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RESUMEN.

En el mundo actual el diagndstico del dengue es
unade las prioridades en la esfera del diagnostico dada
la alta incidencia de esta enfermedad re-emergente.
En este trabajo se revisa el estado actual del
conocimiento sobre las caracteristicas generales del
virus dengue (estructura, composicion y expresion
viral, genoma viral y determinantes antigénicos), se
detalla con especial énfasis las proteinas estructurales
y no estructurales y su papel en la respuesta inmune,
la identificacion de los elementos inmunogénicosy la
definicion de los epitopos de las proteinas involucradas
en la respuesta inmunolégica contra el dengue. Se
presentan las caracteristicas generales de los ensayos
para la deteccidn de antigenos virales y se detalla el
desarrollo de las técnicas de aislamiento y tipificacion
viral asi como las técnicas de reaccion en cadena de
la polimerasa empleadas para la deteccién del ARN
viral y la deteccidon de antigenos mediante técnicas de
ELISA, utilizando novedosos métodos de
amplificacion. Se discuten los antecedentes de los
estudios seroldgicos y las caracteristicas generales de
estos. Del mismo modo se hace referencia a las
ventajas y desventajas de las técnicas de diagndstico
serogico disponibles en sus diferentes formatos. Se

analizan las nuevas tendencias en el desarrollo de
nuevos métodos de diagndstico, basados en la
tecnologia recombinante y la sintesis quimica, con el
objetivo de incrementar la sensibilidad y especificidad
de los ensayos para la deteccion de anticuerpos
especificos. (Rev Biomed 2005; 16:113-137)

Palabras clave: Dengue, diagndstico de dengue,
respuesta inmunoldgica, epidemiologia.

SUMMARY.
Biology and diagnostic methods for dengue.

At present the diagnosis of dengue is one of the
priorities in the sphere of diagnosis, due to the high
incidence of this re-emerging disease. In this work a
review is done on the current state of knowledge about
the general characteristics of the virus dengue (its
structures, composition and viral expression, viral
genome and antigenic determinants). The structural and
not structural proteins are detailed with a special
emphasis, as well as their role in the immune response,
the identification of the immunogenic elements and the
definition of the epitopes of proteins involved in the
immunologic response against dengue. The general
characteristics of the assays for the detection of viral
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antigens are presented and the development of
isolation techniques and viral typification are detailed,
as well as polymerase chain reaction techniques used
for the detection of viral RNA and antigens, by means
of ELISA techniques, using novel amplification
methods. This paper discusses the antecedents of the
serologic studies and the general characteristics of
them. In the same way this work deals with the
advantages and disadvantages of the serologic
diagnosis techniques available in their different formats.
Tendencies in the development of new diagnostic
methods, based on the recombinant technology and
chemical synthesis, are analyzed with the objective of
increasing the sensitivity and specificity of the assays
used for the detection of specific antibodies.

(Rev Biomed 2005; 16:113-137)

Key words: Dengue, PCR, diagnosis of dengue,
inmmunologic response, epidemiology.

Introduccion.

El dengue es un flavirirus que forma parte de la
familia Flaviviridae, la que también reagrupa a los
pestivirus y a el virus de la hepatitis C (1). Los flavivirus
son 68 virus, mayoritariamente transmitidos por
artrépodos (arbovirus). Gran numero de ellos son
patogenos al hombre, por lo que son los causantes de
problemas de salud publica. La diversidad de las
patologias (fiebre hemorrégica, formas con choque,
encefalitis, formas pseudogripales), se caracteriza por
su caracter masivo en las epidemias (2). La situacion
epidemioldgica actual (aparicién de la forma
hemorragica del dengue en las Américas después de
10 afios) explica nuestro interés desde el punto de
vista de los servicios de la salud publica (3).

En este trabajo discutiremos los métodos para
el diagndstico del dengue empleando diferentes fuentes
de antigeno (proteinas recombinantes y sintéticas).
Estos antigenos deberan seleccionarse sobre la base
del estudio de las moléculas dianas de la respuesta
inmune; el andlisis de la estructura tridimensional de
estas moléculas y la identificacion de zonas
submoleculares susceptibles de inducir una respuesta
de anticuerpos. Se abordara la organizacion genética
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del virus y las estrategias de desarrollo de los diferentes
métodos de diagnostico.
Situacion actual.

El dengue clésico, junto con sus formas méas
graves, la fiebre hemorragica por dengue (FHD) y el
sindrome de choque por dengue (SCD), han tenido
un alcance mundial, pero su surgimiento como un
importante problema de salud publica ha sido muy
notable en las Américas, donde desde 1989 a 1993
el nimero de casos aumentd 60 veces en comparacion
con el quinquenio anterior (3-7).

Con respecto a la incidencia de este arbovirus,
en menos de 20 afios, la region se ha transformado
de hipoendémica a hiperendémica en muchos paises
de las zonas tropicales del continente americano, con
varios serotipos del virus en circulacion (8-10).

Anualmente, se presentan mas de 50 millones
de casos en el mundo, de los que aproximadamente
400,000 son de dengue hemorragico y 25,000 fallecen
a causa de esta enfermedad. En el hemisferio
occidental las epidemias de dengue durante los ltimos
200 afios han ocurrido periddicamente y en los Gltimos
20 su transmision y la frecuencia en las epidemias han
aumentado considerablemente en la mayoria de los
paises, sobre todo en las areas tropicales de las
Américas (5,11,12). En la actualidad, la enfermedad
se extiende también a muchos paises tropicales de
Asia y Africa, en muchos de ellos con un
comportamiento endémico (5,13,14). La FHD ha
surgido produciendo epidemias en muchos paises de
laregion (10,12).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que este virus constituye una amenaza para el
40% de la poblacion mundial (aproximadamente
2,500 millones de personas) que habitan en mas de
100 paises tropicales y sub-tropicales expuestos al
dengue (5, 10-12, 15-21). En 1998, la OMS
considero al dengue, como la décima causa de muerte
en el mundo por enfermedades infecciosas (22). Los
menores de 15 afios son las principales victimas de
este padecimiento (aproximadamente 95% de
infecciones) (10).
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Epidemias de dengue.

Las primeras epidemias informadas de fiebre del
dengue ocurrieron en 1779-1780 en Asia, Africa, y
América del Norte; la ocurrencia simultanea de
erupciones en tres continentes indica que estos virus
y su vector han tenido una distribucién mundial en los
tropicos. Durante ese tiempo, la fiebre del dengue fue
considerada benigna, con intervalos largos (10-40
anos) entre las epidemias mayores (23). Una pandemia
global de dengue comenzé en el Sudeste de Asia
después de la Segunda Guerra Mundial. Hasta la
década de 1960, casi todos los brotes de la
enfermedad fueron a intervalos de uno o mas decenios
Yy posteriormente se acortaron.

La primera epidemia de dengue cléasico de las
Américas documentada en laboratorios, fue con el
serotipo 3 y afectd a la cuenca del Caribe y a
\enezuela en 1963-1964. Anteriormente solo se habia
aislado el virus de dengue 2 en Trinidad en 1953-
1954, en una situacién no epidémica. En 1968-1969
en otra epidemia en varias islas del Caribe se aislaron
los serotipos 2y 3 (23-27).

En la década de 1970, Colombia se vio afectada
por brotes de los serotipos 2 y 3, que se hicieron
endémicos en el Caribe. En 1977, se introdujo en las
Américas el serotipo de dengue 1, que inicialmente se
detect6 en Jamaica y se propag0 a la mayoria de las
islas del Caribe, causando brotes explosivos. Brotes
similares se observaron en Sudameérica septentrional,
América Central y México. La transmision autoctona
del dengue 1, durante la segunda mitad de 1980, fue
también documentada en el estado de Texas, EUA.
En este periodo se notificaron cerca de 702,000 casos
de dengue. En Cuba el 42% de sus 10 millones de
habitantes se infectaron con el dengue 1 (23-27).

En la década de 1980, la magnitud del problema
del dengue en las Américas aumentd
considerablemente, caracterizandose por una marcada
propagacion geografica de la actividad de esta
enfermedad en la region (23-27).

El dengue en su forma hemorragica fue descrito
por primera vez en Filipinas, en 1953. Dos afios mas
tarde en Bangkok (Tailandia) y en las tres décadas
siguientes, en Camboya, China, India, Indonesia, Laos,
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Malasia, Sri Lanka y Viet Nam (10).

Desde el punto de vista epidemiolégico, los paises
de América Latina se encuentran en la misma situacion
en que estaban hace dos 0 tres décadas varios paises
asiaticos: con epidemias a repeticion cada 3-5 afios y
con un progresivo aumento del nimero de casos de
FHD, particularmente en paises de América central
(10).

La rapida expansion de grandes centros urbanos,
la ausencia de politicas adecuadas de gestion del agua,
la propagacion del virus por intermedio de viajes e
intercambios internacionales, asi como la ineficacia de
los programas de lucha antivectorial (cuando éstos
existen), se encuentran entre los factores que explican
la re-emergencia de esta enfermedad en el sud-este
asiatico, en las islas del Pacifico occidental, en Africa,
en la region oriental del mar Mediterraneo y en
América Latina (10).

Elimpacto del dengue y del dengue hemorragico
es enorme y representa una significativa carga
econdmica sobre la comunidad afectada, que se
expresa en: pérdida de vidas sin distincion de edad,
sexo o estrato social; gastos para la familia por
hospitalizacién del paciente; pérdida del trabajo;
gastos considerables para los municipios en programas
para controlar al mosquito; interrupcion de los
servicios de atencion de salud; impacto en laeconomia
en términos de pérdida del turismo (16, 17).

Virus del Dengue.

