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Resumen. La eficacia de un sistema de vigilancia epidemiológica proactivo
para predecir epidemias de dengue depende de la capacidad del laboratorio
para detectar tempranamente la circulación viral. Este estudio muestra los re-
sultados de la vigilancia virológica y serológica del dengue, realizada en el esta-
do Aragua (Venezuela) desde Octubre 1997 hasta Diciembre 1998. Se evalua-
ron 547 sueros de pacientes sospechosos de dengue mediante las técnicas de
Aislamiento Viral y Serotipificación por Inmunofluorescencia (AVSI), Reacción
en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa (RT-PCR), Inmunoensayo
Enzimático de Captura de IgM anti-dengue (MAC-ELISA) e Inhibición de la He-
maglutinación (IHA). De los sueros examinados, 97,4% resultaron positivos a
por lo menos una técnica; de estos, 60,4% fueron clasificados como casos con-
firmados (virológicamente positivos) y 39,6% como casos probables (virológica-
mente negativos, serológicamente positivos). Aunque la gran mayoría de los ca-
sos positivos ocurrieron en los períodos epidémicos de 1997 y 1998, el incre-
mento paulatino de las tasas de seropositivos entre ambos períodos sugería la
llegada de la epidemia de 1998. Se detectaron pacientes infectados con virus
Den-1 (51,2%), Den-2 (37,9%), Den-4 (10,6%), y una infección mixta por Den-2
y Den-4 (0,3%). Se confirma la hiperendemicidad del dengue (co-circulación de
Den-1, Den-2 y Den-4) en el estado Aragua, conjuntamente con la detección de
pocos casos (6,5%) de Fiebre Hemorrágica de Dengue/Síndrome de Choque por
Dengue (FHD/SCD); 38,1% de estos casos ocurrieron en pacientes con infeccio-
nes secundarias. El alto porcentaje (85,7%) de casos de FHD/SCD infectados
con el virus Den-2 apoya la reportada virulencia de este serotipo.
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Abstract. The efficacy of a proactive dengue surveillance system to pre-
dict epidemics depends on the laboratory diagnostic capacity for an early de-
tection of virus circulation. This study shows the results of the dengue virolo-
gic and serologic surveillance accomplished in Aragua State (Venezuela) from
October 1997 to December 1998. Five hundred and forty seven sera from sus-
pected dengue patients were tested using the techniques of Virus Isolation
and Immunofluorescence Serotyping (VIIS), Reverse Transcriptase-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR), Anti-dengue IgM Capture Enzyme Immunoassay
(MAC-ELISA) and Haemagglutination Inhibition test (HI). Of the tested sera,
97.4% resulted positive to at least one technique; of these, 60.4% were classi-
fied as confirmed cases (virologically positives) and 39.6% as probable cases
(virologically negatives/serologically positives). Though the majority of positi-
ve cases occurred during the 1997 and 1998 epidemic periods, the gradual in-
crease of the seropositive rates between both periods suggested the incoming
1998 outbreak. Den-1 (51.2%), Den-2 (37.9%) and Den-4 (10.6%) infected pa-
tients were detected as well as one dual infection of Den-2 and Den-4 (0.3%).
Dengue hyperendemicity (co-circulation of Den-1, Den-2 and Den-4) in Aragua
State was confirmed together with the detection of few cases (6.5%) of Den-
gue Hemorrhagic Fever/Dengue Shock Syndrome cases (HF/DSS); 38.1% of
these cases occurred in patients with secondary infections. The high percenta-
ge (85,7%) of DHF/DSS cases infected by Den-2 virus supports the reported vi-
rulence of this serotype.

Recibido: 26-03-2001. Aceptado: 08-04-2003.

INTRODUCCIÓN

El dengue es considerado una enferme-
dad emergente y re-emergente debido al in-
cremento en el número de casos, la expan-
sión en áreas epidémicas y la aparición de
formas clínicas severas como la Fiebre He-
morrágica de Dengue/Síndrome de Choque
por Dengue (FHD/SCD), las cuales pueden
ser fatales (1). Más de la mitad de la pobla-
ción mundial vive en áreas de riesgo de in-
fección y se estima que anualmente ocurren
en el mundo entre 50-100 millones de casos

de Fiebre del Dengue (FD) y 250.000 -
500.000 casos de FHD/SCD (2, 3). En el
continente Americano, la emergencia de las
epidemias de FHD/SCD ocurrió en 1981,
casi 30 años después de su aparición en
Asia y desde entonces se han reportado ca-
sos de FHD/SCD (4).

