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Utilidad de la transcripcion reversa—eaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) para la vigilancia proactiva y € diagnostico clinico del dengue*

Comach G*2, Alvarez M1, Camacho D?, Chiarello At, deQuintana M?, Soler M1, Sierra G?,
Guzman D?, Villalobos|3, Rodriguez-Henriquez F?

Un sistema de vigilancia proactiva efectivo para dengue requiere de técnicas de
laboratorio rapidas y confiables que puedan detectar tempranamente la transmision viral
para predecir las epidemias con suficiente anticipacién. En este sentido, la técnica de
reverso transcripcién — reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-PCR) es una alternativa
que ha sido utilizada exitosamente en sistemas de vigilancia proactiva de Centro y Sur
Ameérica. En este estudio comparamos las cualidades de diagndstico confirmatorio temprano
del dengue de la técnicas RT-PCR, aislamiento viral en células C6/36 y serotipificaciéon con
anticuerpos monoclonales anti-dengue (AlV), ensayo inmunoenzimatico de captura de IgM
anti-dengue (MAC-ELISA) y la inhibicién de la hemaglutinacién (IHA). Para el estudio utilizamos
1.019 sueros de pacientes atendidos por el sistema de vigilancia proactiva del estado Aragua,
Venezuela. Los resultados demostraron que la RT-PCR tuvo: a) mayores tasas de positividad
que el AlV, el MAC-ELISA y 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. Estas cualidades la convierten en una poderosa herramienta
para la vigilancia proactiva del dengue.
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INTRODUCCION

El dengue, la arbovirosis tropical humana mas
importante del mundo, es causada por uno de cuatro
serotipos antigénicamente relacionados, pero
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serol6gicamente distintos (Den 1, Den 2, Den 3y Den 4),
deunvirusdel género Flavivirus (Gubler & Clark, 1995;
Rigau-Pérez et al, 1998; Gubler, 1998). En 1998, hubo un
estimado anual de 100 millonesde casos de FD, 500.000
de Fiebre Hemorragica de Dengue (FHD) y 25.000
fallecidos(Gubler, 1998). En Venezuel a, desde 1989 hasta
1998, se han producido 176.211 casos (35.837 de FD y
40.374 de FHD) y 413 muertes (Direccién de Vigilancia
Epidemiol6gica, Ministerio de Salud y AsistenciaSocial,
datosinéditos,1998). Durante todos estos afios, €l estado
Araguasiempre hasido uno delosmas af ectadosy desde
1994 han circulado intensamente los serotipos Den 1,
Den 2y Den 4 (Anonimous, 1990; Larrea et al, 1997,
Ministerio de Sanidad y AsistenciaSocial, 1998).

El dengue, por ser de rapida transmision,
requiere de unavigilanciaepidemiol égicaproactivacapaz
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de detectar tempranamente lapropagacion viral afin de
orientar las medidas de control con antelacién al
momento de transmision maxima (Gubler, 1989;
Organizacion Panamericana de la Salud, 1995; Rigau-
Pérez et al, 1998; Gubler, 1998). Paraladeteccién dela
infeccion por el virus dengue (VD) en la vigilancia
proactiva se han recomendado las pruebas serol 6gicas
de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) (Clarke &
Casals, 1958; Gubler, 1989; Organi zacion Panamericana
delaSalud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997), €l ensayo inmunoenzimético de
capturade lgM anti-dengue (MAC-ELISA) (Kuno et al,
1987; Gubler, 1989; Organizacion Panamericana de la
Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997), y latécnicavirol6gicadel aidamiento
y latipificacion serologicadel VD (AlV) (Gubler et al,
1984; Gubler, 1989; Organizacion Panamericana de la
Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997).

LastécnicasserolégicasdelHA y MAC-ELISA,
aparte de no haber sido creadas para la deteccion e
identificacion del VD, son apropiadas solo parad andisis
de sueros apareados (IHA), o sueros individuales
colectados 5 0 mas dias después del inicio de la
enfermedad (MAC-ELISA) (Clarke & Casals, 1958; Kuno
et al, 1987; Gubler, 1989; Organizacion Panamericanade
la Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997). El AIV s permite la deteccion e
identificacion especifica del VD, sin embargo, su
sensibilidad depende mucho de una adecuada
recolecciony conservacion delamuestra, y requiere de
5al0diasparadar resultados (Gubler et al, 1984; Gubler,
1989; Organizacion Panamericana de la Salud, 1995;
Vorndam & Kuno, 1997; World Health Organization,
1997).