El virus del Dengue es el principal arbovirus
causante de enfermedad del dengue en los humanos,
que es una viriosis aguda y sistémica, de transmisién
vectorial, re-emergente (10). El periodo de incubacion
es de 3 a 14 dias, por lo general es de 7 a 10. El
hombre, junto con el mosquito, pueden constituir un
reservorio en Asiay en Africa (8,18-20, 22,23,25,28).

El vector y modo de transmision del virus.

Es transmitida al humano a través de la picadura
de la hembra hemato6faga de los mosquitos Aedes
(aegypti y albopictus) (29,30). Se conocen ademas,
otras variedades de Aedes: Ae. aegypti var. formosus
y Ae. aegypti var. queenslandensis). Ae. albopictus,
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Ae. polyniensis y otras especies del complejo Ae.
scutellaris han sido incriminados como responsables
de epidemias, pero menos eficientes que A. aegypti
(10).

La especie aegypti es la méas distribuida en el
mundo (31). Su distribucion geogréafica abarca una
extensa franja tropical y subtropical, entre Estados
Unidos, toda América hasta Argentina. Se encuentra
en cerca de 100 paises tropicales, y cubre la mayor
parte de Africa, Medio Oriente, Sudeste asiatico, norte
de Australia, e incluso algunas zonas de Europa (5, 8,
25, 28).

Es un vector muy eficiente para transmitir los
virus dengue, es antropofilico y vive en la proximidad
del habitat humano. Las invasiones del vector ocurren
durante el verano y se considera a los mosquitos en
su fase de adulto no sobreviven al invierno con frio
intenso. Generalmente se encuentra entre las latitudes
35°N y 35°S y usualmente no se le encuentra por
encima de 1,000 m de altitud, sin embargo ha sido
reportado a 2,121 men Indiay a 2,200 en Colombia,
incluso a 2,400 m en Eritrea. Un factor que dificulta
su erradicacion es el hecho que los huevos de este
mosquito pueden resistir largos periodos de desecacion
(hasta mas de un afio) (10).

En los afios 50 y 60, la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) llevo a cabo un
programa para evitar la fiebre amarilla urbana, logrando
en la mayoria de los paises la erradicacion del Aedes
aegypti. Pero en la década de los afios 70 comenz6
el deterioro del control, reinfectandose sucesivamente
los paises, hasta que en 1998 el panorama de
distribucion del vector era similar al que existia antes
del inicio de la camparia continental (17).

La dindmica de transmision del virus esta
determinada por la interaccion entre el ambiente y que
esten presentes de forma simultanea: el virus, el vector
y el huésped susceptible (5, 22, 32).

Epidemiologia.

Una epidemia de dengue requiere la presencia
de: 1) el mosquito vector generalmente (Aedes
aegypti), 2) el virus y 3) un gran nimero de personas
susceptibles. Los brotes pueden ser explosivos o
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progresivos, dependiendo de la densidad y
susceptibilidad del vector, la cepa del virus de dengue,
el nivel de inmunidad en la poblacién humana, y la
intensidad de contacto vector-humano (5,12).

En la reciente epidemiologia de la enfermedad
se han observado cambios drésticos en el incremento
de lamorbilidad-mortalidad y la expansidn geografica,
aparentemente asociados con aquéllos que ocurren a
los niveles bio-climatico, socio-demografico y de
conducta, que a su vez pueden llevar a una mayor
circulacion viral, a su virulencia y una mayor resistencia
vectorial (28).

Clasificacion de la infeccion.

Segln laOMS, la infeccidn por el virus de Dengue
puede clasificarse en (34):
- Primaria: se presenta en individuos que se
exponen en contacto por primera vez con alguno de
los serotipos, los titulos de anticuerpos generalmente
no exceden de 1:1280 y son relativamente
monoespecificos.
- Secundaria: se presenta en individuos que se
ponen en contacto con otro serotipo del virus. En este
caso los titulos de anticuerpos son usualmente mayores
de 1:1280 y son heter6logos.

Taxonomia del virus del dengue.

El dengue es una enfermedad vectorial,
provocada por el virus del mismo nombre, que
pertenece a (10, 30, 33):

familia Flaviviridae

género Flavivirus

especie Dengue

Genomica y factores de virulencia del virus del
dengue.

El virion maduro tiene tres proteinas
estructurales: la proteina C de la nucleocéapside, la
proteina M, asociada a la membrana y la proteina E
de laenvolturay otras proteinas no estructurales: NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. Todas
estas proteinas se forman a partir de una gran
poliproteina (5” C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-
NS4A-NS4B-NS5 37), para la cual codifica el genoma
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del virus (34, 35). El genoma del virus esté constituido
por una molécula de acido ribonucleico (ARN) de
cadena Unica y aproximadamente 11 kilobases (kb) y
de relativamente alta variabilidad gendmica. Tiene un
coeficiente de sedimentacion de 42S y un peso
molecular de 4,2 kD. EI ARN gendmico es de
polaridad positiva y funciona como ARN mensajero
al traducirse directamente en los ribosomas durante
el proceso de replicacion. Presenta una caperuza tipo
I, con unaestructura Gppp Amp cubriendo el extremo
5" terminal, seguido por una secuencia dinucleotidica
conservadaAG. El extremo 3" terminal carece de cola
poliadenilada y termina con una secuencia
dinucleotidica conservada CU (10, 18, 30, 34-37).

Los acidos nucléicos genémicos, por si mismos,
son infecciosos, por lo que las autoridades de salud
recomiendan manejar este virus en el nivel de
bioseguridad 2 (BLS-2, por sus siglas en inglés) (18,
30, 35, 37).

Proteinas estructurales y no estructurales.

El genoma contiene un Gnico marco de lectura
abierto (MLA) de mas de 10,000 bases, flanqueado
por las regiones no codificantes (RNC) en ambos
extremos (3" y 57), que codifica para un precursor
polipeptidico, que por sucesivos cortes proteoliticos,
genera la formacion de las 10 proteinas virales a través
de un procesamiento co y postraduccional (10, 30,
35, 37).

Los genes que codifican las tres proteinas
estructurales, nacleo (C), prM (el precursor a la
membrana), membrana (M), y envoltura (E), estan
localizados hacia el extremo amino terminal (57)
ocupando la cuarta parte de la capacidad codificadora
del ARN viral (37). Hacia el extremo carboxilo terminal
(3") se encuentran los genes que codifican la
informacidn de las siete proteinas no estructurales
NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 (figura
2) (10, 30, 35-38).

El orden de las diferentes regiones del gene en el
virus es el siguiente (10):
5'NTR-C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-
NS4A- NS4B-NS5-3'.NTR.

La ruptura de las uniones C-prM, prM-E, E-
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Figura 1.- Virus del Dengue.

NS1, y NS4A-NS4B es realizada por la enzima
signalasa reticulo endoplasmica (37).

Proteinas virales.
Proteinas estructurales.

El virién maduro contiene 3 proteinas
estructurales: C, proteina de la nucleocépside o nucleo;
M, proteina asociada a la membrana y E, proteina de
la envoltura. Los virus inmaduros contienen una
proteina conocida por prM; que es un precursor de
M (34-38).

La proteina C es componente basico de la
nucleocépside, el primer polipéptido viral sintetizado
durante la traduccidn, tiene un peso molecular de 13.5
kd. Es rica en residuos de lisina y arginina los que le
confieren un caracter altamente basico que permite
su interaccion con el ARN viral, con el que forma la
nucleocépside como componente estructural (34,38).

La prM (22 kb) es el precursor glicosilado de la
proteina estructural M (8 kb). La separacion
proteolitica de este precursor por una proteasa del
aparato de Golgi, durante la maduracion viral, es lo
que da origen a la formacion de la proteina M. Esta

| GENOMA DEL RNA |

POLIPROTEI'NA} PRECURSORA
| ANCH C- PrM-E- NSL-NS2a-NS2b-NS3- NS4a-NSdb- NS5 |

Estructural

o ] [E] s [ s [nd [m4] (s ][]

Figura 2.- Organizacion del genoma viral del Dengue.
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escision parece estar ligada a la liberacion del virus,
pero no ocurre necesariamente en todas las moléculas
proteicas presentes en lamembrana viral, ya que en
ocasiones aparece la proteina M junto a la prM en el
virién maduro. Anticuerpos contra prM pudieran
mediar inmunidad de tipo protectora, quizas por la
neutralizacion de los viriones liberados que contienen
prM no cortada.

Existe en 2 formas, dependiendo de la
maduracion del virus (38):

Proteina pre-M (prM): Célula-asociada o
viriones inmaduros, glicosilada.

Heterodimeriza con proteina E: esencial para el
propio plegamiento de E.

La proteina M madura, es una proteina de
membrana, extracelular o de virus maduros, resultado
de la protedlisis de prM y eliminacion de la porcion
amino terminal, C-terminal no-glicosilado (38). Esta
estrechamente asociada a la envoltura lipidica.

La formacidn de M a partir de prM parece ser
crucial en lamorfogénesis del virus, lo que implica un
incremento en la infectividad y la reorganizacion de la
estructura de la superficie viral (34). Hasta el presente
el papel de M en el viridn no es bien conocido.

La proteina E, es una glicoproteina con un peso
molecular entre 51y 60 kD, es la mayoritaria de la
envoltura, glicosilada y la més conservada, la fusion
con la célula huésped es inducida por pH bajo. Estan
estrechamente asociada a la envoltura lipidica (2,34).

