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Un sistema de vigilancia proactiva efectivo para dengue requiere de técnicas de
laboratorio rápidas y confiables que puedan detectar tempranamente la transmisión viral
para predecir las epidemias con  suficiente anticipación. En este sentido, la  técnica de
reverso transcripción – reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) es una alternativa
que ha sido utilizada exitosamente en sistemas de vigilancia proactiva de Centro y Sur
América. En este estudio comparamos las cualidades de diagnóstico confirmatorio temprano
del dengue de la técnicas RT-PCR, aislamiento viral en células C6/36 y serotipificación con
anticuerpos monoclonales anti-dengue (AIV), ensayo inmunoenzimático de captura de IgM
anti-dengue (MAC-ELISA) y la inhibición de la hemaglutinación (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 AIV, el MAC-ELISA y la  IHA, b) alta sensibilidad (100%) y aceptable especificidad
(73,5%) respecto al AIV, y c) buena eficacia y rapidez en obtener resultados  en los cuatro
días iniciales de la enfermedad. Estas cualidades la convierten en una poderosa herramienta
para la vigilancia proactiva del dengue.

Palabras clave: Dengue, Vigilancia Proactiva, Diagnóstico del dengue, RT-PCR, MAC-
ELISA.
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INTRODUCCIÓN

El dengue, la arbovirosis tropical humana más
importante del mundo, es causada por uno de cuatro
serotipos antigénicamente relacionados, pero

serológicamente distintos (Den 1, Den 2, Den 3 y Den 4),
de un virus del género Flavivirus (Gubler & Clark, 1995;
Rigau-Pérez et al, 1998; Gubler, 1998). En 1998, hubo un
estimado anual de 100 millones de casos de FD, 500.000
de Fiebre Hemorrágica de Dengue (FHD) y 25.000
fallecidos (Gubler, 1998). En Venezuela, desde 1989 hasta
1998, se han producido 176.211 casos (35.837 de FD y
40.374 de FHD) y 413 muertes (Dirección de Vigilancia
Epidemiológica, Ministerio de Salud y Asistencia Social,
datos inéditos,1998). Durante todos estos años, el estado
Aragua siempre ha sido uno de los más afectados y desde
1994 han circulado intensamente los serotipos Den 1,
Den 2 y Den 4 (Anonimous, 1990; Larrea et al, 1997;
Ministerio de Sanidad y Asistencia Social, 1998).

El dengue, por ser de rápida transmisión,
requiere de una vigilancia epidemiológica proactiva capaz
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de detectar tempranamente la propagación viral a fin de
orientar las medidas de control con antelación al
momento de transmisión máxima (Gubler, 1989;
Organización Panamericana de la Salud, 1995; Rigau-
Pérez et al, 1998; Gubler, 1998). Para la detección de la
infección por el virus dengue (VD) en la vigilancia
proactiva se han recomendado las pruebas serológicas
de inhibición de la hemaglutinación (IHA) (Clarke &
Casals, 1958; Gubler, 1989; Organización Panamericana
de la Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997), el ensayo inmunoenzimático de
captura de IgM anti-dengue (MAC-ELISA) (Kuno et al,
1987; Gubler, 1989; Organización Panamericana de la
Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997), y la técnica virológica del aislamiento
y la tipificación serológica del VD (AIV) (Gubler et al,
1984; Gubler, 1989; Organización Panamericana de la
Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997).

Las técnicas serológicas de IHA y MAC-ELISA,
aparte de no haber sido creadas para la detección e
identificación del VD, son apropiadas sólo para el análisis
de sueros apareados (IHA), o sueros individuales
colectados 5 o más días después del inicio de la
enfermedad (MAC-ELISA) (Clarke & Casals, 1958; Kuno
et al, 1987; Gubler, 1989; Organización Panamericana de
la Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health
Organization, 1997). El AIV si permite la detección e
identificación específica del VD, sin embargo, su
sensibilidad depende mucho de una adecuada
recolección y conservación de la muestra, y requiere de
5 a 10 días para dar resultados (Gubler et al, 1984; Gubler,
1989; Organización Panamericana de la Salud, 1995;
Vorndam & Kuno, 1997; World Health Organization,
1997).