En Venezuela, desde su emergencia en
1989 (5) hasta 1998 (6), las tasas de morbi-
lidad de la FHD/SCD han oscilado entre 3,8
(1992) y 27,8 (1997) por 100.000 habitan-
tes, con una letalidad entre 0,6% (1998) y

Investigación Clínica 44(2): 2003

92 Camacho y col.



2,8% (1992). El estado Aragua fue uno de
los más afectados (7) y desde 1994 existe
una hiperendemia debido a la circulación si-
multánea de por lo menos dos de los seroti-
pos Den 1, Den 2 y Den 4 (8, 9).

La sostenida hiperendemia que existe
en Venezuela, conjuntamente con el incre-
mento paulatino de la morbilidad de la
FHD/SCD, nos urge a implementar un siste-
ma de vigilancia epidemiológica apoyado en
un laboratorio que confirme los casos sospe-
chosos de dengue, identifique los serotipos
virales circulantes y realice un diagnóstico
diferencial con otras enfermedades similares
(2, 10-12). El objetivo fundamental de este
sistema de vigilancia denominado proactivo
(2, 11) es predecir los brotes epidémicos, lo
cual se logra mediante un seguimiento con-
tínuo de la transmisión viral para detectar
cualquier incremento significativo de la acti-
vidad viral mucho antes que ocurra el brote
epidémico (2, 10, 11). Particularmente im-
portante, es la detección de la actividad viral
en los períodos interepidémicos y de trans-
misión silente cuando muchas infecciones
no son reconocidas clínicamente. Estos pe-
ríodos pueden ocurrir semanas o meses an-
tes de que se inicie la transmisión, por lo
que la capacidad predictiva del sistema de vi-
gilancia proactiva dependerá de la eficacia
del laboratorio para confirmar oportunamen-
te las infecciones por virus dengue (VD) en
los casos clínicos sospechosos de padecerla,
utilizando para ello técnicas de diagnóstico
rápidas y sensibles (10, 11).

En este trabajo se presenta la confir-
mación de las infecciones por VD durante la
fase aguda de la enfermedad (1-8 días de
evolución) en pacientes sospechosos del es-
tado Aragua, mediante las técnicas virológi-
cas y serológicas disponibles en el laborato-
rio, como son: el Aislamiento Viral y Seroti-
pificación por Inmunofluorescencia (AVSI)
(13, 14), la Reacción en Cadena de la Poli-
merasa con Transcriptasa Inversa (RT-PCR)
(15), el inmunoensayo de captura de anti-

cuerpos IgM anti-dengue (MAC-ELISA) (16,
17) y la Inhibición de la Hemaglutinación
(IHA) (18). Adicionalmente, se determina-
ron las formas clínicas que presentaron los
casos confirmados, clasificadas de acuerdo
a los criterios de la Organización Mundial
de la Salud (19), y las posibles asociaciones
entre las formas clínicas del dengue y los
serotipos de los virus infectantes.

PACIENTES Y MÉTODOS

Descripción del sistema de vigilancia
epidemiológica proactivo del estado
Aragua

El sistema de vigilancia epidemiológica
proactivo para el control y la prevención del
dengue en el estado Aragua constan de cua-
tro componentes operativos interconecta-
dos. El primer componente está constituído
por los centros de salud centinelas (hospita-
les y ambulatorios urbanos y rurales de todo
el estado), donde se atienden los casos clí-
nicos sospechosos de dengue y se recolec-
tan las muestras sanguíneas para enviarlas
junto con sus fichas clínicas al segundo
componente del sistema, el Laboratorio Re-
gional de Diagnóstico e Investigación del
Dengue y otras Enfermedades Virales (LAR-
DIDEV). El LARDIDEV se encarga de reali-
zar las pruebas diagnósticas (virológicas y
serológicas) y enviar sus resultados a los
dos restantes componentes del sistema: las
Direcciones de Epidemiología y de Control
de Fauna Nociva de CORPOSALUD-ARA-
GUA. La Dirección de Epidemiología se en-
carga de registrar y analizar los casos positi-
vos a las pruebas de laboratorio, así como
de remitirlos a la Dirección de Vigilancia
Epidemiológica del MSDS. Finalmente, la
Dirección de Control de Fauna Nociva se
encarga de aplicar las medidas de control
del vector (evaluación de criaderos, fumiga-
ción intradomiciliaria con insecticida órga-
nofosforado, (Malathion al 94% ó Fenitro-
thion al 50%) y adición del larvicida órgano-
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fosforado granulado Abate� (Temephos) al
1% a recipientes de agua artificiales), en las
viviendas ubicadas en un perímetro de 200
mts alrededor del foco del caso confirmado
o probable de dengue.