Un avance significativo en el diagndstico del
dengue hasido laimplementacion delatécnicaReverso
Transcripcion-Reaccion en CadenadelaPolimerasa (RT-
PCR), debido a que permite detectar répidamente, con
buenasensibilidad y especificidad, minimas cantidades
deARN del VD entodo tipo de muestrasclinicas (Deubdl
et al, 1990; Lanciotti et al, 1992; Chungue et al, 1993,
Reyneset al, 1994; Harriset al, 1996; Sudiroet al, 1997;
Vorndam & Kuno, 1997; Harriset al, 1998; Rosario et al,
1998; Balmaseda et al, 1999), incluyendo las que
contienen virus inactivados debido a un almacenaje
inapropiado delamuestra, 0 alaformacion de complejos
virus- anticuerpos neutralizantes (Rigau-Pérez et al, 1998;
Vorndam & Kuno, 1997). Uno delos procedimientos més
difundidos, €l descrito por Lanciotti et al (1992), hasido
utilizado exitosamente con ligeras modificaciones en
paisesde Centroy Sur Américay del Caribe (Harrisetal,
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1996; Harriset al, 1998; Rosario et al, 1998; Balmaseda
et al, 1999). En Nicaragua, por gjemplo, desde 1995 ha
sido empleado en la vigilanciaproactivadel dengueen
un nimero seleccionado de casos y adaptada a un solo
paso afin dereducir el tiempo de su gjecucion (Harriset
al, 1996; Harriset al, 1998; Balmasedaet al, 1999).

En € presente estudio realizamos unaevaluacion
exhaustiva de la eficacia de latécnica RT-PCR descrita
por Lanciotti et al (1992), en comparacion con las
técnicasdeAlV, MAC-ELISA elHA, paraladeteccion
temprana de la infeccion activa por VD, utilizando
muestras de suero de pacientes sospechosos de dengue
gue son captados mayormente por el sistema de
vigilanciaproactivadel estado Aragua. Nuestrametaes
incorporarla definitivamente a programa regional de
control y prevencion del dengue para obtener
informacion rapiday precisa sobre laactividad del VD
en tiempo, espacio y serotipos circulantes, sobre todo
de los asociados con las formas severas de la
enfermedad.

MATERIALESY METODOS
Muestrasdepacientes

Se evaluaron 1.019 pacientes sospechosos de
dengue, captados entre Octubre de 1997 y Diciembrede
1999 por € sistemadevigilanciaepidemiol gicaproactiva
del estado Araguay otros centros de salud publicos y
privados de éste y otros estados. Las muestras de los
pacientes (sueros sanguineos colectados in vivos en
losprimeros5 diasdeinicio delaenfermedad [DIE], asi
como tejidos de drganos en fallecidos) fueron
procesadas en el Laboratorio Regional de Diagnostico e
Investigacion del Denguey otras Enfermedades Virales
(LARDIDEYV). Cadamuestra estaba acompafiadade un
cuestionario (fichade paciente) coninformacién clinico-
epidemiolgicadd caso.

Extraccion deARN viral y RT-PCR paralatipificacion
dd vd.

Laextraccion del ARN vira serealizo utilizando
el kit RNAgents (Promega) siguiendo lasinstrucciones
del fabricante. Laextraccion deARN vird delasmuestras
detgjidos de autopsia (higado, bazo, pulmén, corazén)
se realizé en forma similar al suero, excepto que
previamente se digirieron las proteinas contaminantes
del tejido mediante unamaodificacion del método delisis
celular con proteinasaK (Delidow et al, 1993). La RT-
PCR se realizé mediante el procedimiento descrito por
Lanciotti et al (1992) utilizando € kit deAccessRT-PCR
(Promega), con modificaciones en los tiempos de los
ciclos recomendados por el fabricante. Los ADNc
amplificados del VD (amplicones) fueron analizados
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mediante electroforesis en gel de agarosaal 2% (100V,
60 min), seguido de tincion con bromuro de etidio y
visualizacion con luz ultravioleta(UV). Laidentificacion
del serotipodel VD se realizé deacuerdo alatalladela
banda de cada amplicon relativa a la correspondiente
del marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder,
Promega). Lapreparacion delas muestras (extraccion de
ARN) y laamplificacion delos ADNCc, serealizaron en
areas fisicas diferentes utilizando pipetas esterilizadas
separadas y puntas antiaerosoles para evitar
contaminaciones cruzadas. En cada andlisis, se
incluyeron como controles negativos sueros de personas
sanas y, como controles positivos sueros de pacientes
con diagndstico previo por AlV y virus Den-1, Den-2,
Den- 3y Den-4 aislados en células C6/36 (Gubler et al,
1984). Losvirus Den-1, Den-2, y Den-4 fueron aislados
autéctonosrealizadosen el LARDIDEV, y €l de Den-3,
procedente de Aruba, fue gentilmente donado por el
Dr. Ferdinando Liprandi del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (1VIC).