Se presenta como un homodimero en la superficie
del viriébn maduro e intracelularmente se puede
encontrar como un heterodimero junto a la proteina
prM en forma de prM-E (34). Es el componente
principal de las proyecciones de la superficie del virion
observadas por microscopia electronica y contiene
los determinantes antigénicos responsables de la
neutralizacion del virus y la hemaglutinacion de
eritrocitos de ganso, induciendo respuesta
inmunoldgica en el huésped infectado. Los
determinantes de la proteina E estan también
involucrados en la unién de los viriones a los
receptores celulares y probablemente juegan un papel
importante en la fusion intraendosomal a pH bajo (34,
37-40). Se ha propuesto que en ella estan localizados
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la mayoria de los marcadores moleculares para la
patogenicidad (35-38).

La comparacién de la secuencia nucleotidica del
gen de la proteina E de los diferentes flavivirus ha
mostrado una conservacion perfecta de los 12
residuos de la cisteina, los cuales forman 6 puentes
disulfuro. EI modelo estructural para la proteina E fue
refinado por Mandl y colaboradores, quienes
correlacionaron las propiedades estructurales de
diferentes epitopos con los puentes disulfuro (41).

Proteinas no estructurales.

Las siete proteinas virales no estructurales (NS)
fueron identificadas y se confeccionaron mapas del
ARN viral deducido por la secuencia aminoacidica.

La primera proteina no estructural (NS1), es una
glicoproteina de 48 kD; que contiene 2 sefiales del
tipo Asn -X-Ser/Thr, usada para la adicion de
carbohidratos, estos sitios parecen estar conservados
en todos los flavivirus. Puede estar en forma secretada
y no secretada (38).

Es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso
como una proteina monoméricay en un periodo corto
se une formando un homodimero. Esta forma es més
hidrofébica y se desconoce si el incremento de la
hidrofobicidad es un resultado de la dimerizacion o
alguna modificacion postraduccional. Una vez formado
este dimero, la glicoproteina es transportada al aparato
de Golgi donde sufre modificaciones y de aqui pasa a
la superficie celular, liberandose al medio extracelular
(34). Estudios de mutagénesis en la region C terminal
de NS1, han demostrado que esta regién es
importante en la estabilidad y la secrecion del dimero
(42).

La funcién de la NS1 en la replicacion viral no
ha sido bien dilucidada. Se ha planteado que posee
un papel en la replicacion temprana. Basada en analisis
mutacional se ha relacionado con la morfogénesis viral.
A su vez, mutaciones de esta proteina afectan la
virulencia de la particula viral (43). También se
relaciona con la respuesta inmune especifica de
serotipo (22, 38).

La célula infectada expresa la proteina en la
superficie celular, siendo diana de la citolisis
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inmunoldgica, resultando interesante su uso potencial
en la proteccion del hombre contra la infeccion por
flavivirus (44).

La proteina NS1 porta 2 6 3 sitios de
glicosilacion en las especies virales, induce una
inmunidad protectora y ademas, aporta epitopos
especificos de grupo y de tipo. En los virus de la
encefalitis transmitida por garrapata las dos formas
de la NS1 estan asociadas a secuencias parciales de
NS2a (45-47).

Se tiene el consenso que la NS1 induce
inmunidad y que la inmunogenicidad es
verdaderamente dependiente de la estructura
conformacional de la molécula. La forma dimérica es
mas antigénica que la forma monomérica, pero se ha
observado que es destruida por el calor. Las enzimas
y los pH &cidos que solamente participan en la
reduccion de puentes de disulfuro (48-50). Los
anticuerpos inducidos por esta proteina son
esencialmente liticos en presencia del complemento y
dan la posibilidad de retardar la infeccion viral en los
tejidos (51). Por el contrario, la estimulacion de las
células T citotdxicas no ha podido ser demostrada
hasta el presente.

Huang y colaboradores en 1999 demostraron
un reconocimiento cercano al 45 % por anticuerpos
de pacientes a un péptido sintético de los 15 primeros
aminodcidos de la proteina correspondientes a una
region inmunodominante de la NS1. Durante un
estudio dindmico, se pudo constatar que a los dos
dias del comienzo de los sintomas en una infeccion
secundaria, es posible detectar anticuerpos contra este
péptido (52).

En un trabajo publicado por Garcia y
colaboradores en 1997, se observé el reconocimiento
por parte de sueros de pacientes con infeccion
primaria y secundaria a cinco péptidos de la proteina
no estructural NS1 y un péptido de NS3, lo que
sugiere que estos epitopos se encuentran expuestos
durante la infeccion natural por dengue (53).

La NS3 es la segunda proteina en tamafio, con
un peso molecular entre 68 'y 70 kD, asociada a la
membrana. Es altamente conservada en los flavivirus
Yy se piensa que sea un componente de la maquinaria
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enzimatica de la replicacion del ARN viral. La
comparacion de sus secuencias nucleotidicas y los
analisis bioquimicos sugieren que es trifuncional,
conteniendo actividad de proteasa (contra la
poliproteina), de helicasa y de ARN trifosfatasa
trifosfato (formacién de la estructura 5' cap) (38). Su
extremo N terminal contiene el dominio catalitico de
la proteasa NS2b-NS3, parecido a la serina-proteasa
de las subfamilias de las tripsinas. Esta triada catalitica
esta conformada por His 51, Asp 75y Ser 135. Se
cree que la actividad proteolitica de esta enzima sea
la responsable del corte de NS2b, NS3, NS4a, NS5
y del extremo carboxilo de la proteina C (54,55). En
esta proteina existen regiones homdlogas con la familia
de las helicasas, asi como un fragmento C terminal de
50 kD derivado de la proteolisis, que tiene actividad
ARN trifosfatasa y esta involucrado en la formacion
de la estructura de la caperuza del extremo 5 del
genoma del flavivirus (56).

Las regiones hidrofébicas menos conservadas de
la poliproteina son procesadas en al menos 4 proteinas
no estructurales adicionales (NS2a, NS2b, NS4ay
NS4b). Poco se conoce de las funciones de estas en
el ciclo de vida de los flavivirus (38). Sin embargo, se
conoce que la NS2b, de 27 kD, junto con la NS3
forma un complejo esencial para el procesamiento de
todos los sitios de corte de las proteinas no
estructurales y las estructurales (38, 57).

La ultima proteina codificada es la NS5, que es
la més grande de 103 a 104 kD, bifuncional y una de
las méas conservadas en los flavivirus. Es una proteina
basica y se cree que funciona como una ARN
polimerasa dependiente del ARN, aunque no se ha
verificado directamente. Esto se basa en la presencia
de una regién altamente conservada (YF NS5 666-
668) caracteristica de este tipo de enzima presente
en los virus ARN con cadena positiva. Se ha sugerido
que puede estar involucrada en la metilacién de la
estructura de la caperuza 5” terminal (38).

En los ltimos afios, se han realizado estudios en
pacientes con infeccion primaria y secundaria por
dengue para definir las proteinas involucradas en el
reconocimiento por anticuerpos (58). En pacientes con
infeccion primaria en fase de convalecencia y bajos
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titulos de anticuerpos IgG a la proteina E, existe
reconocimiento a NS3 y NS5. En pacientes con
infeccion secundaria, en fase de aguda, se encontraron
anticuerpos IgG contra la proteina E y en fase
convaleciente, altos titulos de anticuerpos IgG a otras
proteinas, incluidas la NS1, NS3, NS5y C.

Los anticuerpos contra las proteinas E, NS3 'y
NS5 pueden ser detectados a los 5 dias de la aparicion
de los sintomas. Estas tres proteinas y los anticuerpos
contra ellas pueden estar involucradas en los
mecanismos inmunopatogénicos de esta enfermedad.
La confirmacidn de esta enfermedad podria basarse
en la identificacion de anticuerpos contra estas
proteinas no estructurales.

En la mayoria de los casos con infeccion
secundaria, en fase convaleciente, se observan
anticuerpos contra las proteinas no estructurales NS3
y NS5, y en cerca del 40 % contra la proteina NS1.

Determinantes antigénicos.

Recientemente se ha propuesto un modelo
basado en la cristalizacion de la proteina E del virus
de la encefalitis transmitida por garrapata, segun el
cual, esta proteina presenta una estructura inusual
cuando se compara con otras proteinas. Uno de los
aspectos mas relevante, es que este modelo permite
esclarecer la presentacion de diversos epitopos con
importantes funciones bioldgicas. De igual forma ha
permitido establecer las bases estructurales para
explicar el cambio que sufre esta proteina de una
estructura dimérica a una estructura trimérica, asi como
la importancia de este fendmeno para el
reconocimiento de la proteina por diversos anticuerpos
frente a variaciones de pH (59).

Estudios funcionales de la proteina de la envoltura,
han permitido caracterizar los dominios responsables
de la neutralizacion, de la hemaglutinacion (HA) de
los gldbulos de gansos y de la fusion e interaccion del
virus con los receptores celulares especificos presentes
en la superficie de las células (60, 61).

Por otra parte, usando anticuerpos monoclonales,
se han realizado mapas de epitopos antigénicos
asociados con la neutralizacion. En ellos se pueden
observar de 3 a 4 sitios antigénicos mayores. Sin
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embargo, los epitopos inmunodeterminantes en
ratones pueden no serlo en humanos y viceversa (39).

En laactualidad se realizan esfuerzos significativos
para determinar el tamafio de las cadenas, asi como
los cambios conformacionales a pH acido. Ademas,
para localizar los epitopos neutralizantes en las
regiones especificas de la proteina E, mediante el uso
de péptidos sintéticos, la expresion de las proteinas
en bacteria y levaduras o por neutralizacion con
anticuerpos monoclonales, de variantes que escapan
a los anticuerpos neutralizantes tradicionales (34).