Muestras
Se evaluaron 547 sueros de pacientes

sospechosos de padecer dengue (1 – 8 días
de evolución de la enfermedad). Los pacien-
tes fueron captados entre Octubre de 1997
y Diciembre de 1998, por el Programa Re-
gional de Vigilancia Epidemiológica Proac-
tiva del estado Aragua, y fueron analizados
en el LARDIDEV. Durante el período de es-
tudio ocurrieron en forma sucesiva la fase
de descenso del período epidémico de 1997
(Octubre a Diciembre), el período inter-epi-
démico de 1998 (Enero a Mayo) y el perío-
do epidémico de 1998 (Junio a Diciembre).
Cada muestra de suero estuvo acompañada
de una ficha del paciente donde se reporta-
ron datos personales (nombres, edad y
sexo), clínicos (signos y síntomas) y epide-
miológicos (vacunaciones contra rubéola,
sarampión, fiebre amarilla y hepatitis, ante-
cedentes personales o familiares de padeci-
miento de dengue, viajes recientes y ausen-
tismo escolar o laboral debido al dengue).

Definición de casos de dengue según los
resultados de laboratorio

Los pacientes que resultaron positivos
a las técnicas de diagnóstico de laboratorio
de dengue (virológicas y/o serológicas) fue-
ron clasificados según lo reportado por Ri-
gau-Pérez y la Asociación de Epidemiólogos
de Puerto Rico (20), con algunas modifica-
ciones. Brevemente, se definen como casos
confirmados de dengue, a los pacientes fe-
briles que resultaron positivos a las técnicas
virológicas utilizadas en este estudio (AVSI
y/o RT-PCR), independientemente del re-
sultado (positivo o negativo) obtenido con
las técnicas serológicas (MAC-ELISA y/o

IHA �1/2560), y casos probables de den-
gue, a los pacientes febriles que resultaron
positivos a las técnicas serológicas, pero ne-
gativos a las virológicas.

Definición de casos clínicos de dengue
Se definieron como pacientes sospe-

chosos de dengue todos aquellos que pre-
sentaron al momento de ser atendidos, fie-
bre acompañada de dos o más de las si-
guientes manifestaciones clínicas: dolor de
cabeza, dolor retroocular, mialgia, artral-
gia, rash y manifestaciones hemorrágicas
(21). La clasificación clínica de los casos de
FD y FHD/SCD se realizó siguiendo los cri-
terios recomendados por el comité de ex-
pertos de la OPS/OMS (19).

Extracción de ARN viral
Para la extracción del ARN viral se utili-

zó el kit RNAgents Total RNA Isolation Sys-
tem (Promega Corporation, USA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se utiliza-
ron 200 µL de: a) sueros de pacientes sospe-
chosos de dengue, b) sueros de personas sa-
nas (controles negativos) y c) sobrenadantes
de cultivos infectados con virus Den-1,
Den-2, Den 3 y Den-4, identificados previa-
mente con anticuerpos monoclonales especí-
ficos (14) (controles positivos de ARN viral).
Las cepas de Den 1, Den 2 y Den 4 fueron
aisladas de pacientes del estado Aragua; la
cepa de Den-3 fue gentilmente donada por el
Dr. Ferdinando Liprandi del Laboratorio de
Biología de Virus del Instituto Venezolano
de Investigaciones Científicas (IVIC).

Tipificación del VD por RT-PCR
La RT-PCR se realizó mediante el pro-

cedimiento descrito por Lanciotti y col.
(15) utilizando el kit Access RT-PCR Sys-
tem (Promega Corporation, USA). Excepto
por los cebadores, la utilización del kit Ac-
cess RT-PCR requirió cambiar las condicio-
nes experimentales (volumenes de reacti-
vos, tiempos de reacciones y ciclajes) del
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procedimiento original a las recomendadas
por el fabricante. Los ADNc amplificados
(amplicones) fueron detectados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%, a
100V durante 60 min, seguido de colora-
ción con bromuro de etidio y visualización
con luz ultravioleta (UV). La identificación
del serotipo del VD se realizó de acuerdo a
la talla en la distancia de migración relativa
al marcador de peso molecular 100 bp DNA
Ladder (Promega Corporation, USA).

Aislamiento viral y serotipificación es-
pecífica con anticuerpos fluorescentes
policlonales y monoclonales anti-dengue

Para el aislamiento viral los sueros de
los pacientes (50 µL) fueron inoculados e
incubados durante 5-6 días, a 33°C, en la lí-
nea celular C6/36 (clon HT) derivada de Ae-
des albopictus (13). Para la detección y se-
rotipificación viral específica, con anticuer-
pos fluorescentes policlonales y monoclona-
les anti-dengue, se siguió el procedimiento
descrito por Gubler y col. (14).

