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Resumen. El virus dengue (VD) es responsable de un espectro de enfer-
medades que van desde una enfermedad febril autolimitante (FD, ficbre por
dengue) hasta las formas severas, ficbre hemorragica/sindrome de shock por
dengue (FHD/SSD). El propésito del presente estudio fue la confirmacion se-
rol6gica y molecular de un brote de dengue en el Estado Faleén, Venezuela
con la finalidad de confirmar la ctiologia de la enfermedad, determinar los se-
rotipos infectantes y la relacion del diagndstico clinico con las respuestas in-
munitarias en los pacientes con infeccion activa. Se analizaron 54 sueros de
pacientes con diagnéstico clinico de infeccion por VD, mediante inmunoensa-
yos enzimaticos desarrollados en Venezuela (ELISA, IgM ¢ I1gG) y por PCR. El
78% de los pacientes mostré evidencia de infeccion por VD (PCR* y/o [gM*),
48% presentaron viremia demostrada por PCR* y 57% resultaron positivos a
IgM, lo que sugiere que un alto nimero de los casos reportados como dengue
en el pais se deben efectivamente a la infeccion por VD. Un hecho resaltante
fue el alto porcentaje (76%) de pacientes con infeccion pasada o secundaria al
VD (IgG positivos), dentro de los cuales se encontraban la totalidad de los pa-
cientes diagnosticados clinicamente con FHD (n=8). De los pacientes PCR
positivos, el 27% correspondi6 al serotipo 1, 54% al serotipo 2 y 19% al seroti-
po 4. Para el momento de esta evaluacion no se determindé la presencia del se-
rotipo 3, aunque se conocia de su presencia en la cercana Isla de Aruba. La
combinacién de métodos seroldgicos y moleculares nos permitié obtener una
informacion bastante precisa de este brote.
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Abstract. Dengue virus (DV) is responsible for a spectrum of diseases,
from a self-limited fever disease (DF, dengue fever) to the more severe forms
of hemorrhagic fever/dengue shock syndrome (DHF/DSS). The aim of this
study was the serological and molecular confirmation of an outbreak of den-
gue in Falcon state, Venezuela. A total of 54 sera from patients with clinical
diagnosis of DV infection were analyzed by an enzyme immunoassays devel-
oped in Venezuela (ELISA -IgM e -IgG) and by PCR. From them, 78% exhib-
ited DV infection (PCR* y/o IgM*), 48% exhibited viremia by PCR and 57%
were positive to IgM. An interesting observation was the high percent (76%)
of patients with past or secondary infection (I¢G positive), which included all
the patients exhibiting clinical symptoms of DHF (n=8). From the PCR posi-
tive sera, serotype 1 was found in 27%, serotype 2 in 54% and serotype 4 in
19%. No serotype 3 was found circulating in this population, although this
serotype was already circulating in the nearby island of Aruba. The combina-
tion of serological and molecular methods allow us to obtain a fairly precise

information of this outbreak.
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INTRODUCCION

Las infecciones por el virus dengue
(VD), son un problema de salud puablica en
las 4reas tropicales y subtropicales del mun-
do. Se han identificado cuatro serotipos de
virus dengue (VD-1, 2, 3 y 4); cada uno de
ellos puede infectar humanos y causar enfer-
medad (1, 2). Las manifestaciones clinicas
de la enfermedad van desde una fiebre aguda
indiferenciada hasta las formas severas, co-
nocidas como fiebre hemorragica por den-
gue (FHD) y sindrome de shock por dengue
(SSD) (3, 4). La ocurrencia de FHD/SSD ha
sido fuertemente asociada con la infeccion
secuencial de un mismo individuo con dos
serotipos diferentes de VD. Una primera in-
feccion, con cualquiera de los serotipos del
virus, parece conferir inmunidad contra la
reinfeccion con el mismo serotipo, y una in-

munidad a muy corto plazo contra seroti-
pos heterdlogos del VD (5-7).