Se han podido definir grupos de epitopos
empleando anticuerpos monoclonales:

a) Epitopos conformacionales, ligados a la
configuracion espacial de las moléculas que se juntan
topolégicamente a partir de los residuos elongados
en la secuencia. Ellos son en si de laregion Ay de la
B, sensibles a la reduccion de los puentes disulfuro y
a la desnaturalizacion de la proteina. (39, 62, 63).

b) Epitopos lineares o secuenciales,
independientes de la estructura tridimensional de las
proteinas que presentan una especificidad de complejo
reconocimiento de la secuencia en el extremo N-
terminal (a.a 37-52 y a.a 73-93) y en el lazo del
dominio B (a.a. 312-320) del virus del Dengue (62,
63).

Estos estudios estan en desarrollo y es prematuro
dar una conclusion completa referente a estos métodos
modernos para el anlisis de determinantes antigénicos
e inmunogeénicos de la proteina E.

Segun estos resultados, aparentemente, la
proteina de la envoltura no presenta secuencias
peptidicas lineares correspondientes a epitopos
susceptibles de inducir anticuerpos neutralizantes
protectores, pero si varios epitopos T, compuestos,
por definicion, de secuencias lineares. Ellas estan
presentes en la proteina E de cualquier flavivirus y en
particular en el Dengue 2 (Denv-2). Estos epitopos
contenidos en las secuencias B y C, estimulan una
respuesta proliferativa de células T auxiliadoras
inducidas por la infeccion viral en ratones. Algunos de
estos epitopos pueden ser reconocidos por varios
haplotipos de raton y podrian ser estudiados para el
humano (64).
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En cuanto a la respuesta de anticuerpos a las
proteinas estructurales, en el trabajo publicado por
V. Churboonchart, en 1991, se pudo constatar que
en la infeccion primaria la mayoria de los sueros
reconocen la proteina E. En las infecciones
secundarias, en fase convaleciente es posible detectar,
en la mayoria de los sueros, anticuerpos contra las
proteinas estructurales E y C. En cerca del 20% contra
la proteina prM y solamente en el 2% contra la
proteina M (58).

Serotipos del virus (13,14).

El dengue es un arbovirosis ocasionado por
cualquiera de los cuatro serotipos diferentes del virus
(Denv-1, Denv-2, Denv-3y Denv-4), estrechamente
relacionados, pero seroldgicamente distintos. Dentro
de cada serotipo hay varias cepas y genotipos, que
probablemente son mas 0 menos virulentas, pero los
factores de virulencia no son totalmente conocidos.
Por ejemplo el Denv-2 presenta 2 genotipos (el del
sudeste asiatico y el americano) el primero asociado
al dengue hemorragicoy el segundo al dengue benigno
(10).

Cada serotipo crea inmunidad especifica a largo
plazo contra el mismo serotipo (homdélogo), de por
vida. Y aln cuando son antigénicamente similares, la
infeccion por un serotipo, no produce inmunidad
contra los otros serotipos, s6lo produce inmunidad
parcial, o sea, no proveen inmunidad cruzada (6, 12,
29, 30, 35, 37).

Los cuatro serotipos son capaces de producir
infeccidn asintomatica, enfermedad febril y cuadros
graves que pueden conducir hasta la muerte, dada la
variacion genética en cada uno de los cuatro serotipos.
Algunas variantes genéticas parecen ser mas virulentas
o0 tener mayor potencial epidémico (17, 19, 30-32,
35).

Los cuatro serotipos del virus del dengue son de
amplia distribucién en diversos paises: Filipinas,
sudeste Asiatico, India, islas del Pacifico, Nueva
Guinea, Australia septentrional, Grecia, Malasiay
Tailandia. En Ameérica, se describe desde el Sur de
EE.UU hasta la Argentina, habiéndose descrito en
forma epidémica en Cuba, Centroamérica, Trinidad y
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Colombia (11,22,23,30,33,66-69).

Distribucién de los serotipos por paises.

Denv-1: Caribe, Centro América, México, sur
de EUA, Colombia, Nigeria, Senegal, India,
Bangladesh, Filipinasy Australia.

Denv-2: Caribe, México, Venezuela, Colombia,
Senegal, Kenya, Nigeria, India, Bangladesh y Filipinas.

Denv-3: India, Bangladesh, Filipinas, Pakistan,
Sri Lanka, México. Centro Américay Australia.

Denv-4: SE de Asia, Sri Lanka, India, China,
Centro América, Surinam, México, Colombia.

En un estudio realizado en Bangkok el Denv-3
fue el serotipo mas frecuentemente aislado en infeccion
primaria (49%), Denv-2 en secundaria y en fiebre
hemorrégica (37% y 35%, respectivamente). El
serotipo predominante vario por afios: en 1990-92
fue Denv-1; de 1973-86 y 1988-89, Denv-2; en 1987
y 1995-99, Denv-3y en 1993-94, Denv-4 (70).

La circulacion de los serotipos ha ido de ninguno
o uno a multiple, en lamayoria de los paises (8), y en
varios se ha observado la circulacion simultanea de
los serotipos 1, 2 y 4 durante varios afios lo que pone
a estos en grave riesgo de DH epidémico (5).

Clasificacion de la fiebre por dengue.

La OMS distingue 4 grados de severidad en la
enfermedad (5,10-12,71-73).

Grado I: fiebre, sintomas constitucionales no
especificos, la prueba del torniquete es positiva.
Corresponde a la forma benigna (Fiebre de dengue).

Grado I1: Grado | + sangrando esponténeo (la
piel, las encias, el tracto digestivo). También
corresponde a la forma benigna.

Grado Il1: Grado Il + fallo circulatorio y
agitacion. Corresponde a la forma severa (puede
expresarse como "Dengue Hemorragico" (DHF) o
como "Sindrome de choque Hipovolémico por
Dengue (SCD) que puede ser mortal.

Grado 1V: Grado I1 + el choque profundo, pulso
y tension arterial no detectables. También corresponde
a laforma severa.

Formas clinicas del dengue.
El dengue presenta un amplio espectro clinico,
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las diferentes formas clinicas de este arboviros han
sido comparadas por Guzman y Kouri con un
“iceberg” en cuya base se encuentran las infecciones
asintomaticas, en el nivel intermedio la forma benigna
(DC, 95% de los casos) y en los superiores, la forma
hemorrégica (DHF) y el sindrome de choque
hipovolémico por dengue (SCD), que constituyen el
5% de los casos (figura 3) (6, 10, 74).

Esta reportado que en los casos de FHD el ataque
es abrupto en todos los pacientes. El 97% presenta
dolor de cabeza intenso, el 90% mialgia, el 40%
salpullido superficial, el 29% vomitos y el 9% artralgia
en larodillay junturas de la cadera. También anuria,
linfoadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia (10-
12,17, 20, 22, 25, 31, 32, 66, 67, 73, 75).

DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD

( ASINTOMATICO ] | SINTOMATICO ]

I DENGUE.CLASICO ] [ DENGUE HE.MORRAGICO ]

D CHOQUE ] [ ocon CHOQUE (50D) ]

Figura 3.- Formas clinicas del Dengue.

En el rango de la forma benigna, se observa
principalmente en menores de 15 afios, casos de
infeccidn asintomatica o con sintomatologia leve (fiebre
leve 0 moderada, presencia o no de rash cutaneo).
Los factores de edad, sexo y raza, merecen un analisis
cuidadoso y profundizar en los estudios
epidemioldgicos y genéticos. Hay quienes afirman que
la predisposicion a la forma severa del dengue,
desciende de manera significativa pasados los 12 afios
de edad y otros que el incremento de la edad favorece
el riesgo de desarrollar las formas severas de la
arbovirosis; en cuanto al sexo, las mujeres enfermarian
con mas frecuencia que los hombres y en la raza, la
caucasica se afectarian mas a menudo que los de raza
negra (10-12,17,20,22,25,31,32,66,67,73,75).

Fiebre por dengue. Se presenta un cuadro
clinico caracterizado por aparicién repentina de fiebre
asi como la presencia de signos y sintomas no
especificos, incluyendo dolor frontal de cabeza, retro-
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orbital, articular y muscular, nduseas, vomitos y
debilidad, erupcion en la piel, molestia a la luz,
enrojecimiento de la faringe, conjuntivitis, dolor
abdominal leve, nduseas, vomito, diarrea, alteraciones
del gusto, prurito generalizado, insomnio, temor,
depresion, asi como bradicardia relativa y adenopatias
(10-12,17,20,22,25,31,32,66,67,73,75).

Dengue hemorragico (FHD). Durante la fase
aguda es dificil diferenciarlo de la fiebre por dengue,
pero en la fase critica del FHD, se manifiestan
sintomas de falla circulatoria o se pueden presentar
manifestaciones hemorragicas cuando decrece la
temperatura hasta un estado normal. Los sintomas
incluyen: hemorragias epiteliales, de mucosas y de
drganos internos (petequias, purpura, esquimosis,
hematuria, epistaxis, sangrado de encias, sangrado
intestinal y gastrico, prueba del torniquete, positiva a
causa de las micro-hemorragias de los capilares de la
piel), ascitis, derrame pleural, hepatomegaliay un
aumento en la permabilidad vascular, que puede
ocasionar choque hipovolémico debido a la "fuga" de
plasma hacia el espacio extravascular e intersticial. El
periodo de shock dura sélo uno o dos dias y la mayoria
de pacientes responde rapidamente a una vigilancia
estrecha con oxigenoterapia, rehidratacion y otras
medidas (10-12,17,20,22,25,31,32,66,67,73,75).

En la forma benigna de esta infeccion, hay una
respuesta inmunitaria con predominancia de la sub-
poblacion linfocitaria TH1 y que en cambio en su forma
severa, es laactividad de tipo TH2 la que influencia el
desarrollo de la enfermedad (10-12, 17, 20, 22, 25,
31,32,66,67,73,75).