Ensayo inmunoenzimático de captura para
IgM anti-dengue

La técnica MAC-ELISA se realizó si-
guiendo el procedimiento descrito por
Kuno y col. (16), con ligeras modificaciones
introducidas en el Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kourí”, Ciudad de la Haba-
na, Cuba (17) y en el LARDIDEV (observa-
ciones inéditas). Brevemente, las modifica-
ciones introducidas fueron: 1) se utilizaron
placas NUNC Maxisorp sensibilizadas con
anti-IgM humana (Affinity Purified Antibody
to Human IgM (µ) K & P Laboratories); 2)
el bloqueo de las microplacas se realizó in-
cubando con albúmina sérica bovina (ASB)
al 4% por 30 minutos a 37°C; 3) los sueros
(paciente y controles positivo y negativo)
fueron diluídos 1/20 en tampón fosfato sali-
no pH 7,4 (TBS: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,14 g
KH2PO4, 0,91g Na2HPO4 en 1000 mL agua
destilada) con ASB al 0,5%; 4) se añadieron

50 µL por pozo del anticuerpo monoclonal
de ratón anti-flavivirus conjugado a peroxi-
dasa (Peroxidase-conjugated IgG fraction
monoclonal mouse antibody SLE Jackson
Research) (16); 5) se utilizó como sustrato
OPD (Orhophenylendiamine, 1 tableta de 2
mg, Sigma Chemical Co.) preparado en 5
mL de tampón fosfato-citrato con perborato
de sodio (Phosphate-citrate buffer with so-
dium perborate, 1 cápsula para 100 mL de
agua destilada; Sigma Chemical Co.), 6) se
detuvo la reacción enzimática añadiendo
100 µL de ácido sulfúrico al 12,5% por
pozo, y 7) se realizó la lectura a 492 nm. El
valor de corte se estableció en dos veces la
Densidad Optica (DO) del promedio de la
lectura de los sueros controles negativos,
por lo que un suero fue considerado como
positivo cuando la DO era mayor que dicho
valor de corte. Los casos positivos a la prue-
ba MAC-ELISA (muestras séricas únicas) se
definen como “probables” debido a que los
pacientes pudieron haber padecido infec-
ción por el VD en los últimos tres meses (2,
3, 16, 20 - 23).

Inhibición de la Hemaglutinación
La determinación de los anticuerpos

Inhibidores de la Hemaglutinación (IHA) se
realizó de acuerdo al protocolo descrito por
Clarke y Casals (18). En muestras únicas,
se consideraron como positivos los sueros
que presentaron títulos recíprocos de IHA
�1:2560 (23).

Métodos de análisis estadístico
Los análisis estadísticos fueron realiza-

dos con el programa EpiInfo, versión 6.04b
(Center for Diseases Control and Preven-
tion, USA; World Health Organization, Swit-
zerland), calculándose: razones de ventajas
(Odds Ratio [OR]) con límites de confianza
al 95% (LC95%), valores de Chi-cuadrado de
Mantel-Haenszel y Yates y de probabilidad
(p), a un nivel de confianza de 0,05 con 1
grado de libertad, y valores de Chi-cuadrado
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derivados de la ecuación no corregida y los
de probabilidad (p) a un nivel de confianza
de 0,05, según el caso.

RESULTADOS

Se evaluaron 547 muestras de suero de
pacientes sospechosos de dengue resultan-
do 97,4% (533/547) positivas a por lo me-
nos una de las pruebas virológicas y/o sero-
lógicas. De los sueros que resultaron positi-
vos, 60,4% (322/533) se obtuvieron de ca-
sos que fueron clasificados como confirma-
dos (virológicamente positivos, con o sin se-
rología positiva) y 39,6% (211/533) de ca-
sos clasificados como probables (virológica-
mente negativos, con serología positiva).

La mayoría de los casos positivos se de-
tectaron durante el período epidémico de
1998 (360/533, 67,5%: 40,3% confirmados
y 27,2% probables) y en la fase de descenso
del período epidémico de 1997 (97/533,
18,2%: 11,8% confirmados y 6,4% proba-
bles) (Fig.1). Por otra parte, durante el cor-
to período inter-epidémico de 1998 se de-
tectaron 14,3% de casos positivos (76/533)
con una proporción de casos confirmados y
probables bastante similares (8,3% y 6,0%,
respectivamente). Es de resaltar, sin embar-

go, que en el transcurso de este período in-
ter-epidémico, los porcentajes mensuales de
casos positivos aumentaron continuamente
de 2,8% en febrero a 4,7% en mayo (Fig. 1).

