen la infectividad de la
muestra.

2.4 Deteccion del acido nucleico

La prueba de PCR con trascripcion reversa (RT-
PCR), permite un diagnéstico rapido y especifico
de serotipo especialmente en la fase temprana de
la enfermedad. La prueba utiliza RNA extraido de
suero, plasma, o sobrenadante de cultivo (16,20) y
permite obtener resultados con una sensibilidad
comparable al aislamiento en células C6/36 (2).
Varios laboratorios han publicado diferentes
protocolos de RT-PCR con combinacion de pares
de «primers» especificos de los cuatro serotipos,
en un solo tubo de reaccion, o el uso de un par de
primers universal, el cual requiere un paso posterior
con primers especificos de serotipo para clasificar
las muestras positivas (21,22,23,24).

La prueba de RT- PCR permite detectar el
serotipo infectante, pero no deberia utilizarse para
sustituir el aislamiento viral, ya que la disponibilidad
de cepas virales es importante para la
caracterizacion molecular y estudios de patogénesis
viral. Ademas, debido a que esta prueba requiere
un buen control de calidad, el laboratorio que la
realice, debera disponer ademas de pruebas
serolégicas y métodos de aislamiento viral, que
permitan confirmar los resultados o complementar
el apoyo diagnéstico y la vigilancia epidemioldgica.

2.5 Deteccién del antigeno viral,
por Inmunohistoquimica

Un gran problema para la vigilancia
epidemiolégica y los laboratorios de virologia, es
la confirmacion de los casos fatales de dengue, ya
que la mayoria de los pacientes fallecen al tiempo
0 poco después de la defervescencia cuando el
aislamiento viral es dificil y una prueba unica de
anticuerpos no establece el diagnoéstico (6). Con
los nuevos métodos de inmunohistoquimica es
posible detectar antigenos en una variedad de
tejidos de autopsia (tales como higado, pulmon,
bazo etc.) los cuales deben recolectarse idealmente
antes de 24 horas postmortem, para una adecuada
tincion del antigeno (5). La prueba puede realizarse
de tejido fresco o fijado, proveniente de material
de autopsia, de los casos fatales de dengue
hemorragico (6). Esta técnica también es util para



detectar antigenos de dengue en tejidos incluidos
en parafina (25). Algunos autores han encontrado
muy buena sensibilidad utilizando esta técnica para
la deteccion de antigeno en células mononucleares
de sangre periférica en los tres primeros dias de
inicio de la fiebre (26).

Toma de muestras en pacientes
postmortem

En caso de que el paciente fallezca, se debe
notificar al laboratorio la muerte del paciente y
obtener una muestra de suero para intentar el
aislamiento viral y la serologia; ademas, se deben
obtener muestras de tejido por separado, para
aislamiento viral e inmunohistoguimica (5). En caso
de no ser posible la autopsia, la obtencién de un
fragmento de higado por viscerotomia puede ser
suficiente. Las muestras de tejido deben remitirse
refrigeradas (4°C) y en solucion salina isotdnica
(0.9%), al laboratorio de virologia de referencia (27).

Para garantizar una adecuada vigilancia
epidemiologica, toda muestra remitida al laboratorio
de virologia para estudio de dengue, debe
acompanarse de la siguiente informacion:

¢ Nombre y apellidos del paciente

* Edady sexo

* Direccion

* Fecha de inicio de sintomas

* Fecha de toma de muestras

* Resumen de los datos clinicos y epidemioldgicos
del caso

* Impresion diagnéstica

* Nombre del médico tratante

Aunque el laboratorio de virologia es una
herramienta fundamental para confirmar la infeccion
por dengue, la clasificacion clinica de la enfermedad
no puede realizarse con base en las pruebas
serologicas o virolégicas sino de acuerdo a los
criterios definidos por la OMS, los cuales requieren
un manejo y seguimiento clinico adecuado del
paciente. Por lo tanto, el uso del laboratorio debe
ser racional, especialmente en situaciones de brotes
0 epidemias, en los cuales el diagndstico puede
hacerse por asociacion epidemiologica con los casos
confirmados; de ésta forma se puede dar prioridad
a casos individuales o grupos poblacionales, en
quienes por razones clinicas o epidemioldgicas, la
confirmacion diagnostica es necesaria. &

Dencue. DIAGNOSTICO POR EL LABORATORIO &

Abstract

Laboratory diagnosis of dengue is based on
determination of dengue virus specific antibodies and
direct virus detection. Serological diagnosis depends
on the presence of Ig M antibodies or a rise in total
or IgG antibodies in serums taken in acute and
convalescent phases of the illness. Direct methods
involve viral isolation, antigens or viral genome
detection. Among the available isolation systems are
mosquito inoculation and mammals or insect cell
cultures. Genome detection by RT-PCR allows a
specific diagnosis of serotype especially in the early
phase of the illness. Antigen detection in tissues and
blood can be made by inmunohistochemistry.
Detection of the soluble antigen in serum seems to
have value in the prediction of the development of
FHD/SCD which would give to this test a great utility
in the pronostic of the illness. Key words: dengue,
diagnosis, laboratory.
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