Un avance significativo en el diagnóstico del
dengue ha sido la implementación de la técnica Reverso
Transcripción-Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR), debido a que permite detectar rápidamente, con
buena sensibilidad y especificidad, mínimas cantidades
de ARN del VD en todo tipo de muestras clínicas (Deubel
et al, 1990; Lanciotti et al, 1992; Chungue et al, 1993,
Reynes et al, 1994;  Harris et al, 1996; Sudiro et al, 1997;
Vorndam & Kuno, 1997; Harris et al, 1998; Rosario et al,
1998; Balmaseda et al, 1999), incluyendo las que
contienen virus inactivados debido a un almacenaje
inapropiado de la muestra, o a la formación de complejos
virus- anticuerpos neutralizantes (Rigau-Pérez et al, 1998;
Vorndam & Kuno, 1997). Uno de los procedimientos más
difundidos, el descrito por Lanciotti et al (1992), ha sido
utilizado exitosamente con ligeras modificaciones  en
países de Centro y Sur América y del Caribe (Harris et al,

1996; Harris et al, 1998; Rosario et al, 1998; Balmaseda
et al, 1999). En Nicaragua, por ejemplo, desde 1995 ha
sido empleado en  la  vigilancia proactiva del dengue en
un número seleccionado de casos y adaptada a un solo
paso a fin de reducir el tiempo de su ejecución (Harris et
al, 1996; Harris et al, 1998; Balmaseda et al, 1999).

En el presente estudio realizamos una evaluación
exhaustiva de la eficacia de la técnica RT-PCR descrita
por Lanciotti et al (1992), en comparación con las
técnicas de AIV, MAC-ELISA e IHA, para la detección
temprana de la infección activa por VD, utilizando
muestras de suero de pacientes sospechosos de dengue
que son captados mayormente por el sistema de
vigilancia proactiva del estado Aragua. Nuestra meta es
incorporarla definitivamente al programa regional de
control y prevención del dengue para obtener
información rápida y precisa sobre la actividad del VD
en tiempo, espacio y serotipos circulantes, sobre todo
de los asociados con las formas severas de la
enfermedad.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras de pacientes

Se evaluaron 1.019 pacientes sospechosos de
dengue, captados entre Octubre de 1997 y Diciembre de
1999 por el sistema de vigilancia epidemiológica proactiva
del estado Aragua y otros centros de salud públicos y
privados de éste y otros estados. Las muestras de los
pacientes (sueros sanguíneos colectados in vivos en
los primeros 5 días de inicio de la enfermedad [DIE], así
como tejidos de órganos en fallecidos) fueron
procesadas en el Laboratorio Regional de Diagnóstico e
Investigación del  Dengue y otras Enfermedades  Virales
(LARDIDEV). Cada muestra estaba acompañada de un
cuestionario (ficha de paciente) con información clínico-
epidemiológica del caso.

Extracción de ARN viral y RT-PCR para la tipificacion
del vd.

La extracción del ARN viral se realizó utilizando
el kit RNAgents (Promega) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La extracción de ARN viral de las muestras
de tejidos de autopsia (hígado, bazo, pulmón, corazón)
se realizó en forma similar al suero, excepto que
previamente se digirieron las proteínas contaminantes
del tejido mediante una modificación del método de lísis
celular con proteinasa K (Delidow et al, 1993). La RT-
PCR se realizó mediante el procedimiento descrito por
Lanciotti et al (1992) utilizando el kit  de Access RT-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 agarosa al 2% (100V,
60 min), seguido de tinción con bromuro de etidio y
visualización con luz ultravioleta (UV). La identificación
del serotipo del VD se  realizó de acuerdo a la talla de la
banda de cada amplicón relativa a la correspondiente
del marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder,
Promega). La preparación de las muestras (extracción de
ARN) y la amplificación de los ADNc, se realizaron en
áreas físicas diferentes utilizando pipetas esterilizadas
separadas y puntas antiaerosoles  para evitar
contaminaciones cruzadas. En cada análisis, se
incluyeron como controles negativos sueros de personas
sanas y, como controles positivos sueros de pacientes
con diagnóstico  previo por AIV y virus Den-1, Den-2,
Den- 3 y Den-4 aislados en células C6/36 (Gubler et al,
1984). Los virus Den-1, Den-2, y Den-4 fueron aislados
autóctonos realizados en el LARDIDEV, y el de Den-3,
procedente de Aruba, fue gentilmente  donado por el
Dr. Ferdinando Liprandi del Instituto Venezolano de
Investigaciones Científicas (IVIC).

Aislamiento viral y serotipificación específica con
anticuerpos fluorescentes policlonales y monoclonales
anti-dengue (AIV).

El aislamiento del virus dengue (VD) se realizó en
la línea celular C6/36 (Clon HT) y la serotipificación
específica mediante las técnicas de inmunofluorescencia
directa (IFD) e indirecta (IFI), con anticuerpos
policlonales y monoclonales anti-dengue (Gubler et al,
1984).