Sindrome de choque por dengue (SCD). Es
la forma mas grave de dengue, necesariamente
requiere tratamiento hospitalario, ya que el sistema
circulatorio del paciente se ve muy comprometido,
aparecen signos de insuficiencia circulatoria, la piel se
torna fria, amenudo hay cianosis, pulso débil y rapido,
el paciente puede presentar letargo, inquietud y luego
entra en la etapa de choque que se caracteriza por
pulso acelerado y débil, reduccién de la presion del
pulso (20 mmHg o 2,7 kPa o inferior) o hipotension
marcada con piel fria, himeda y agitacion (10-
12,17,20,22,25,31,32,66,67,73,75).
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Estos pacientes estan en peligro de muerte si no
se les administra enseguida el tratamiento adecuado.
La mayoria se mantienen conscientes casi hasta la
etapa final.

Esta etapa es corta, el paciente puede morir de
12 a 24 h o recuperarse con rapidez después del
tratamiento; no corregido puede llevar a la acidosis
metabdlica, hemorragia grave del aparato digestivo o
cualquier otro 6rgano con un prondstico desfavorable.
Puede aparecer también encefalopatia por alteraciones
metabdlicas y electroliticas. La convalescenciaen el
FHD con o sin choque suele ser corta, alin en casos
de choque profundo. Una vez corregido éste, los
pacientes se recuperan entre 48 a 72 h (4,10-
12,17,20,22,25,31,32,66,67,73,75).

Dengue hemorragico sin choque. Las
manifestaciones clinicas son semejantes a las del
dengue clasico, es decir, fiebre alta, vomitos, cefalea,
artralgias, mialgias, anorexia, etc. La epigastralgia, la
sensibilidad en el reborde costal derecho y el dolor
abdominal son comunes. La temperatura es alta del
2° al 7° dia'y posteriormente baja a nivel normal o
subnormal. En ocasiones sube a 40°C 0o mas y puede
acompafarse de convulsiones febriles. La
manifestacion hemorragica mas comun es una prueba
del torniquete positiva. En muchos casos se encuentran
hemorragias en sitios de venipuncion. En la etapa inicial
podemos ver petequias finas diseminadas por las
extremidades, axila, caray paladar blando. Puede
verse erupcion maculopapular al principio y al final de
la enfermedad. Las epistaxis y la hemorragia gingival
son poco frecuentes. Puede existir hepatomegalia de
2 a 4 cm, dolorosa a la palpacion (10-
12,17,20,22,25,31,32,66,67,73,75).
Inmunopatogenia.

El mecanismo inmunopatoldgico, que se
desarrolla ante la infeccidn de los serotipos de dengue;
no se conoce con exactitud pero se han desarrollado
modelos hipotéticos para tratar de explicar por qué
un paciente puede desarrollar FDH o quedarse en la
fiebre por dengue (FD). Las dos teorias méas aceptadas
son (11, 76):

1™: si un caso ha sido infectado en una primera
infeccion por un serotipo, especialmente el Dengue 1,
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queda protegido contra ese serotipo, pero no contra
los otros serotipos y, al contrario, en una infeccion
secundaria o terciaria, los anticuerpos de la primera
infeccion, facilitan la ayuda de estos segundos virus
infectantes hacia los monocitos, donde se multiplicaran
en gran cantidad, empobreciendo la membrana celular,
lo que ocasiona salida de sustancias vasoactivas como:
bradiquina, histamina, sustancias activadoras del
complemento, citoquinas y otras, que llevan al aumento
de la fragilidad capilar lo que ocasiona salida del
plasma del espacio intravascular al extravascular,
produciéndose los derrames pleurales, abdominales,
articulares y en cualquier otro espacio del organismo.
Esto lleva a la deplesion del volumen sanguineo y,
como consecuencia, se desarrollael SCD. También
se activan las sustancias que estimulan la aparicion de
la coagulacién intravascular diseminada (CID) lo que
agrava el sindrome de choque.

Se incluyen, los menores de 1 afio de edad con
infeccion primaria nacidos de una madre portadora
con experiencia inmunoldgica con dengue, los cuales
portan anticuerpos transferidos por via transplacentaria
(5).

2%: hay serotipos de virus muy agresivos cuya
virulencia se potencia en los pases sucesivos del
mosquito al hombre y del hombre al mosquito,
ocasionando formas severas de FHD y de SCD que
pueden llevar a la muerte en la primera infeccion que
sufra una persona.

Replicacion-transmision.

El ciclo de transmisidn del virus del dengue por
el mosquito Aedes aegypti comienza con una persona
infectada con el dengue, que tendra el virus circulando
en la sangre (viremia que dura aproximadamente cinco
dias) (72).

El virus es inoculado en los seres humanos con
la saliva del Aedes aegypti hembra, este se localizay
se replica en diversos 6rganos diana, por ejemplo,
nddulos linfaticos locales e higado. Posteriormente se
libera y se difunde por la sangre para infectar los
leucocitos y otros tejidos linfaticos, de ahi es liberado
y circulaen la sangre (72).

El mosquito ingiere sangre que contiene el virus,
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que se replica en su zona embrionaria del tubo
digestivo, los ovarios, el tejido nervioso y el cuerpo
graso. Se difunde luego en la cavidad corporal y
posteriormente infecta las glandulas salivales, donde
se replica. Cuando el mosquito pica a otro ser humano,
el ciclo continda (72).

Numero de casos de Dengue.

En América Latina, la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) registré en el 2001
alrededor de 610,625 casos de dengue en 20
territorios nacionales. Los paises con mayor nimero
de infecciones fueron Brasil (390,701casos),
Venezuela con 83,180 (6,541 hemorragico),
Colombia con 55,437 (6,563 hemorragicos) y Per(
con 23,304 (10).

En el sureste de Asia, en el 2001, ocurrieron
119,707 casos de Dengue/Dengue hemorragico y 452
fallecimientos por esta causa (77).

En el 2001 también, se observo un aumento
progresivo del nimero de casos de dengue
hemorrégico particularmente en paises de América
central (El Salvador, 55 casos; Nicaragua 458,
Honduras 431, Meéxico 191, Per) (10).

Segun reporte de la Organizacién Panamericana
de la Salud, hasta el 3 de febrero del 2004 el nimero
de casos de Dengue en las Américas es como se refleja
en el cuadro 1 (68):

Cuadrol
Numero de casos de Dengue en las Américas
(3 febrero 2004).
Subregion Dengue DHF  Muertes
Andina 93,240 6790 27
América Central 46,305 758 26
Cono sur 324,738 618 33
Caribe 8,647 287 75

Factores de riesgo en la aparicion, distribucion y
transmision del dengue.

Los factores de riesgo en la aparicion,
distribucion y determinantes de la transmision del
Dengue se dividenen (5):
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Macrofactores: son los factores de riesgo
ambientales y sociales, que a su vez pueden dividirse
en:

Ambientales: una latitud de 35° N a 35° S, una
altitud de 2,200 m, una temperatura entre 15-40 °Cy
la humedad relativa de moderada a alta (33).

Sociales: la densidad de la poblacion de
moderada a alta; viviendas con tejidos de alambre
inadecuados, desaguies obstruidos con desechos; agua
almacenada por més de 7 dias, ausencia de
abastecimiento de agua corriente individual,
disponibilidad intermitente y uso de depdsitos
destapados. También incluye la recoleccién de
desechos sdlidos, el estado socioecondémico, los
periodos inactivos en la casa durante el dia y las
creencias y conocimientos sobre el dengue.

Microfactores: son aquellos factores de riesgo
del huésped, el agente y el vector.

Factores del huésped: incluye el sexo, la edad,
el grado de inmunidad, las condiciones de salud
especificas y la ocupacion.

Factores del agente: las cepas y nivel de viremia.

Factores del vector: la abundancia y focos de
proliferacion del mosquito; la densidad y edad de las
hembras, la frecuencia de alimentacion, preferencia
de huéspedes, disponibilidad de huéspedes y
susceptibilidad innata a la infeccién.

Diagnostico viral (78).

El diagnostico viral en el laboratorio incluye:
Técnicas directas para la demostracion viral.

- Las que visualizan la particula viral o su efecto
celular especifico como las tinciones para microscopia
de luz, la microscopia electrénica y el cultivo o
aislamiento viral (los mas empleados son cultivos
primarios, cepas de células diploides y lineas
celulares).

- Las pruebas para demostracion de antigenos
virales, que permiten descubrir y caracterizar un virus
en cultivo celular cuando todavia no se produce el
efecto citopético, o éste no es evidente o en los casos
en que el virus se debe reconocer por otras
propiedades o caracteristicas en cultivo: la
hemadsorcion, la inmunofluorescencia directa (IFA),
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radioinmunoensayo (RIA) o inmunoensayo ligado a
enzimas (ELISA 0 EIA) y las pruebas de latex.

- Las que evidencian o descubren el material
genético especifico viral conservado y replicable ya
sea que se encuentre en un fluido, en una célula o
tejido, ya sea activo o latente: ensayos de amplificacion
genética (reaccion en cadena de la polimerasa, PCR;
Reaccion en cadena de la ligasa o LCR, Sistema QB
replicasa, ADN ramificado (branched) o bADN) e
hibridizacién (sondas).

Técnicas indirectas para el descubrimiento viral.