El diagnodstico de laboratorio para la
infeccion por VD generalmente involucra la
deteccion de anticuerpos contra el virus
por ensayos de hemaglutinacion o ELISA
(8). Estos ensayos no son rapidos ni de facil
manipulacion, y s6lo en algunas infecciones
primarias se puede eventualmente inferir
mediante ELISA el serotipo responsable de
la infeccién, no asi en infecciones secunda-
rias (9). Las caracteristicas mas importan-
tes para la seleccion e interpretacion de los
estudios serologicos son el tiempo necesa-
rio para detectar los anticuerpos circulan-
tes y la reactividad cruzada de los anticuer-
pos que se producen. Cuando se compara la
cinética de IgM e IgG para el VD, la res-
puesta de anticuerpos en una infecciéon pri-
maria es marcadamente diferente a la que
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ocurre en una infeccion secundaria. El anti-
cuerpo IgM tiende a alcanzar niveles detec-
tables en sangre durante la fase aguda de la
enfermedad y persiste alrededor de 60 a 90
dias, por lo que se le considera como un
buen indicador de infeccion reciente (10).

En infecciones primarias por dengue,
el anticuerpo IgG aparece unos dias des-
pués que la IgM. Los titulos contintan au-
mentando lentamente por unas semanas y
permanecen detectables por muchos afios o
por el resto de la vida (10). En una infec-
ciéon secundaria por Flavivirus, ocurre la
respuesta anamnésica IgG, lo que resulta
en un rapido aumento del titulo, casi inme-
diatamente después del inicio de la enfer-
medad (11). Debido a la persistencia del
anticuerpo IgG y su prevalencia en areas
endémicas, una simple muestra de suero
demostrando la presencia de este anticuer-
po tiene significado clinico limitado, por lo
que la presencia de IgG como método diag-
noéstico depende de la toma de muestras pa-
readas que demuestren un cambio de titulo
de por lo menos cuatro veces, entre la fase
aguda y convaleciente, a menos que la
muestra tnica posea un titulo sugestivo de
infeccion secundaria (12).

Por lo engorroso de la interpretacion
de la serologia y debido a que los sintomas
de la infeccién por dengue no son especifi-
cos, el médico debe estar familiarizado con
la enfermedad y el diagnostico definitivo
unicamente es posible una vez que el agen-
te infeccioso es identificado como virus
dengue y no como otro Flavivirus, caso en
el cual pudiese estar ocurriendo reactividad
cruzada. Entre las técnicas virologicas mas
utilizadas en el diagnéstico de la enferme-
dad esta el aislamiento ¢ identificacion del
virus, mediante la prueba de PCR, o por de-
teccion de antigenos virales usando
anticuerpos monoclonales tipo-especificos
en estudios inmunohistoquimicos (12).

La epidemiologia del dengue en Vene-
zuela, desde 1989 hasta el ano 2000, se ha

visto caracterizada por epidemias recurren-
tes practicamente cada ano, con la circula-
cion simultanea de los serotipos 1, 2 y 4
(13). Esta es una situacion tipica de hipe-
rendemicidad, similar a la observada duran-
te los altimos 20 afios en el sureste asiatico
y asociada a una alta incidencia de
FHD/SSD (13). El Estado Falcén ha sido
uno de los estados mas afectados en Vene-
zuela por el VD desde 1998, incluso llegan-
do a reportase epidemias de dengue en es-
tos dltimos afios (14-16). En este trabajo se
describié un brote por VD en la ciudad de
Coro, Estado Falcon, Venezuela, con la fina-
lidad de: confirmar la etiologia de la enfer-
medad, determinar los serotipos circulantes
y relacionar del diagnéstico clinico con las
respuestas inmunitarias en los pacientes
con infeccién activa que para ese momento
no habia sido reportado.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se evaluaron 54 sueros de pacientes
con indicacion clinica sugestiva de infec-
cioén por dengue, de los cuales ocho fueron
remitidos como FHD. Todos los sueros fue-
ron recolectados entre Noviembre de 1999
y Febrero del 2000 y provenian del Hospital
Universitario Dr. Alfredo Van Grieken,
Coro, Estado Falcon, de pacientes residen-
tes de la zona. El diagnéstico de infeccion
por dengue se hizo segun los criterios reco-
mendados por la Organizacion Mundial de
la Salud (17). Todas las muestras fueron to-
madas entre los 6 primeros dias de inicia-
dos los sintomas de la infeccion con un 83%
(45/54) en los primeros 3 dias. Las edades
de los pacientes estuvieron comprendidas
entre los 18 meses y 74 anos e incluyeron
24 mujeres y 30 hombres.