De los casos confirmados, 69,3%
(223/322) fueron detectados únicamente
por RT-PCR, y 30,8 % (99/322) por AVSI y
RT-PCR. Las frecuencias relativas de los se-
rotipos de VD identificados por RT-PCR y/o
AVSI fueron 51,2% (165/322) Den-1; 37,9%
(122/322) Den-2, y 10,6% (34/322) Den-4;
adicionalmente, se detectó una infección
mixta (0,3%) Den-2 y Den-4.

De los casos confirmados, 21,7%
(70/322) presentaron respuestas de anti-
cuerpos anti-dengue de tipo IgM, 13,7%
(44/322) de tipo IHA; y 17,1% (55/322)
de ambos tipos, IgM e IHA. De los casos
probables, 30,8% (65/211) mostraron res-
puestas de anticuerpos anti-dengue de
tipo IgM, 22,8% (48/211) de tipo IHA y
46,5% (98/211) de ambos tipos, IgM e
IHA. Siguiendo los criterios de la
OMS/OPS (19), todos los casos que evi-
denciaron respuestas de anticuerpos anti-
dengue de tipo IHA (títulos �1/2560) (99
confirmados + 146 probables / 533 =
46%), fueron consideraron como casos de
infección secundaria.

Investigación Clínica 44(2): 2003

96 Camacho y col.

Fig. 1. Casos con diagnóstico de laboratorio positivo de dengue detectados en el estado Aragua en-
tre: Octubre 1997 y Diciembre 1998.



En la Tabla I puede observarse que las
tasas de positividad para anticuerpos IgM y
los títulos de anticuerpos IHA en los sueros
que resultaron negativos al AVSI, individual-
mente (grupo II: RT-PCR+/AVSI–) o en
combinación con la RT-PCR (grupo III: RT-
PCR–/AVSI–), fueron significativamente
mayores que en los sueros que resultaron
positivos a ambas técnicas (grupo I: RT-
PCR+/AVSI+). Los resultados también
muestran que 71 de los 96 sueros que resul-
taron positivos al RT-PCR no pudieron ser
detectados mediante el AVSI.

Se determinó que 93,5% (301/322) de
los casos confirmados sufrieron FD, mien-
tras que 6,5% (21 de 322) padecieron

FDH/SCD (Tabla II). Clasificando de acuer-
do al grado de severidad de la FHD/SCD, se
determinó que 9,5% (2/21) de los pacientes
correspondieron al grado I, 57,1% (12/21)
al grado II, 23,8% (5/21) al grado III, y
9,5% (2/21) al grado IV.

Se determinaron las frecuencias relati-
vas de las formas clínicas del dengue que
presentaron los casos confirmados que su-
frieron infecciones secundarias, encontrán-
dose que la mayoría (91/99, 91,9%) corres-
pondieron a casos clínicos de FD. Por otro
lado, se determinó que el porcentaje de in-
fecciones secundarias en los individuos que
sufrieron FHD (8/21, 38,1%) fue mayor que
en los que padecieron FD (91/301, 30,2%).
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TABLA I
TASAS DE POSITIVIDAD DE LAS TÉCNICAS VIROLÓGICAS EN PRESENCIA DE ANTICUERPOS
ANTI-DENGUE EN MUESTRAS DE SUERO COLECTADAS EN LOS CINCO PRIMEROS DÍAS DE

EVOLUCIÓN DE LA ENFERMEDAD

Anticuerpos Anti-Dengue Sueros de Pacientes (n = 453)

Grupo I*
(n = 94)

Grupo II**
(n = 189)

Grupo III***
(n = 170)

IgM Positivos 25 (26,6%) 71 (37,6%) 129 (75,9%)a

Negativos 69 (73,4%) 118 (62,4%) 41 (24,1%)

Títulos IHA �1/1280 17 (18,1%) 81 (42,9%)b 114 (67,1%)c,d

1/20-1/640 58 (61,7%) 89 (47,1%) 41 (24,1%)

<1/20 19 (20,2%) 19 (10,1%) 15 (8,8%)
*Grupo I: RT-PCR y AVSI positivos. **Grupo II: RT-PCR positivos y AVSI negativos. ***Grupo III: RT-PCR y
AVSI negativos. ac2 = 53,25 vs Grupo I y c2 = 60,50 vs Grupo II. bc2 = 17,02. cc2 = 58,07 vs Grupo II.
dc2 = 21,13 vs Grupo I; p < 0,001.