Aislamiento viral y serotipificacion especifica con
anticuer posfluor escentespoliclonalesy monoclonales
anti-dengue (Al V).

El aisamiento del virusdengue (VD) seredizden
la linea celular C6/36 (Clon HT) y la serctipificacion
especificamediante | as técnicas deinmunofluorescencia
directa (IFD) e indirecta (IFl), con anticuerpos
policlonalesy monoclonal es anti-dengue (Gubler et al,
1934).

Inhibicién delaHemaglutinacion (IHA)

La pruebainmunoseroldgicade inhibicién dela
hemaglutinacion (IHA) fue realizada segun el
procedimiento descrito por Clarke & Casals (1958). En
muestras Unicas, se consideraron como positivos todos
los sueros que presentaron titulos reciprocos de IHA
>1:2560; segun los criterios de reconocidos expertos
(Gubler, 1989; Organizacion PanamericanadelaSalud,
1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health Organi zation,
1997). Todos estos positivos se consideraron como
casos de infeccion secundaria.

EnsayoinmunoenzimaticodecapturaparalgM anti-
dengue(MAC-ELISA)

LatécnicaMAC-ELISA serealiz6 siguiendo €l
procedimiento descrito por Kuno et al (1987), con
modificacionesintroducidasen el Instituto de Medicina
Tropica “PedroKouri” (1995) y enel LARDIDEV (datos
inéditos).
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M étodosdeandlisisestadisticoseinter pretacion

Cuando fueron necesarios, los andlisis
estadisticos de Odds Ratio (OR), limitesde confianzaal
95% (L C95%) y val ores de Chi-cuadrado (c?) de Mantel-
Haenszel y de probabilidad (p) aun nivel de confianzaa
de 0,05, fueron automatizados con € programa (software)
Epilnfo, version 6.04b (USD, Incorporated, Stone
Mountain, Georgia).

RESULTADOSY DISCUSION

Las tasas de positividad de cada una de las
técnicasutilizadas fueron de 35,6% (363 de 1.019) parala
RT-PCR; 32,6%(332de1.019) paradd MAC-ELISA, 24,4%
(249de1.019) paralalHA y 12,5% (127 de 1.019) parael
AlV. Losresultados de nuestro estudio demuestran que
en condicionesrutinarias devigilanciaproactiva, laRT-
PCR detectamas casos positivos de dengue que el AlV,
0 las pruebas serol 6gicas convencional es. Con respecto
a AlV, Reynes et al (1994) y Balmaseda et al (1999),
también en condiciones de campo, pero utilizando
métodos diferentes de RT-PCR, reportaron resultados
muy similares alos nuestros. Lasuperioridad de laRT-
PCR sobreel MAC-ELISA eradeesperarsedebidoala
conocidalimitadasensibilidad de estaltimaen lasfases
inicialesdelaenfermedad (Gubler, 1989; Organizacion
PanamericanadelaSalud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997;
World Health Organization, 1997, Gubler, 1998). La
supremacia de la RT-PCR sobre lalHA, aunque estuvo
restringida a la deteccion de casos probables de
infecciones secundarias (ver materiales y métodos), es
remarcable en vistade laaltasensibilidad atribuidaala
prueba IHA para el diagnostico de este tipo de
infecciones (Clarke & Casals, 1958; Gubler, 1989;
Organizacién Panamericanadela Salud, 1995; Vorndam
& Kuno, 1997; World Health Organization, 1997).