Determinacion de anticuerpos anti-VD
Los anticuerpos IgM e 1g¢G fueron de-
tectados mediante los estuches de diagnos-
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tico Dengue-Gnostic [gM “PharmaTest” y
Dengue-Gnostic [gG “Pharmatest” desarro-
llados en Venezuela, segin las instruccio-
nes del fabricante. Estos se basan en mi-
cro-ELISA de captura en fase sélida, de an-
ticuerpos séricos del isotipo IgM (MAC-
ELISA) e IgG (GAG-ELISA) anti-VD (cual-
quier serotipo) respectivamente.

Diagnostico molecular

Se sigui6 el protocolo de Lanciotti y
col. (18) con algunas modificaciones. El
ARN fue extraido de 200 uL de suero de los
pacientes usando el Trizol Reagent (Invitro-
gen), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. El precipitado de ARN seco fue re-
suspendido en una mezcla de agua: RNAsin
(40:1). La muestra (10 uL) fue anadida a la
mezcela que contenia agua (9ul), 333uM de
cebador antisentido y 40 U de RNAsin. La
mezcla se incubé a 65°C por 10 min., se
dejo enfriar sobre hiclo por 10 min. Se le
agregd 10 uL de una solucion con tampon
Superseript II RT (50mM Tris-HCl, 75 mM
KCl, 3 mM MgCl,, pH 8,3; Invitrogen),
10mM DTT, 0,66 mM de cada oligonucle6ti-
do (Promega) y 200U de transcriptasa re-
versa (Superscript II, Invitrogen). La mez-
cla se incub6 en agitacion a 37°C por tres
horas y se conservo a —20°C hasta su poste-
rior uso.

La PCR consistié en dos rondas de am-
plificacion (18) la cual permite identificar
cualquiera de los serotipos circulantes de
VD (D1, D2, D3 y D4). Estos serotipos gene-
ran productos equivalentes a 482, 119, 290
y 390 pares de bases respectivamente. El ta-
mano de estos productos se estimd por su
posicién en un gel de agarosa al 2%, des-
pués de una clectroforesis y posterior visua-
lizacion con luz ultravioleta (UV), en pre-
sencia de un marcador de peso molecular
(1 Kb Plus Ladder, Life Technologies). En
cada prueba se incluyeron controles positi-
VOS.

RESULTADOS

En este estudio, la determinacion del
genoma viral por PCR se realizo en el suero
de 54 pacientes, diagnosticados clinicamen-
te con infeccién por VD. La edad del grupo
afectado estuvo entre los 18 meses y 74
anos. El 37% (20/54) de los pacientes fue
menor de 12 anos. Los resultados indican
que el genoma viral (PCR+) fue detectado
en el 48% (26/54) de los pacientes, indican-
do infeccién activa, primaria o secundaria.
El dengue 2 fue el serotipo dominante
(14/26; 54%), seguido por el dengue 1
(7/26; 27%) y dengue 4 (5/26; 19%), obser-
vandose ausencia del serotipo 3.

Por MAC-ELISA resultaron positivos
para VD 57% (31/54) de los sueros evalua-
dos y por GAG-ELISA 76% (41/54). En la Ta-
bla I se muestran los tipos de infecciones y
de respuestas inmunitarias que cursaban es-
tos pacientes. De los que tenian infeccion
activa (PCR*), 88% (23/26) presentaron an-
ticuerpos IgG anti-VD asociados con una res-
puesta inmunitaria secundaria, el resto (12%,
3/26) correspondié con el patron de respues-
ta inmunitaria primaria (PCR*, Ig(G").

Al 52% (28/54) de los sueros evalua-
dos no se les encontr6 viremia activa
(PCR) pero el 30% (16/54) presentaron
IsM anti-VD (IgM*), indicando probable-
mente una infeccion reciente. También ob-
servamos que un 9% mostraron evidencia de
infeccion pasada, al presentar IgG anti-VD
positiva (I§G*) con viremia e [gM negativas.