TABLA II
DIAGNÓSTICO CLÍNICO E IDENTIFICACIÓN DE SEROTIPOS DE VIRUS DENGUE (VD)

EN 322 CASOS CONFIRMADOS POR LAS TÉCNICAS DE AVSI Y RT-PCR

Diagnóstico
Clinico*

Serotipos de VD Total

DEN 1 DEN 2 DEN 4 DEN 2 & DEN 4

FD† 162 (53,8%) 104 (34,6%) 34 (11,3%) 1 (0,3%) 301 (93,5%)

FHD/SCD‡ 3 (14,3%) 18 (85,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 21 (6,5%)

Total 165 (51,2%) 122 (37,9%) 34 (10,6%) 1 (0,3%) 322 (100,0)%
*El diagnóstico clínico de los pacientes fue realizado de acuerdo a los criterios de definición de casos de la OMS
(19).   †Fiebre de Dengue.   ‡Fiebre Hemorrágica de Dengue/Síndrome de Choque por Dengue.



Se determinaron las asociaciones esta-
dísticas (OR) entre los serotipos virales in-
fectantes y la severidad de los cuadros clíni-
cos en los casos confirmados. El riesgo de
padecer la forma no severa de la enferme-
dad (FD) estuvo significativamente asociado
a las infecciones con el serotipo Den-1 (OR
= 7,4; LC95% = 1,89 – 31,09; �2 de Man-
tel-Haenszel = 12,35; valor p = 0,0004), y
con el serotipo Den-4 (todos los casos de
FD). Por otra parte, el riesgo de padecer las
formas severas de la enfermedad (FHD) es-
tuvo significativamente asociado a las infec-
ciones con el serotipo Den-2 (OR = 11,20;
LC95% = 2,99 – 49,55; �2 de Mantel-
Haenszel = 21,42; valor p = 0,000003),
mientras que en los pacientes infectados
con Den-1 la asociación fue significativa-
mente inversa (OR = 0,14; LC95% = 0,03 –
0,53; �2 de Mantel-Haenszel = 12,35; valor
p = 0,0004).

DISCUSIÓN

En Aragua, como en toda Venezuela y
muchos países donde el dengue es endémi-
co, los programas de prevención y control
dependían fundamentalmente de sistemas
de vigilancia epidemiológica clínica o pasi-
va para monitorear la actividad de la enfer-
medad, detectar cualquier aumento de la
incidencia, definir las tendencias de trans-
misión y evaluar la magnitud de las epide-
mias. Sin embargo, el sistema de vigilancia
pasiva es de muy baja sensibilidad en los
períodos interepidémicos, donde la trans-
misión del dengue es baja, ya que no son
diagnosticados correctamente todos los ca-
sos de la enfermedad (2, 3, 10-12, 21). Por
esta baja sensibilidad, para el momento en
que los casos de dengue son detectados y
notificados, ya ha ocurrido una considera-
ble transmisión por lo que resulta tardío
lograr una reducción significativa de esta
transmisión a través de medidas de control
(2, 10-12).

A partir de 1996, se inició en Aragua el
Programa Regional de Vigilancia Epidemio-
lógica Proactivo para el Control y la Preven-
ción del Dengue a través de establecimien-
tos centinelas (24). Desde Enero de 1996
hasta Septiembre de 1997, el programa de
Aragua escrutaba los casos mediante prue-
bas de laboratorio serológicas, generando,
por primera vez en el estado, registros de
casos de dengue más confiables que los ob-
tenidos mediante la notificación pasiva (7,
25). Desde Octubre de 1997, se introduce
el diagnóstico virológico (AVSI y RT-PCR)
para determinar la presencia, distribución
geográfica y dinámica de transmisión de los
serotipos virales circulantes, completándose
de esta manera las herramientas de labora-
torio necesarias para realizar una vigilancia
proactiva más precisa.

Según los datos del presente estudio,
la implementación del sistema de vigilancia
proactiva del dengue en el estado Aragua,
entre Octubre de 1997 y Diciembre de
1998, permitió determinar que 97,4% de los
pacientes sospechosos resultaron positivos
a por lo menos una de las técnicas de diag-
nóstico virológicas y/o serológicas; de estos
60,4% padecían infecciones activas (casos
confirmados) y 39,6% infecciones recientes
(casos probables) que ocurrieron en el
transcurso de los tres últimos meses (2, 3,
16, 20-23).

