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Actualización en diagnóstico del dengue: evolución 
de las técnicas y su aplicación real en la clínica

Update on dengue diagnosis:  
techniques evolution and their clinical application

Laura Gutiérrez Ruiz1, Diana Carolina Quintero Gil2, Marlén Martínez Gutiérrez3

Resumen: el dengue es la enfermedad viral transmitida por vectores de mayor importancia en 
el mundo. Debido a que hasta el momento no existe una vacuna licenciada para la prevención 
de la infección ni una terapia específica para controlar la enfermedad, el diagnóstico temprano 
y específico resulta ser una herramienta de vital importancia para brindar un tratamiento rápido 
y oportuno al paciente. Aunque hace más de seis décadas se dispone de una variedad de 
técnicas de laboratorio para el diagnóstico de esta enfermedad, es frecuente encontrar que no 
exista un consenso en el personal o en las entidades colombianas encargadas del diagnóstico 
de laboratorio sobre las ventajas y las limitaciones de estas técnicas, lo que dificulta dicho 
diagnóstico. Adicionalmente, debido a que la mayoría de técnicas que se usan se basan en la 
respuesta inmune frente al virus, y se pueden presentar reacciones cruzadas con otros virus 
genéticamente relacionados, la posibilidad de falsos positivos es alta. Principalmente, por esta 
razón, en los últimos años ha aumentado el desarrollo y la validación de técnicas moleculares, 
ya que son más sensibles, específicas y rápidas que las técnicas celulares e inmunológicas. 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, se hace necesario comparar a la luz de la literatura 
disponible la utilidad real de las técnicas de laboratorio existentes, clasificándolas en celulares, 
inmunológicas y moleculares.

Palabras clave: virus dengue, dengue, pruebas inmunológicas, técnicas de diagnóstico molecular, 
diagnóstico precoz.

Abstract: dengue is the vector-borne viral disease of major importance in the world. Because so 
far there is no licensed vaccine that can be used to prevent the infection and there is no specific 
antiviral treatment, the early and specific diagnosis is a powerful tool to provide prompt and timely 
management of the patient. Despite during more than six decades there has been available a wide 
variety of laboratory techniques that can be used for the diagnosis of dengue, there is often lack 
of a consensus among the people or entities responsible of the diagnosis about the advantages 
and disadvantages of these techniques; for this reason, the diagnosis of dengue is more difficult. 
Moreover, taking into account that most of the techniques used are based on the immune 
response against dengue virus, and a cross reactivity with other viruses genetically related could 
be possible; the possibility of false positives is high. Accordingly, in recent years the development 
and validation of molecular techniques has increased, as they are more sensitive, specific and 
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rapid than the cellular and immunological techniques. Therefore, it is necessary to compare the 
usefulness of laboratory techniques to dengue diagnosis, such as cellular, immunological and 
molecular tests.

Key words: dengue virus, dengue, immunologic techniques, molecular diagnostic techniques, 
early diagnosis.

De las enfermedades transmitidas por artrópodos, aquellas causadas por el virus dengue 
se consideran las más importantes en cuanto a morbilidad y a mortalidad. Existen 
cuatro serotipos de este virus, DENV-1 a DENV-4, todos capaces de producir varios 

tipos de enfermedad en el humano, conocidos comúnmente como “dengue”. Este término 
incluye tanto las formas no aparentes o silentes de la enfermedad como las formas clínicas 
severas y no severas [1].

Más de 2,5 billones de personas habitan en zonas endémicas para el virus dengue y se estima 
que anualmente se presentan entre 50 y 100 millones de casos de dengue en todo el mundo 
[2]. Entre los factores responsables de la emergencia y la reemergencia del virus se encuentran 
el crecimiento de la población y la circulación constante de varios serotipos en las mismas 
áreas endémicas, así como la gran densidad y la distribución geográfica de los vectores [3]. 
Estos factores, sumados a la alta morbimortalidad de la infección, hacen que la enfermedad 
no solo sea un serio problema de salud pública, sino también un problema social y económico 
en los países en vía de desarrollo [4].