Clinicamente fueron diagnosticados 8
pacientes (15%; 8/54) con FHD, de los cua-
les 88% (7/8) tuvo infeccion activa compro-
bada (PCR*); 86% (6/7) de éstas fueron
ocasionadas por el serotipo 2 y 14% (1/7)
por el serotipo 1. La totalidad de este grupo
de pacientes estaba cursando infeccion por
VD secundaria reciente, ya que para el mo-
mento de la evaluacién presentaron tanto
anticuerpos [gM como IgG.
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TABLA I
TIPO DE INFECCIONES Y RESPUESTAS INMUNITARIAS HUMORALES (IGM Y/O IGG)
OBSERVADAS EN PACIENTES (n = 54) CON MANIFESTACIONES CLINICAS DE DENGUE,
DE UN BROTE EPIDEMICO EN CORO, ESTADO FALCON, VENEZUELA

Tipo de Infeccion

Porcentaje (n/total)

Activa (PCRY)

- Con respuesta humoral primaria (IgG-)

- Con respuesta humoral secundaria (IgG*)?
Reciente (PCR-/IgM+)

Pasada (PCR/IgM-/IgG+)

Sin marcadores para infeccion por VD (PCR-, IsM- e 18(G)

48% (26/54)
11% (3/26)
89% (23/26)
30% (16/54)
9% (5/54)
13% (7/54)

188% (7/8) de los pacientes con cuadro clinico compatible con FHD tenian este tipo de infeccion (activa-secundaria).

DISCUSION

En Venezuela en las ultimas décadas,
ha ocurrido un significativo aumento en la
actividad del dengue, lo que ha sido un grave
problema de salud publica en el pais. En ge-
neral el diagnéstico clinico de la infeccién
por VD debe ser diferencial con otros sindro-
mes febriles, ya que los sintomas de esta in-
feccion son similares a los que se presentan
en otras infecciones virales o bacterianas. Es
importante destacar que el acceso a las
pruebas confirmatorias de infeccién por VD
como son la serologia, en primera instancia
y la confirmacién viral, s6lo son practicadas
en las grandes ciudades, siendo inaccesibles
en la mayoria de los estados del territorio
nacional y entre ellos el Edo. Falcon.

En el presente estudio, se utilizd la
combinacion de las téenicas de RT-PCR,
MAC- y GAG-ELISA para confirmar el diag-
néstico clinico de dengue, durante el desa-
rrollo de un brote epidémico en una pobla-
cién venezolana (Coro-Edo. Falcén). Este
tipo de diagndstico nos permitié confirmar
la presencia de infeccion activa por VD en
48% de los pacientes e infeccién activa o re-
ciente en un 78%, lo cual evidencia una
buena correlacién con el diagnéstico clini-
co efectuado.

Aqui es importante destacar que el
tiempo de recoleccion de las muestras es
crucial en la interpretaciéon de los resulta-
dos de la PCR por la duracién de la viremia.
La viremia comienza antes de la aparicion
de los signos y/o sintomas del dengue, es
decir, durante el periodo de incubacion y
alcanza su maxima expresion al final de di-
cho periodo o al inicio del cuadro clinico. A
partir de ese momento, comienza a decaer
rapidamente, para desaparecer (casi coinci-
dencialmente) con la ausencia del cuadro
febril (5t a 6% dia después de la aparicién
de los primeros signos y/o sintomas de la
enfermedad) (19). Por ello es imprescindi-
ble la toma de la muestra de sangre duran-
te el periodo febril de la enfermedad, es de-
cir en los primeros cinco dias y de ser posi-
ble, en las primeras 72 horas, de manera de
garantizar la presencia del genoma viral en
las muestras infectadas. En este grupo de
pacientes la mayoria (83%) de las muestras
fueron tomadas entre los tres primeros dias
de iniciados los sintomas de la infeccion, lo
que podia garantizar viremia activa y por
tanto la deteccion viral por PCR.

Uno de los mayores inconvenientes de
utilizar IgM como tinico método diagnosti-
co de infeccion por VD, es que no permite
detectar infeccion viral en un nimero im-
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portante de muestras, si ésta se extrae al
inicio de la infeccion, cuando todavia los ni-
veles de IgM no se han elevado (10). Esto
precisamente fue corroborado en este estu-
dio, al encontrar que un alto porcentaje
(42%, 11/26) de los pacientes en fase viré-
mica (PCR*) no presentaron niveles detec-
tables de IgM.