De acuerdo a los hallazgos de este es-
tudio, las tasas de positividad son mayores
que las reportadas por otros laboratorios de
vigilancia proactiva como los del Instituto
Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
(INHRR) y del Center for Disease Control
and Prevention (CDC) de San Juan, Puerto
Rico (26, 27). En 1998, 63,4% (2.354 de
3.715) y 7,7% (66 de 847) de los sueros
analizados en el INHRR resultaron positivos
al diagnóstico serológico y virológico; res-
pectivamente (26). En Puerto Rico, entre
Enero y Agosto de 1998, se diagnosticaron
como positivos-serológicos y/o virológicos-
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42,7% (4.190 de 9.803) de los casos notifi-
cados, y 12,1% (564 de 4.190) correspon-
dieron a casos confirmados (27). Las mayo-
res tasas de positividad reportadas en nues-
tro estudio muy probablemente están aso-
ciadas a las altas incidencias de casos ocu-
rridos en Aragua durante las epidemias de
1997 y 1998. Las altas tasas de casos positi-
vos detectadas durante la fase de descenso
de la epidemia de 1997 (18,2%) y la epide-
mia del 1998 (67,5%) corroboran lo argu-
mentado anteriormente. Por otra parte, el
alto porcentaje de casos totales (97,4%) de-
tectados sugiere que el sistema de vigilan-
cia epidemiológica proactivo implementado
en nuestro estado es altamente específico
para la detección de casos evidentes de den-
gue, pero poco sensible para la detección
de formas leves o febriles indiferenciadas
(Russell K, 1999, comunicación personal).
La eficacia del sistema de vigilancia epide-
miológica de Aragua para detectar casos
evidentes de dengue, sugiere que la sensibi-
lidad y especificidad del mismo depende no
solamente del esfuerzo ejercido en la identi-
ficación de los casos, si no también, de la
consistencia, y severidad de los síntomas de
la enfermedad (11).

Uno de los atributos de la vigilancia
proactiva que ha sido ampliamente reporta-
do es su capacidad predictiva. En Puerto
Rico, por ejemplo, el sistema de vigilancia
proactivo detectó la introducción de los se-
rotipos Den-1 y Den-2 en 1984, y esa infor-
mación fue utilizada para predecir un pe-
queño brote epidémico en 1985 (10). Tam-
bién fueron de capaces de predecir otras
epidemias mayores en 1986 y 1987 con va-
rios meses de anticipación. El carácter re-
trospectivo de los datos recolectados en
nuestro estudio, imposibilitó el análisis de
tendencia que permitiera predecir con
exactitud el momento de aparición de la
epidemia de 1998. Sin embargo, el incre-
mento sostenido de los porcentajes de ca-
sos positivos a las pruebas diagnósticas del

dengue durante el período inter-epidémico
sugería la proximidad de dicha epidemia.

En las infecciones humanas por VD, la
viremia es detectable durante los 5 prime-
ros días del inicio de la enfermedad (DIE)
(rango: 2 - 12 días, dependiendo de la cepa
viral y el estado de inmunidad del indivi-
duo) y luego desaparece rápidamente con
la aparición de los anticuerpos específicos
(3, 22). En este sentido, los resultados de
la Tabla I sugieren una posible asociación
entre la circulación de anticuerpos IgM y
IHA (títulos �1/1280) y la disminución de
la viremia en los primeros cinco días de la
enfermedad, expresada en una reducción
de la eficacia de las técnicas virológicas
(AVSI y RT-PCR) para detectar viriones via-
bles (y probablemente ARN) de VD en los
sueros de los pacientes con niveles detecta-
bles de dichos anticuerpos. Se ha propues-
to que la formación de complejos virus-an-
ticuerpos neutralizantes disminuye la in-
fectividad de los viriones para los cultivos
celulares (3, 22, 28-30). En concordancia
con este argumento, el hallazgo de tasas
significativamente mayores de detección
de anticuerpos IgM y/o IHA en las mues-
tras que resultaron negativas al AVSI, su-
gieren que en efecto dichos anticuerpos
neutralizan in vivo los VD, disminuyendo
el número de viriones viables disponibles
para infectar in vitro los cultivos celulares.
Los resultados también sugieren que cuan-
do los sueros contienen anticuerpos IgM
anti-dengue, la eficacia para detectar el VD
del AVSI es mucho menor que la de la RT-
PCR. Obsérvese que cuando los sueros con-
tienen IgM la detección del VD mediante la
RT-PCR es 2,8 veces mayor que con el
AVSI, lo cual concuerda con lo reportado
por Vorndam y Kuno (22). La despropor-
ción entre el número pequeño de viriones
viables y el número mucho mayor de célu-
las C6/36 del cultivo in vitro (14), podría
explicar la reducción significativa de la efi-
cacia de la técnica del AVSI para detectar
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el VD en pacientes con respuestas humora-
les (IgM y/o IHA) tempranas.