Utilizando el A1V como pruebadereferencia, la
RT-PCR demostrd tener una sensibilidad de 100%,
especificidad de 73,5%, coincidencia de 76,8%, valor
predictivo positivo de 35% y valor predictivo negativo
de 100%. Todos los serotipos (Den 1; Den 2y Den 4)
identificados por el AlV, también lo fueron por la RT-
PCR (100% de sensibilidad y especificidad). El indicede
sensibilidad dela RT-PCR abtenido en nuestro estudio,
es similar, o superior, a los reportados por otros
investigadores (Lanciotti et al, 1992; Chungueet al, 1993,
Reynes et al, 1994; Sudiro et al, 1997; Rosario et al,
1998; Balmasedaet al, 1999); €l indice de especificidad,
sin embargo, fue menor (Deubel et al, 1990; Lanciotti et
al, 1992; Chungueet al, 1993, Sudiro et al, 1997; Rosario
et al, 1998; Balmaseda et al, 1999). Esta menor
especificidad sugiere que se pudieran estar detectando
muchosfal sos positivos, 1os cuales contribuirian también
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areducir el indice de valor predictivo positivo. Aln
cuando no descartamos totalmente esta eventualidad,
las precauciones extremas tomadas para evitar
contaminaciones (ver materialesy métodos), disminuyen
la probabilidad de ocurrencia de falsos positivos.
Adicionalmente, al repetir los andlisis de algunas
muestras la RT-PCR demostr6 una mayor
reproducibilidad que el AlV (63,6% vs 33,3%).
Finalmente, muchos sueros llegaron a laboratorio con
mas de una semana de retraso y en condiciones de
preservacion previas desconocidas. Esto pudo haber
afectado laviabilidad del virusy contribuido adisminuir
lasensibilidad delatécnicade AlV (Rigau-Pérez et al,
1998; Vorndam & Kuno, 1997). Consideramos, entonces,
gue muchos de estos falsos positivos de la RT-PCR
fueron més bien infecciones que no pudieron detectadas
por el AlV.

LaFigural muestrael patron tipico demigracion
electroforética de los amplicones de cada serotipo del
VD obtenidos mediante RT-PCR de ARN virales
extraidos de suero de pacientes con dengue (Canales 1,
3,4y 6),loscuales secorresponden con las reportadas
por otrosinvestigadores (Lanciotti et al, 1992; Harriset
al, 1998; Rosario et al, 1998; Balmasedaet al, 1999). Cabe
destacar ladeteccion de un paciente con infeccion mixta
por Den 2 y Den 4 con latécnicade RT-PCR (Figural,
cana 7),y quefuetipificadapor el AlV comoDen2. Las
infecciones mixtas han sido reportadas en éreas donde
circulan simultdneamente dos o mas serotipos
(hiperendémicas) durante los periodos epidémicos
(Maneekarn et al, 1993; Rocco et al, 1998; L orono-Pino
et al, 1999). No es comln, sin embargo, su deteccién
mediante el AIV (Rocco et al, 1998). En Venezuela no
existen reportes previos acerca de este evento.

50%

Una condicion deseable en una técnica de
laboratorio para €l diagnostico de una enfermedad de
répidaevolucion clinicay transmision como el dengue,
deberia ser que tenga una buena sensibilidad para
detectar la infeccion en los dias iniciales de la
enfermedad. Tal como se observaenlaFigura2, lastasas
de positividad obtenidas con RT-PCR fueron
consistentemente mayores que las encontradas con las
otras técnicas durante toda la fase de estado de la
enfermedad, excepto en el quinto DIE donde fue
superadapor €l MAC-EL I SA (46% vs 35%). También, es
posible obtener tasas de positividad bastante aceptables
en el primer DIE (30%; Figura 2) y sexto DIE (38,5%,
resultados no mostrados). Sudiro et al (1997) reportan la
deteccion del VD por RT-PCR desde del primer diahasta
3 dias después de la desaparicién de la fiebre (octavo
DIE). Las tasas de deteccion obtenidas en nuestro
estudio con la RT-PCR resultan bastante aceptables y
convenientes parasistemasdevigilanciaepidemiol dgica,
o de atencion médica, dondelamayoriadelos pacientes
son atendidos entre el terceroy sexto DIE.