Se observé el predominio de la circula-
cion del VD serotipo 2. Es importante des-
tacar la ausencia del serotipo 3, que para
ese momento atin no se habia reportado en
Venezuela. Sin embargo, si se conocia de la
circulacién de este serotipo en la Isla de
Aruba. Dada la cercania geografica de esta
isla con la localidad evaluada (Coro-Edo.
Falcon, Venezuela) existia la posibilidad de
entrada al pais del serotipo 3 por esta re-
gion, en donde se desarrollaba una epide-
mia del VD.

El alto porcentaje de infecciones se-
cundarias encontradas (89%, 23 IgG+ de 26
PCR*) se puede atribuir a la co-circulacion
de tres de los cuatro serotipos del VD, que
hace a la poblacién mdis propensa a desarro-
llar este tipo de afeccion. En la actualidad
existen pocos reportes sobre la prevalencia
de exposicion a VD en la poblacién venezo-
lana, después de que se instaurd la situa-
cion de hiperendemicidad. Valero y col.
(20) reportaron para el aio 1996 un 41,9%
de prevalencia de anticuerpos IgG anti-VD
en una municipalidad del Edo. Zulia. La
prevalencia de 1gG observada en este estu-
dio fue atin mayor (76%). Esto es debido
quiza a la composicion sesgada de la mues-
tra evaluada (pacientes con manifestacion
clinica) y a diferencias regionales pero pro-
bablemente también sea un reflejo de la
creciente exposiciéon a VD en todo el terri-
torio nacional.

De los 54 pacientes estudiados, 8 fue-
ron reportados clinicamente como FHD vy
de ellos 7 fueron confirmados al detectarse-
les viremia positiva (PCR*) e IgG (IgGt).
En este grupo particular (FHD) se encontré

que 6 pacientes resultaron serotipo 2 (86%,
6/7), 1 paciente serotipo 1. Existen distin-
tos factores que podrian estar jugando un
rol en el desarrollo de la FHD: 1) infeccion
secuencial con la eventual participacion de
anticuerpos facilitadores (4, 21, 22) o res-
puesta celular cruzada (23), 2) virulencia
de la cepa (24, 25) y 3) factores asociados
al huésped tales como el contexto inmuno-
genético y la raza (26-29).

El importante destacar que el genoti-
po del VD-2 asidtico ha sido asociado con
un alto potencial de provocar FHD vy es pre-
cisamente de procedencia asidtica el VD-2
que desde 1989 circula en Venezuela (13,
25, 30).

Sé6lo en el 13% de la totalidad de los
pacientes con diagnoéstico clinico de
FD/FHD, no se les confirmé ni evidencia vi-
ral ni serolégica indicativa de infeccion por
VD (PCR-, IgM- ¢ [gG-). No se puede discer-
nir en estos paciente si se encontraban en
un periodo de ventana (infeccion primaria
con descenso de viremia sin desarrollo atin
de IgM) o cursaban otra enfermedad, posi-
blemente de etiologia viral.

El objeto de un sistema activo de vigi-
lancia basado en pruebas de laboratorio es
proporcionar a los funcionarios de la salud
publica informacion temprana y precisa que
permita la deteccién precoz de los casos de
dengue vy, por tanto, mejorar la capacidad
de los servicios de salud puablica para preve-
nir y controlar la propagacion de la enfer-
medad. Los boletines epidemiol6gicos na-
cionales basan el reporte de casos de den-
gue en el diagnostico clinico de la enferme-
dad. Este estudio mostré que la infeccion
por VD pudo ser demostrada en 78% de los
casos (viremia positiva y/o presencia de
[gM), sugiriendo que un alto ntiimero de los
casos de dengue reportados en el pais son
efectivamente debidos a la infeccion por
este virus. La alta frecuencia de evidencia
de infeccién por VD coincide con el hecho
de que el estado Falecén fue uno de los
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estados donde se reporté situaciéon de
epidemia para el momento de esta evalua-
cion (15).

Estos resultados sugieren que el Edo.
Falcon presenta niveles de endemicidad
comparables con otros estados donde se ha
descrito la actividad por VD. La combina-
cion de los métodos seroldgicos empleados
permitié obtener una informacion bastante
precisa del brote estudiado. La disponibili-
dad de sistemas diagndsticos nacionales,
tanto serolégicos como moleculares, permi-
te reforzar el sistema de vigilancia necesa-
rio para este importante problema de salud
publica.
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