Inhibición de la Hemaglutinación (IHA)

La prueba inmunoserológica de inhibición de la
hemaglutinación (IHA) fue realizada según el
procedimiento descrito por Clarke & Casals (1958). En
muestras únicas, se consideraron como positivos todos
los sueros que presentaron títulos recíprocos de IHA
>1:2560; según los criterios de reconocidos expertos
(Gubler, 1989; Organización Panamericana de la Salud,
1995; Vorndam & Kuno, 1997; World Health Organization,
1997). Todos estos positivos se consideraron como
casos de infección secundaria.

Ensayo inmunoenzimático de captura para IgM anti-
dengue (MAC-ELISA)

La técnica MAC-ELISA se realizó siguiendo el
procedimiento descrito por Kuno et al (1987), con
modificaciones introducidas en el Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” (1995) y en el LARDIDEV (datos
inéditos).

Métodos de análisis estadísticos e interpretación

Cuando fueron necesarios, los análisis
estadísticos de Odds Ratio (OR), límites de confianza al
95% (LC95%) y valores de Chi-cuadrado (c2) de Mantel-
Haenszel y de probabilidad (p) a un nivel de confianza a
de 0,05, fueron automatizados con el programa (software)
EpiInfo, versión 6.04b (USD, Incorporated, Stone
Mountain, Georgia).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Las tasas de positividad de cada una de las
técnicas utilizadas fueron de 35,6% (363 de 1.019) para la
RT-PCR;  32,6% (332 de 1.019) para el MAC-ELISA, 24,4%
(249 de 1.019) para la IHA y 12,5% (127 de 1.019) para el
AIV. Los resultados de nuestro estudio demuestran que
en condiciones rutinarias de vigilancia proactiva, la RT-
PCR detecta más casos positivos de dengue que el AIV,
o las pruebas serológicas convencionales. Con respecto
al AIV, 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 a los nuestros. La superioridad de la RT-
PCR sobre el MAC-ELISA era de esperarse debido a la
conocida limitada sensibilidad de esta última en las fases
iniciales de la enfermedad (Gubler, 1989; Organización
Panamericana de la Salud, 1995; Vorndam & Kuno, 1997;
World Health Organization, 1997, Gubler, 1998). La
supremacía de la RT-PCR sobre la IHA, aunque estuvo
restringida a la detección de casos probables de
infecciones secundarias (ver materiales y métodos), es
remarcable en vista de la alta sensibilidad atribuida a la
prueba IHA para el diagnóstico de este tipo de
infecciones (Clarke & Casals, 1958; Gubler, 1989;
Organización Panamericana de la Salud, 1995; Vorndam
& Kuno, 1997; World Health Organization, 1997).

Utilizando el AIV como prueba de referencia, la
RT-PCR demostró 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 2 y Den 4)
identificados por el AIV, también lo fueron por la RT-
PCR (100% de sensibilidad y especificidad). El índice de
sensibilidad de la RT-PCR obtenido en nuestro estudio,
es similar, o superior, a los reportados por otros
investigadores (Lanciotti et al, 1992; Chungue et al, 1993,
Reynes et al, 1994; Sudiro et al, 1997; Rosario et al,
1998; Balmaseda et al, 1999); el índice de especificidad,
sin embargo, fue menor (Deubel et al, 1990; Lanciotti et
al, 1992; Chungue et al, 1993, Sudiro et al, 1997; Rosario
et al, 1998; Balmaseda et al, 1999). Esta menor
especificidad sugiere que se pudieran estar detectando
muchos falsos positivos, los cuales contribuirían también
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Fig. 1 .- Tasas de positividad de las técnicas RT-RCP, AIV, MAC-ELISA e IHA (Títulos=/ >1/2560) durante las fases
iniciales del dengue.

*Número de muestras positivas/Número de muestras examinadas
†Días de inicio de la enfermedad (DIE)

a reducir el índice de valor predictivo positivo. Aún
cuando no descartamos totalmente esta eventualidad,
las precauciones extremas tomadas para evitar
contaminaciones (ver materiales y métodos), disminuyen
la probabilidad de ocurrencia de falsos positivos.
Adicionalmente, al repetir los análisis de algunas
muestras la RT-PCR demostró una mayor
reproducibilidad que el AIV (63,6% vs 33,3%).
Finalmente, muchos sueros llegaron al laboratorio con
más de una semana de retraso y en condiciones de
preservación previas desconocidas. Esto pudo haber
afectado la viabilidad del virus y contribuido a disminuir
la sensibilidad de la técnica de AIV  (Rigau-Pérez et al,
1998; Vorndam & Kuno, 1997). Consideramos, entonces,
que muchos de estos falsos positivos de la RT-PCR
fueron más bien infecciones que no pudieron detectadas
por el AIV.