Desde el año 1963 hasta la década de
los 80, los países de Latinoamérica se carac-
terizaron por presentar patrones de trans-
misión del VD no endémicos o hipo- endé-
micos (un sólo serotipo presente) (31). Sin
embargo, en los años 70-80 América Cen-
tral y del Sur padecieron la re-invasión del
Aedes aegypti, principal vector de la enfer-
medad; y de forma simultánea se incremen-
tó el movimiento de la población y, por
ende, la subsecuente propagación del virus;
la combinación de estos dos eventos resultó
en la circulación simultánea de múltiples
serotipos del virus (1, 3, 31). La detección
de 322 infecciones por VD y la circulación
simultánea de tres serotipos - Den-1, Den-2
y Den-4 en Aragua, entre Octubre de 1997 y
Diciembre de 1998, constituyen evidencias
inequívocas de una situación de hiperende-
micidad francamente establecida. Revisan-
do la situación retrospectivamente, encon-
tramos que entre 1991 y 1996 ocurrió la
circulación de dos o más serotipos en una o
más entidades federales de Venezuela y en
Aragua entre 1994 y 1996 (8). Todo lo an-
terior permite deducir que la hiperendemi-
cidad del VD en Aragua y otros estados de
Venezuela, se ha desarrollado progresiva-
mente desde 1989, incrementado su inten-
sidad particularmente a partir de 1996.

Se ha reportado insistentemente que
la hiperendemia del dengue constituye un
factor de riesgo determinante para la apari-
ción de epidemias de FHD/SCD en el Sures-
te Asiático y el continente Americano, y que
dichas epidemias son el resultado de el in-
cremento de casos de infecciones secunda-
rias (1-4, 12, 32-34). Por otra parte, Rosen
(35, 36) sostiene que ciertos serotipos, o
aislados (genotipo, subtipo, biotipo o topo-
tipo) de VD constituyen un posible factor
de riesgo para la aparición de las formas se-
veras FHD/SCD. Algunos investigadores
(37) sostienen que el pasaje in vivo del vi-

rus (transmisión in vivo) en hospedadores
vertebrados (hombre) e invertebrados (mos-
quito), puede modificar la virulencia de al-
gunos serotipos circulantes. La modifica-
ción de la virulencia de un serotipo deter-
minado podría ser la consecuencia de cam-
bios moleculares. Así por ejemplo, en el
caso del serotipo Den 2, genotipo III (asiáti-
co), se ha determinado que existen diferen-
cias moleculares posiblemente correlacio-
nadas con la patogenicidad o virulencia de
este genotipo (37-39). Las diferencias están
localizadas en las proteínas de la envoltura
(E) (37), de premembrana (prM) (37, 38),
de algunas no estructurales NS1 (37, 39),
NS2a (39), NS4b (38) y NS5 (38, 39), y de
los genes que codifican estas proteínas y de
la región 5´y 3´ no traducible. Otra eviden-
cia que refuerza la propuesta de Rosen (35,
36) es que la mayoría de las epidemias de
FHD/SCD que han ocurrido en las islas del
Caribe, Centro y Sur América han sido oca-
sionados por el serotipo Den 2 (4, 5, 7, 12,
30), y para algunos investigadores del geno-
tipo asiático (9, 40, 41).

Los hallazgos del presente estudio pro-
veen evidencias que apoyan ambas propues-
tas. La evidencia que apoya la propuesta de
la hiperendemicidad como factor de riesgo
para la aparición de casos de FHD (1-4, 12,
32-34), es la coincidencia de la co-circula-
ción de tres serotipos (Den-1, Den-2 y
Den-4) con la detección de mayores tasas
de infecciones secundarias en los casos de
FHD que en los de FD (38,1% vs 30,2%). Por
otro lado, en apoyo a la propuesta de la ma-
yor virulencia de determinados aislados vi-
rales (35, 36), están el alto porcentaje de
infecciones por el serotipo Den-2 detecta-
das en los casos de FHD/SCD (87,5% de to-
dos los casos; 100% de los casos más seve-
ros, grado III y IV), y el riesgo significativo
que presentaron los pacientes infectados
con virus Den-2 de padecer FHD/SCD.

Este estudio refleja la situación de hi-
perendemicidad que presenta el estado Ara-
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gua y el país desde 1989, concomitante con
la continua aparición de casos de
FHD/SCD, probablemente resultantes del
incremento de las infecciones secundarias.
Así mismo, los datos proveen evidencias de
la circulación de virus serotipo Den-2 aso-
ciado a los casos severos (FHD/SCD) de la
enfermedad. Todo lo anterior enfatiza la ne-
cesidad e importancia de mantener y forta-
lecer el programa regional de vigilancia epi-
demiológica proactiva que desde el año
1996 se ha venido ejecutando en el estado.
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