Debido a que hasta el momento no existe una vacuna licenciada para la prevención de la 
infección ni una terapia específica para controlar la enfermedad [5], el diagnóstico temprano 
y específico es de vital importancia para brindar un tratamiento rápido y oportuno al paciente. 
El diagnóstico presuntivo de la enfermedad se basa en las manifestaciones clínicas, pero el 
diagnóstico confirmatorio se debe hacer con base en pruebas de laboratorio, ya sean celulares 
(aislamiento de virus en cultivos) o inmunológicas (detección de IgM en fase aguda o sero-
conversión en fase convaleciente) [6]. Adicionalmente, los avances en técnicas de biología 
molecular han abierto la posibilidad de un diagnóstico más rápido y específico que podría ayu-
dar a mejorar el tratamiento de los pacientes y por consiguiente, a controlar el desarrollo de la 
enfermedad [7]. En los últimos años, la Organización Mundial de la Salud (OMS) estableció 
una agenda de prioridades en investigación de dengue [8], en la que se recomienda, entre 
otras cosas, validar las nuevas técnicas de diagnóstico descritas recientemente, haciendo es-
pecial énfasis en las moleculares [9], ya que son más sensibles y rápidas que las técnicas celu-
lares e inmunológicas; además, son una herramienta epidemiológica importante para detectar 
el serotipo viral, y mediante secuenciación de regiones especificas en el genoma permiten 
identificar las cepas circulantes, lo que las convierte en una herramienta útil en estudios de 
evolución viral [10].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, es necesaria una revisión de literatura en relación 
con las técnicas que históricamente se han empleado para el diagnóstico de dengue, con el fin 
de facilitarle al médico o al personal de laboratorio la elección de un método diagnóstico en 
aquellos casos en donde hay sospecha de dengue.

El dengue como un problema de salud pública

Desde hace algunas décadas, la salud mundial se encuentra afectada por la alta prevalencia de 
enfermedades transmisibles que llevan a una alta morbilidad y mortalidad, en especial en los 
países en vía de desarrollo. De las enfermedades transmisibles, las enfermedades emergentes y 
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reemergentes son las más frecuentes a causa del aumento de la población, la alta urbanización 
y los cambios en factores ambientales, sociales y sanitarios, entre otros aspectos [11, 12]. Las 
enfermedades transmisibles que afectan tanto a humanos como a animales [11] son causadas 
principalmente por virus que pueden ser transmitidos a vertebrados mediante la picadura de 
artrópodos hematófagos; estos virus reciben el nombre de arbovirus [13]. En la última década 
los artrópodos han sido los responsables de la transmisión de aproximadamente el 30% de las 
enfermedades emergentes [14], lo que los convierte en un serio problema de salud pública 
[15]; ello se debe a la amplia distribución de los vectores y a su capacidad vectorial, descrita 
como el conjunto de habilidades y características fisiológicas del artrópodo, que ligada a ca-
racterísticas de tipo ecológico, le permiten transmitir de forma eficiente un patógeno, en este 
caso, un virus [16].

De las arbovirosis, el dengue es una de las más frecuentes y constituye un serio problema de 
salud pública en el mundo, especialmente en los países tropicales y subtropicales. La distribu-
ción del virus dengue es mundial y alrededor de 2,5 mil millones de personas viven en áreas 
de riesgo para su transmisión. Se estima que en los últimos 50 años la incidencia mundial de 
esta enfermedad ha aumentado 30 veces y se calcula que cada año se presentan aproximada-
mente 50 millones de casos de dengue [17]. Hasta el 2009, la Organización Panamericana de 
la Salud (OPS) informó 853.468 casos de dengue en la región de las Américas; para el 2011, 
se informó un total de 1.040.000 casos con 719 muertes y los países más afectados fueron 
Bolivia, Colombia, Ecuador y Suriname [18].

En Colombia, el Instituto Nacional de Salud notificó hasta el mes de diciembre del 2011 (sema-
na epidemiológica número 52), 32.755 casos de dengue, de los cuales 31.372 correspondieron 
a dengue y 1.383 a dengue grave, 42 de estos últimos fueron letales (mortalidad del 3,04%). La 
mayoría de los casos de dengue se distribuyeron en Norte de Santander, Meta, Valle del Cauca, 
Santander, Tolima, Antioquia, Huila, Cesar, Sucre y Quindío [19]. Hasta el mes de mayo de 
2012 (semana epidemiológica número 21), se notificaron 20.807 casos de dengue, de los cuales 
20.241 correspondieron a dengue y 566 a dengue grave, y 11 fueron letales (mortalidad del 
2,08%). Este mismo año, los departamentos más afectados son Huila, Meta, Valle del Cauca, 
Caquetá, Norte de Santander, Tolima, Santander, Casanare, Antioquia y Sucre [20].