Estas son las técnicas seroldgicas tradicionales
para descubrir anticuerpos contra determinado agente
viral, teniendo en cuenta que la exposicion al agente
produce una respuesta por parte del sistema inmune
que genera la produccion de anticuerpos especificos.
Estos ensayos se pueden clasificar en tres grupos con
base en la cuantificacion de la reaccion antigeno-
anticuerpo.

a. Los que dependen de la capacidad del
anticuerpo gue se une al antigeno para ejercer alguna
funcion no relacionada con el virus, por ejemplo: la
fijacion del complemento (FC), hemaglutinacién
indirecta (HI), aglutinacion por latex.

b. Los que miden la capacidad de los anticuerpos
para bloguear la funcién viral especifica como la
neutralizacion, la inhibicidn de la hemaglutinacion (IH),
la inhibicion de la neuraminidasa (que mide la capacidad
de los anticuerpos para bloguear la infectividad viral),
la hemaglutinacién viral y la actividad de
neuraminidasa.

c. Los que miden directamente la interaccién
antigeno-anticuerpo como por ejemplo: la IFA
indirecta, el RIA, ELISA, Inmunoblot y Western blot.
Diagnostico del Dengue.

El diagndstico del laboratorio es esencial para la
confirmacion del dengue (6), este incluye técnicas de
aislamiento e identificacion del virus, de diagndstico
seroldgico y de biologia molecular (deteccion del ARN
del dengue) (20, 57, 78).

La deteccion de antigenos virales en sueros
virémicos es necesaria para las investigaciones clinicas
y epidemioldgicas y debe realizarse rapidamente para
implantar tempranamente el tratamiento anti-choque
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alos enfermos y la deteccion precoz de un brote (57).
Deteccidn del antigeno.

Por diferentes investigaciones se ha podido
constatar, que la viremia ocurre en la etapa temprana
del periodo febril del dengue y su eliminacion es cuando
disminuye la fiebre y aumentan los niveles de
anticuerpos. Los primeros en demostrar esto fueron
Ashbury Craig en una investigacion en Manila en 1906.
Por consiguiente, al aplicar las técnicas de aislamiento
viral en muestras tomadas en el primer dia de la
aparicion de los sintomas por lo general son positivas,
esto se ha detectado en el 73 % de los casos (79-
81).

Aislamiento e identificacién del virus (82,83).

Para la técnica del aislamiento del virus, se debe
obtener una muestra de suero tan pronto sea posible
o dentro de 5 dias después de la fecha del comienzo
de sintomas (11), ya que se ha podido constatar que
el periodo virémico se encuentra entre los dias4y 5
después del comienzo de los sintomas (83).

Es una técnica Util y sensible para la confirmacion
de la infeccidn por el virus de dengue, sobre todo si
se toma la muestra antes de que desaparezca la fiebre
(82, 84, 85).

Aungue el dengue es una de las principales
enfermedades virales en el hombre, sus cuatro
serotipos se consideran entre los que mayores
dificultades tienen para su aislamiento y multiplicacion
en el laboratorio (86). Entre estas técnicas se
encuentran:

Aislamiento viral en ratones: la inoculacion
intracerebral de la muestra en ratones recién nacidos
(1 6 2 dias) es el método tradicional y a su vez el
menos sensible, para el aislamiento del virus (82, 83).

Aislamiento en células de cultivos y en mosquitos:
las técnicas de cultivo de tejidos en aislamiento de los
virus del dengue aument6 considerablemente su
eficacia, aunque todavia no se ha encontrado ninguna
linea celular de mamiferos o de mosquitos en donde
todas las cepas del virus dengue produzca un efecto
citopatogénico (82, 83).

\arias lineas celulares de mamiferos se han usado
con distintos grados de sensibilidad, para el aislamiento
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de estos virus (LLCMK 2; BHK 21). Las células de
mosquitos se han utilizado en forma creciente ya que
resultan mejores para el aislamiento pues son mas
sensibles, faciles de multiplicar y mantener a
temperatura ambiente, se mantiene hasta 14 dias sin
necesidad de cambiarles el medio de cultivo y pueden
llevarse al terreno y ser inoculadas directamente con
suero de pacientes. Las lineas celulares de mosquitos
gue han mostrado una mejor sensibilidad para el
aislamiento (AP 61; C636; Tra284; CLA-1) (82, 83).
La inoculacion de mosquitos adultos, es el método
desde el punto de vista técnico, que resulta mas
sensible para el aislamiento viral. El aedes albopictus
y el toxorinchites splendens son los utilizados.

A pesar de esta ventaja el método de eleccion
analizando la sensibilidad del sistema y la factibilidad
de su realizacion es el aislamiento en linea celular C636
gue se logra en un porcentaje relativamente alto y al
mismo tiempo es sencillo en su ejecucion pues la
inoculacién de mosquitos resulta engorroso ya que
requiere habilidades especialidades y el tener las
colonias en insectarios, que son instalaciones
relativamente costosas y no frecuentes en nuestra
region (82, 83).

En aislamientos virales en muestras con infeccién
primaria el nimero de casos positivos oscila entre el
51y el 100%, demostrandose, ademas, que es en
estos pacientes donde se encuentran los mayores
titulos de antigeno (84).

Aislamiento e identificacion viral (Tomado del
Manual de Procedimiento del IPK. Cuba y Método
gue se realizaen CNDR- MINSA. Nicaragua)

Este procedimiento consta de los siguientes pasos
(82,83,87):

I. Multiplicacion de células C636

I1. Congelacion de células C636

HHH. Descongelacién

IV, Aislamiento viral

V. Identificacién viral por inmunofluorescencia
indirecta (IFI).

Las células fluorescentes se observaran cuando
haya una reaccion con el monoclonar especifico. Un
aislamiento positivo confirma un caso de dengue.
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Lo ideal en un procedimiento diagndstico es la
deteccion de antigenos virales en muestras clinicas,
seguido por su identificacién. El aislamiento y
tipificacion de virus permite la deteccién e
identificacion especifica del dengue, pero su
sensibilidad depende mucho de una adecuada
recoleccion y conservacion de la muestra, y requiere
de 5 a 10 dias para dar resultados apareados (87,
88).

El método maés sensible, rapido y econémico de
identificacion del virus es mediante la
inmunofluorescencia indirecta, utilizando anticuerpos
monoclonales especificos contra los cuatro serotipos
del virus (86).

Diagnostico seroldgico (82, 83).

Para el diagnostico seroldgico, se requiere una
muestra de suero en la etapa convaleciente obtenida
al menos 6 dias después de la fecha de comienzo del
primer sintoma (12).

Los estudios sobre la repuesta de anticuerpos al
dengue comenzaron en 1930 con el desarrollo de una
técnica de fijacion del complemento. En la década de
los 60 empezd a utilizarse una técnica de inhibicion de
la hemaglutinacion con el fin de detectar anticuerpos
totales contra los cuatro serotipos del dengue y
clasificar las infecciones en primarias 0 secundarias
(89-91).

En estudios recientes en infecciones primarias
sobre la cinética de la respuesta de anticuerpos, se
demostrd el incremento de los de tipo IgM en
préacticamente todos los pacientes, a los dos dias de
la disminucion de la fiebre; con un pico en la respuesta
aproximadamente a las dos semanas. En infecciones
no primarias, la respuesta de anticuerpos IgM es
variable, en algunas ocasiones esta ausente o es muy
baja, pero existe un marcado incremento de los de
tipo 1gG (figura 4) (92, 93).

Tan pronto como surgi6 el método ELISA fue
evaluado para los flavivirus. Las desventajas de este
método son su baja sensibilidad, pues requiere de
titulos muy altos de virus para obtener una correcta
identificacion y que no reaccionen con cepas de cierta
distribucion geogréfica. En el caso de los virus del
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Figura 4.- Cinética de la respuesta inmune durante la
infeccidon por dengue.

dengue esta sensibilidad fue extremadamente baja.

Estos virus propagados en células de mosquito
pueden ser identificados facilmente utilizando
anticuerpos monoclonales tipo especifico, pero estos
métodos son muy laboriosos.

Los ensayos ELISA para el diagnostico incluyen
los tipicos ensayos de captura en fase solida para la
deteccion de anticuerpos IgM e 1gG y la deteccion
de anticuerpos IgE e IgA en suero, plasma o saliva
(94, 95).

Inmunoensayo enzimatico (ELISA) de
captura para IgM anti-dengue. Método de
eleccion por su economia, sencillez y relativa rapidez.
Es de gran utilidad para el trabajo durante epidemias
y constituye el sistema de eleccion para la vigilancia
seroepidemioldgica ya que tiene una elevada
sensibilidad y especificidad, sin embargo, no permite
identificar los serotipos circulantes (12,82,83,86, 87).
Permite un diagnostico rapido empleando una sola
muestra colectada en fase aguda, el diagnostico
temprano de esta enfermedad se puede mejorar, si se
colecta una segunda muestra alrededor del séptimo
dia de iniciados los sintomas (91, 94).

Los resultados de esta técnica deben
interpretarse con cuidado, porque dependen en gran
medida del momento en que se tome la muestra y del
tipo infeccion (primaria o secundaria) que presente la
persona afectada (87).

Los anticuerpos IgM se desarrollan rapidamente
durante la infeccion (la positividad a IgM se ha
reportado en el 98% de las muestras con dengue en
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fase convaleciente) y son detectables a partir del quinto
dia del comienzo de los sintomas, durando en sangre
hasta 3 meses aproximadamente por lo que, los sueros
convalecientes deberan ser colectados antes de que
la IgM alcance niveles no detectables (65-67). La
deteccion de anticuerpos IgM anti-dengue indica una
infeccion activa o reciente. (4, 12, 82, 83).

ELISA de captura de IgM. Las tiras son
sensibilizadas con una inmunoglobulina de carnero anti
IgM humana, que reaccionara con los anticuerpos de
clase IgM presentes en la muestra del paciente. Al
adicionar el antigeno del virus del dengue éste
reaccionara con las inmunoglobulinas M capturadas
si estas son especificas para el virus. Posteriormente
se adiciona el conjugado, formado por inmuglobulinas
anti virus dengue acopladas a la enzima peroxidasa
del rdbano, que reaccionara con el antigeno del virus.
Cuando se adiciona el substrato este es degradado
por la enzima peroxidasa traduciéndose en un cambio
de color en la reaccion en las muestras positivas (82,
83, 87).