Entreel AlV y laRT-PCR, estalltimafueladnica
técnica que permitio la deteccién del VD en tejidos
(higado, bazo, corazony pulmdén) de autopsiade 4 casos
fallecidos por FHD/SCD. Este hallazgo es de particular
importancia para las morgues (como la del Hospital
Central de Maracay) donde realizan autopsias hasta 10
horas después de fallecido el paciente, lo que hace
précticamenteimposibleladeteccion delainfeccion por
latécnicadeAlV. Laconfirmacién delosfallecidos por
FHD/SCD es obligatoria en todos los programas de
control y prevencion del dengue y permite, entre otras
cosas, asociar determinados serotipos con la severidad
de la enfermedad (Gubler, 1989; Organizacién
PanamericanadelaSalud, 1995; Rigau-Pérez et al, 1998;
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Fig. 1.- Tasasdepositividad delastécnicasRT-RCP,AlV, MAC-EL | SA el HA (Titulos=/ >1/2560) dur antelasfases

inicialesdel dengue.
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Fig. 2.- Gel deagarosaal 2%, tefiido con bromurodeetidio,
que demuestra los amplicones de VD obtenidos mediante
RT-PCR [15] de ARN extraidos de sueros de pacientes con
dengue. Canal 1: Den 1 (482 pb); canal 2: suero control
negativo; canal 3: Den 3 (290 pb); canal 4: Den 2 (119 pb);
canal 5: agua destilada (control de extraccién de RNA);
canal 6: Den 4 (392 pb); canal M: 100 bp DNA ladder
(Promega); canal 7: infeccion mixta Den 2 — Den 4.

World Health Organization, 1997; Gubler, 1998). Enlos
casosfallecidosdeAragua, larelacion defallecidos por
Den 1y Den 2 fue igual, por lo que no fue posible
determinar ninguna asociacion entre serotipos y la
severidad del dengue. Contrariamente, una muestra de
pacientes sobrevivientes (n = 907) infectados con virus
Den 2, tuvieron un mayor factor de riesgo de padecer
FHD/SCD que los infectados con Den 1 (OR = 2,96;
LC95%=1,88—4,61; x2de Mantel-Haenszel =26,77; p=
0,0000). Lamayoriade |as epidemiasde FHD/SCD que
han ocurrido enlasislasdd Caribe, Centroy Sur América
han sido ocasionados por el serotipo Den 2, genotipo
asiético (Pinheiro, 1989; Anonimous, 1990; Guzman et
al, 1995; Organizacion PanamericanadelaSalud, 1995;
Larreaetal, 1997; Rico-Hesse et al, 1997; Balmasedaet
al, 1999).

Las cualidades de la RT-PCR para detectar las
infecciones por VD en muestras Unicas colectadas en
los primeros cinco dias de la enfermedad, con tasas de
positividad mayores que las de el AlV vy las pruebas
serol6gicasMAC-ELISA elHA, atasensibilidad (100%)
y aceptable especificidad (73,5%) enrelacién cond AlV,
y eficaciay rapidez paraobtener resultados en los cuatro
dias iniciales de la enfermedad, la convierten en una
poderosa herramienta paralavigilancia epidemiol 6gica
proactiva. Su utilizacién rutinaria en € programa de
prevencion y control del dengue del estado Aragua,
contribuirdsustancialmente con lametadelavigilancia
proactivaque es predecir y prevenir epidemias mediante
ladeteccién tempranadelaactividad viral.

SUMMARY

An effective proactive surveillance system for
dengue requires fast and reliable laboratory techniques
that can detect early viral transmission to predict
outbreaks well before they occur. In that sense, the
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-
PCR) is a good choice that has been used successfully
in proactive surveillance systems of Central and South
America. In this study we compare the diagnostic
qualitiesfor an early confirmation of dengueinfections
of the RT-PCR, viral isolation in C6/36 cells and
serotyping with anti-dengue monoclonal antibodies
(VIT), IgM capture enzyme-linked immunosorbent assay
(MAC-ELISA) and the hemaggl utination-inhibition (HI)
techniques. For this study, we used 1,019 sera from
patients enrolled by the proactive surveillance system
of the Aragua State, Venezuela. The results showed that
RT-PCR had: a) higher positive rates than VIT, MAC-
ELISA or HI, b) high sensitivity (100%) and acceptable
specificity (73.5%) related to VIT, and c) good
performance with fast results within the first four days
of illness. These qualities made it a powerful tool for
dengue proactive surveillance.

KEY WORDS: Dengue, Proactive Surveillance, Dengue
Diagnosis, RT-PCR, MAC-ELISA.
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