La Figura 1 muestra el patrón típico de migración
electroforética  de los amplicones de cada serotipo del
VD  obtenidos mediante RT-PCR de ARN virales
extraídos de suero de pacientes con dengue (Canales 1,
3, 4 y 6), los cuales  se corresponden con las reportadas
por otros investigadores (Lanciotti et al, 1992; Harris et
al, 1998; Rosario et al, 1998; Balmaseda et al, 1999). Cabe
destacar la detección de un paciente con infección mixta
por Den 2  y Den 4 con la técnica de RT-PCR (Figura 1,
canal 7), y que fue tipificada por el AIV como Den 2. Las
infecciones mixtas han sido reportadas en áreas donde
circulan simultáneamente dos o más serotipos
(hiperendémicas) durante los períodos epidémicos
(Maneekarn et al, 1993; Rocco et al, 1998; Lorono-Pino
et al, 1999). No es común, sin embargo, su detección
mediante el AIV (Rocco et al, 1998). En Venezuela no
existen reportes previos acerca de este evento.

Una condición deseable en una técnica de
laboratorio para el diagnóstico de una enfermedad de
rápida evolución clínica y transmisión como el dengue,
debería ser que tenga una buena sensibilidad para
detectar la infección en los días iniciales de la
enfermedad. Tal como se observa en la Figura 2, las tasas
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
superada por el MAC-ELISA (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
detección del VD por RT-PCR desde del primer día hasta
3 días después de la desaparición de la fiebre (octavo
DIE). Las tasas de detección obtenidas en nuestro
estudio con la RT-PCR resultan bastante aceptables y
convenientes para sistemas de vigilancia epidemiológica,
o de atención médica, donde la mayoría de los pacientes
son atendidos entre el tercero y sexto DIE.

Entre el AIV y la RT-PCR, esta última fue la única
técnica que permitió la detección del VD en tejidos
(hígado, bazo, corazón y pulmón) de autopsia de 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
prácticamente imposible la detección de la infección por
la técnica de AIV. La confirmación de los fallecidos por
FHD/SCD es obligatoria en todos los programas de
control y prevención del dengue y permite, entre otras
cosas, asociar determinados serotipos con la severidad
de la enfermedad (Gubler, 1989; Organización
Panamericana de la Salud, 1995; Rigau-Pérez et al, 1998;

IHA



World Health Organization, 1997; Gubler, 1998). En los
casos fallecidos de Aragua, la relación de fallecidos por
Den 1 y Den 2 fue igual, por lo que no fue posible
determinar ninguna asociación 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; χ² de Mantel-Haenszel = 26,77; p =
0,0000). La mayoría de las epidemias de FHD/SCD que
han ocurrido en las islas del Caribe, Centro y Sur América
han sido ocasionados por el serotipo Den 2, genotipo
asiático (Pinheiro, 1989; Anonimous, 1990; Guzmán et
al, 1995; Organización Panamericana de la Salud, 1995;
Larrea et al, 1997; Rico-Hesse et al, 1997; Balmaseda et
al, 1999).

Las cualidades de  la RT-PCR para detectar las
infecciones por VD en muestras únicas colectadas en
los primeros cinco días de la enfermedad, con tasas de
positividad mayores que las de el AIV y las pruebas
serológicas MAC-ELISA e IHA, alta sensibilidad (100%)
y aceptable especificidad (73,5%) en relación con el AIV,
y eficacia y rapidez para obtener resultados en los cuatro
días iniciales de la enfermedad, la convierten en una
poderosa herramienta para la vigilancia epidemiológica
proactiva. Su utilización rutinaria en el programa de
prevención y control del dengue del estado Aragua,
contribuirá sustancialmente con la meta de la vigilancia
proactiva que es predecir y prevenir epidemias mediante
la detección temprana de la actividad 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
qualities for an early confirmation of dengue infections
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 hemagglutination-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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Fig. 2.- Gel de agarosa al 2%, teñido con bromuro de etidio,
que demuestra los amplicones de VD obtenidos mediante
RT-PCR [15] de ARN extraídos 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 extracción de RNA);
canal 6: Den 4 (392 pb); canal M: 100 bp DNA ladder
(Promega); canal 7: infección mixta Den 2 – Den 4.
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