El MAC-ELISA (captura de anticuerpos IgM
anti-dengue) es el sistema propuesto por la OPS, por
su elevada especificidad, sensibilidad y rapidez en su
ejecucion. Es una herramienta de gran valor para la
vigilancia seroldgica de la fiebre del dengue y la FHD
y es la prueba seroldgica seleccionada por la mayoria
de los laboratorios (4).

Es apropiada para el anélisis de sueros
individuales colectados 5 0 mas dias después del inicio
de laenfermedad (MAC-ELISA) (4, 88).

Prueba de neutralizacion (Prueba de
Neutralizacion por Reduccion de placas): es costosa
y laboriosa y pocos laboratorios la tienen normalizada
en laregion. Es muy Util para estudios retrospectivos
y tratar de discernir los serotipos circulantes en una
determinada region o grupo poblacional (82, 83, 86,
87).

Titulacién del virus del dengue y neutralizacion
por reduccion de placas (Morens et al. Tomado
del Manual de Procedimientos del IPK. Cuba).

Técnica de elevada especificidad, util para la
identificacion viral y para la deteccion de anticuerpos
contra el virus del dengue. Para esta prueba los virus
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pueden ser aislados en cualquier sistema aunque en
ocasiones es necesario realizar un pase por una linea
de células de mamifero permisiva LLCMK2, y \Vero
y las de mosquitos.

La utilizacion de células BHK 21 en la técnica
de placas (micrométodo) ha brindado resultados
satisfactorios y rapidos (87).

Diagndstico confirmatorio. Inhibicion de la

hemaglutinacién y la fijacion del complemento son
especificas y sensibles pero mas trabajosas y requieren
de sueros pareados para la confirmacion de los casos
(86-88).
Hemaglutinacion e inhibicion de la
hemaglutinacién (Método de Clark y. Casals,
Tomado del manual de procedimientos del IPK.
Cuba) (87).

Algunos antigenos virales tienen capacidad para
aglutinar eritrocitos de diversas especies, sin embargo
la presencia de anticuerpos especificos en el suero
del paciente evitan la aglutinacion de los eritrocitos
por tales antigenos; cuando esto ocurre se evidencia
la presencia de anticuerpos (78).

El virus del dengue aglutina a eritrocitos de ganso
y humanos del grupo O. Producto de la infeccion del
virus se forman anticuerpos que se unen al virus e
inhiben la hemaglutinacion El titulo de un suero es
considerado como la Gltima dilucién donde se inhibe
la hemaglutinacion (87).

Técnicas Moleculares (82, 83, 86).

El desarrollo de las técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa es claramente uno de los
principales avances técnicos en el diagndstico de las
enfermedades virales. La habilidad para amplificar
millones de veces una minima cantidad de &cido
nucleico provee a la técnica de un poder
extraordinario.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Estéa utilizandose en forma creciente para el diagnostico
de los flavivirus y especificamente para el diagndstico
de los virus del dengue, Mediante esta técnica, el ARN
viral es detectado en casi un 90%. Es una técnica de
diagnostico muy util debido a su sensibilidad,
especificidad y deteccion rapida de cantidades
minimas de material genético viral en las muestras de
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pacientes. Ademas permite evidenciar una infeccion
aunque el individuo se encuentre en ventana
inmunoldgica, lo que permite disminuir la transmision
de estas infecciones (78).

Utilizando la PCR se han detectado directamente
los virus del dengue en sueros de pacientes, en
mosquitos infectados en sobrenadantes de cultivo
infectados y en larvas de mosquitos. Ademas, permite
el estudio de las caracteristicas genéticas de las cepas
circulantes y detectar el &cido nucleico viral en los
tejidos de pacientes fallecidos por dengue.

La PCR potencializa la rapidez en el diagndstico,
pero requiere facilidades especiales y equipamientos
muy caros.

Transcripcion reversa - reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR).

Es un método “in vitro™ que utiliza la sintesis
enzimatica para replicar selectivamente una region
diana dentro de un ADN de doble cadena, de for-
ma similar la amplificacion de ARN puede ser he-
cha proporcionando una copia de ADN comple-
mentario (ADNCc) que haya sido previamente sin-
tetizada por reverso transcriptasa. El principio fun-
damental es la amplificacién de un fragmento espe-
cifico de ADN, por medio de ciclos sucesivos de
multiplicacidn exponencial, hasta llegar a obtener
una cantidad adecuada del producto, el cual puede
ser visualizado por electroforesis. Una sola molé-
cula puede generar méas de un millon de copias de
si misma luego de 30 ciclos de replicacion expo-
nencial (230=1,073,741,842) (87).

Estd comprendida de tres reacciones
consecutivas, la desnaturalizacion, la hibridaciony la
polimerizacion elongacion o extension. Despues de
varios ciclos el producto predominante de la reaccion
sera aquella pieza de ADN la cual esta flanqueada
por los cebadores e incluira a los cebadores por si
mismos.

\fersiones de RT-PCR:

1" Se amplifica segmentos de la region de la
capside viral,

2% Es amplificada parte de la region no
estructural del virus, NS3.

3 El PCR nested o doble PCR 0 PCR anidada,
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en la que se hacen dos amplificaciones sucesivas a
partir del producto inicial obtenido, en la primera se
amplifica una region amplia del virus del dengue
conservada en los 4 serotipos y en la segunda
diferentes regiones especificas para cada serotipo
(78).

Una muestra positiva es aquella donde se logra
amplificar un fragmento de ADNCc con el tamafio
esperado. Un caso positivo por RT- PCR de dengue
es un caso confirmado de dengue.

ElI RT-PCR es una prueba de diagndstico Util y
mas sensible que el aislamiento del virus y titulacion
directa del virus para la confirmacion de infeccion de
virus de dengue en la infeccion secundaria, asi como
en la infeccion primaria, sobre todo cuando las
muestras del plasma son obtenidos antes que la fiebre
mengue (7).

La amplificacion de los ensayos inmunoenzima-
ticos fluorigénicos ha sido descrita para la deteccion
e identificacion del dengue 3 en muestras de sueros.
Este ensayo emplea placas recubiertas con anticuer-
pos monoclonales contra dengue 3. Una vez incu-
bada la muestra se adicionan anticuerpos monoclo-
nales contra dengue biotinilados y seguidamente la
beta galactosidasa-estreptavidina. Esta técnica da la
posibilidad de combinar el efecto de amplificacién
de las interacciones biotina-estretavidina con una alta
sensibilidad en la deteccion fluorigénica, gracias a la
alta afinidad de la biotina por sus enlaces multiva-
lentes a la estreptavidina unida a la beta galactosi-
dasa. Después de la optimizacién de este procedi-
miento se redujeron las interacciones inespecificas a
las proteinas y se incrementaron los enlaces especi-
ficos por el antigeno (89).

El ensayo F-ELISA fue evaluado con 259
sueros para la confirmacion del diagnostico del
dengue. La sensibilidad fue de 90 %, la especificidad
de 99 % y tuvo una coincidencia con el aislamiento
viral del 98%.

El acido nucleico del virus de dengue puede
detectarse con sondas especificas de ADNc o sondas
sintéticas de oligonucleotidos (42, 58, 62). Estas
técnicas, usadas con sondas especificas de serotipo
y topotipo, serdn potencialmente Utiles no sélo para
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la identificacidén sino también para hacer
investigaciones epidemioldgicas del movimiento de
ciertos topotipos (58). La sensibilidad de esta
técnica, en un estudio obtuvo un limite de 1 pg de
ARN de dengue 2 de 11-21 UFP y en otro se obtuvo
sensibilidad de 2,75 log 10 DICT 50 con dengue 2
en mosquitos adultos (62, 90).

Vigilancia epidemioldgica proactiva.

El dengue, por ser de rapida transmision, requiere
de un sistema de vigilancia epidemioldgica proactiva
capaz de detectar tempranamente la propagacion viral
y predecir las epidemias, a fin de orientar las medidas
de control con antelacion al momento de transmision
maxima (87, 88). La eficacia de este sistema depende
de la capacidad de diagnéstico de laboratorio en la
deteccion temprana de la circulacion del virus (96) y
requiere de técnicas de laboratorio rapidas y
confiables.

Entre la técnica recomendadas estan las pruebas
serologicas de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA)
(88,89), el ensayo inmunoenzimatico de captura de
IgM anti-dengue (MAC-ELISA) y la técnica
virologica del aislamiento y la tipificacion seroldgica
del virus de dengue (AlV).

Laimplementacion de la técnica RT-PCR, es una
alternativa que ha sido utilizada exitosamente en
sistemas de vigilancia proactiva de Centro y Sur
América, debido a que permite detectar rapidamente,
con buena sensibilidad y especificidad, minimas
cantidades de ARN del virus en todo tipo de muestras
(69, 87, 99-100), incluyendo las que contienen virus
inactivados debido a un almacenaje inapropiado de
la muestra, o a la formacién de complejos virus-
anticuerpos neutralizantes (98, 101).

Ejemplos de vigilancia epidemioldgica proactiva.

En Aragua State (Menezuela) usando las técnicas
de aislamiento viral, inmunofluorescencia de
serotipificacion (VIIS), laRT-PCR, MAC-ELISA e
inhibicion de la hemaglutinacion (HI), el 97,4% de los
sueros, resultaron positivos por o menos una técnica.
De ellos el 60,4% se clasificaron como casos
confirmados (positivos virologicamente) y 39,6%
como casos probables (negativos viroldgicamente/
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positivos serologicamente). Fueron detectados los
serotipos Denv-1 (51.2%), Denv-2 (37,9%) y Denv-
4 (10,6%) en el 0,3% se detect6 una infeccion dual
de Denv-2 y Denv-4 (96).

Cuando se realizd un estudio comparativo de las
cualidades de diagndstico confirmatorio temprano del
dengue de la técnicas RT-PCR, aislamiento viral en
células C6/36 y serotipificacion con anticuerpos
monoclonales anti-dengue (AlV), ensayo
inmunoenzimatico de captura de IgM anti-dengue
(MAC-ELISA) Yy lainhibicion de la hemaglutinacion
(IHA), los resultados demostraron que la RT-PCR
tuvo: a) mayores tasas de positividad que el AlV, el
MAC-ELISAY la IHA, b) alta sensibilidad (100%) y
aceptable especificidad (73,5%) respecto al AlV'y
c) buena eficacia y rapidez en obtener resultados en
los cuatro dias iniciales de la enfermedad. Cualidades
gue la convierten en una poderosa herramienta para
la vigilancia proactiva del dengue (69).

Ensayos desarrollados para la deteccion de
dengue.

Ensayo de microneutralization para la deteccion
de anticuerpos anti-dengue. Para medir los antigenos
virales se empled un ELISA con anticuerpos anti-
dengue de ratén y una enzima conjugada (anticuerpo
anti-raton). Los resultados de densidad Optica fueron
procesados y graficados y fueron iguales a los de la
prueba de neutralizacion de placa-reduccion en las
infecciones primarias por virus de dengue, pero la
correlacion fue pobre en las infecciones secundarias.
La prueba ofrece las ventajas de facilidad de
realizacion, facilidad en el calculo de resultados, bajo
costo, e incremento de la velocidad (102).

Ensayo inmunocromatogréafico (IC) para la
deteccidn de anticuerpos IgM e 1gG del virus del
dengue. El 78,84% de los pacientes (diagnosticados
por Inhibicion de la hemaglutinacidn) fueron positivos.
Comparado la inhibicion de hemagglutination, la
prueba de IC mostréo 79% sensibilidad y 95%
especificidad y buena "agreement” (k=0,72); la eficacia
fue de 86% (103).

ELISA, Dipstick ELISA para la deteccién de
anticuerpos IgM e IgG en suero (104). La evaluacion
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del Dipstick ELISA mostr6 una concordancia de 96%
y 93% con respecto a un ensayo comercial Rapid
PanBio Immunochromatographic test (IC test) en
la deteccién de anticuerpos IgM e IgG
respectivamente. La sensibilidad del Dipstick ELISA
comparado con un ELISA de captura fue 83% vy la
especificidad de 98. Con respecto al IC test la
sensibilidad para detectar anticuerpos IgM e IgG fue
84% y 94%, respectivamente, y la especificidad fue
98% y 92%, respectivamente.

ELISA NS1 serotipo-especifico para diferenciar
las infecciones primaria y secundaria del virus del
dengue y los serotipos de la infeccién. El ensayo
mostré buena correlacién con un ensayo de
neutralizacion (PRNT). Sugieren que este ensayo
podria reemplazar a los PRNT en los estudios
seroepidemioldgicos para diferenciar la infeccion de
dengue y encefalitis Japonesa y la serotipificacion de
dengue (105).

NASBA (isothermal nucleic acid sequence-
based amplification), ensayo de amplificacion viral
del ARN optimizado, para la deteccion de los cuatro
serotipos del dengue. El ensayo utiliza silice para
extraer el &cido nucleico viral que se amplificé sin el
termociclador. El producto amplificado se descubri6
por un método de sonda-hibridacion. La deteccion
esde 1a 10 PFU/mI, la sensibilidad de 98.5% y la
especificidad de 100% (106).

Restriction site-specific PCR (RSS-PCR),
método de tipificacion para los serotipos 1, 2,3y 4
del virus del dengue. Debido a su simplicidad es Util
para una tipificacion rapida y para estudios
epidemioldgicos en paises endémicos (107).

Ensayos comerciales disponibles.

Dengue Duo Rapid Strip Test. PanBio,
Brishane, Australia: ensayo inmunocromatografico que
incorpora antigenos recombiantes. Es un ensayo de
captura que se realiza en 15 min y detecta IgM e IgG.
Las 4 proteinas recombinantes representan el 80%
de la region n-terminal de las glicoproteinas de la
envoltura viral de los subtipos 1, 2, 3, y 4. La
sensibilidad y especificidad son de 90 y 86%,
respectivamente (108).
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PanBio Dengue Screening ELISA: es un ELISA
de captura que IgM e IgG. Su sensibilidad en dengue
primario y secundario fue de 95%, la especificidad
de 94% (109).

Pan Bio Dengue Duo ELISA: un ELISA de
captura, especifico para anticuerpos IgM e IgG
producidos durante la infeccion por dengue. Posee
una sensibilidad entre 99-100% y una especificidad
de 92.8% (21, 110).

MRL Diagnostics Dengue Fever Virus IgM
Capture ELISA: ensayo de captura para IgM. Su
sensibilidad es de 98% y 100% de especificidad (21,
111).

Pan Bio Rapid Immunochromatographic Test:
Ensayo inmunocromatogréfico, con una sensibilidad
y especificidad de 100% en ambos casos (21).

Fueron evaluados los sueros 62 de pacientes con
dengue (18 con tipo 2, 8 con dengue hemorrégico y
36 confirmados por serologia) y 30 muestras negativas
por cuatro ensayos comerciales para la deteccion de
dengue IgM (9):

ELISA IgM de captura (MRL Diagnostics,
Cypress, Calif), que tuvo una sensibilidad de 98,4%

ELISA IgM de captura (PanBio, Queensland,
Awustralia), con 85,5% de sensibilidad

Dot ELISA dipstick assay (Integrated
Diagnostics, Baltimore, Md.), con 96,8%

Rapid immunochromatographic assay for
dengue 1gG and IgM (PanBio IC), con 83,9%

Todos mostraron una especificidad del 100%.

El dengue secundario se encontro en todos con
el FDH y en el 83% de los restantes pacientes.

Con respecto a las pruebas inmunoldgicas, el
desarrollo de un nuevo Kit de diagndstico conocido
como Dip-S-Ticks ha mejorado el sistema de
diagndstico para la deteccion de anticuerpos IgM
frente al virus dengue (18).

Tendencia actual en los métodos de diagnostico
del dengue.

La tendencia actual en el diagnéstico del dengue
se caracteriza por el desarrollo de ensayos que
emplean como soporte s6lido membranas de
nitrocelulosa, ya sea en formato dot ELISA,
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inmunocromatografico o dipstick ELISA (94, 112,
113). En estos ensayos se buscan anticuerpos IgG e
IgM en las muestras, con la finalidad de incrementar
la rapidez del diagndstico y la clasificacion de la
infeccion en primarias o secundarias. Ademas, de
lograr la accesibilidad a zonas endémicas donde es
dificil la realizacion del diagndstico de esta entidad
por la metodologia tradicional.

Otra vertiente es el desarrollo de antigenos
recombinantes y sintéticos con la finalidad de
incrementar la especificidad del diagnostico basado
en la deteccion de anticuerpos. Se han evaluado
proteinas recombinantes representativa de los cuatro
serotipos del dengue obtenidas en E. coli en ensayos
indirectos para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM.
Estos ensayos han sido comparados con los ensayos
de captura que emplean antigeno natural,
demostrando que los ensayos con antigeno
recombinantes son igualmente sensibles en la deteccion
de anticuerpos IgG e IgM. En relacion con la
especificidad del sistema, ocurre un mejoramiento
sustancial de este parametro ya que disminuye la
interferencia de anticuerpos contra otros flavivirus y
en especifico los anticuerpos generados posterior a la
vacunacion contra estos virus (fiebre amarilla).

Las ventajas anteriormente mencionadas unido
a la disminucion del riesgo de manipulacion de virus
vivos, hacen que las proteinas recombinantes y
sintéticas sean muy Utiles en el desarrollo de nuevos
ensayos para el diagndstico del dengue.

Existen, sin embargo, algunas ambigliedades en
la determinacion de epitopos inmunogénicos. La
utilizacion de fragmentos de proteinas funcionales o
una proteina expresada en bacteria o de péptidos
sintéticos forman parte de la naturaleza de estas
ambiguedades no obstante, siguen siendo una vertiente
en la investigacion con mayor perspectiva en el disefio
de un candidato vacunal efectivo y el desarrollo de
técnicas de diagndstico con mayor especificidad y
sensibilidad (63, 65, 113-115).

Tratamiento.
Hasta el momento no existe tratamiento
antiviral especifico. El tratamiento de las formas
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no complicadas, radica en indicar reposo,
mantener hidratado al paciente (pueden utilizarse
las sales de rehidratacion oral) y administrar
paracetamol, cuando el dengue adquiere la forma
“rompe-hueso”, es necesario en los primeros dias,
recurrir a la dipirona (5).

No existe ninguna vacuna disponible
comercialmente y es improbable la disponibilidad de
una vacuna efectiva contra los 4 serotipos de dengue
en los préximos 10 afios. Hace més de 20 afios se
trabaja en la obtencion de una vacuna contra los 4
serotipos de dengue. La formulacion mas adelantada
estd constituida por virus atenuados contra los 4
serotipos del virus, atn en fase de estudio de campo.
Esta preparacion involucra todos los riesgos que
representa una vacuna viva atenuada (5, 6).

El control del vector es en estos momentos la
Unica alternativa para detener la propagacion de la
enfermedad (6).
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