Agente etiológico

El virus dengue pertenece a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus. Se han descrito cuatro 
serotipos antigénicamente diferentes, DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. El genoma vi-
ral está constituido por un ARN de cadena sencilla y polaridad positiva, el cual codifica para 
una poliproteína que se fragmenta por la acción de proteasas virales y celulares para originar 
10 proteínas virales individuales, tres estructurales y siete no estructurales, como se observa 
en la figura 1. Las proteínas estructurales tienen funciones que incluyen desde el proceso de 
interacción con los receptores de la célula blanco (proteína E), pasando por la inducción de la 
respuesta antigénica, hasta la formación de las estructuras del virión (ver figura 2), mientras 
que las no estructurales son importantes para la replicación viral [21]; además, las estructuras 
secundarias de tipo tallo-bucle presentes en los extremos 5’ y 3’ de las regiones no traducidas 
(5’UTR y 3’UTR) facilitan y potencian la traducción de las proteínas virales [22].

El ciclo replicativo del virus dengue se inicia cuando un mosquito infectado pica a un 
huésped susceptible y le transfiere partículas virales infecciosas. Inicialmente, las partículas 
virales son capturadas por las células dendríticas intradérmicas (células de Langerhans) que 
se movilizan hacia los ganglios linfáticos locales (mientras el virus se replica) para realizar la 
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A. Virus inmaduro B. Virus maduro

MEprM Envoltura Cápside ARN

Figura 2. Estructura del virus dengue. A. Estructura de una partícula viral inmadura que posee la proteína prM asociada a 
la proteína E. B. Estructura de una partícula viral madura, caracterizada porque la proteína prM ya ha sido fragmentada 
y la proteína E es dimérica. Tomado y adaptado de Martínez-Gutierrez M. Antiviral activity of lovastatin against dengue 
virus: evaluation in vitro and in vivo. [Tesis Doctoral]. Medellín, Universidad de Antioquia; 2010 [23].

Figura 1. Estructura genómica del virus dengue. El virus posee un genoma ARN de cadena sencilla y de polaridad 
positiva, con un tamaño de aproximadamente 11 kb que codifica para 10 proteínas: tres estructurales, C, prM y E; y 
siete no estructurales, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5.
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presentación antigénica a los linfocitos T; simultáneamente, el virus infecta a otras células 
blanco de los ganglios, como los macrófagos y los linfocitos T [24]. El ciclo replicativo viral 
se esquematiza en la figura 3.
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Figura 3. Ciclo replicativo del virus dengue. (1) Unión del virus a receptores presentes en la membrana plasmática. 
(2) Endocitosis mediada por clatrinas. (3) Fusión de la membrana endosomal con la envoltura viral. (4) Traducción 
de proteínas. (5) Replicación del genoma viral. (6) Ensamblaje de la partícula viral inmadura. (7) Maduración de la 
partícula viral. (8) Liberación por gemación de las partículas virales maduras. Convenciones: EEC, espacio extracelular; 
EIC, espacio intracelular; N, núcleo; RE, retículo endoplasmático; R, ribosoma. Tomado y adaptado de Martínez-Gu-
tierrez M. Antiviral activity of lovastatin against dengue virus: evaluation in vitro and in vivo. [Tesis Doctoral]. Medellín, 
Universidad de Antioquia; 2010 [23].

En general, para todos los tipos de células mencionadas el ciclo de replicación es el mismo, 
aunque varía el receptor celular utilizado por el virus para entrar en contacto con la célula; 
por ejemplo, para las células dendríticas el virus utiliza como receptores la lectina DC-SIGN 
(Dendritic Cell-specific Intracellular adhesión molecule Grabbing Nonintegrin), la integrina αvβ3 
y la molécula GRP78 (BiP), mientras que para los monocitos utiliza moléculas como el hepa-
rán sulfato [25-27]. Posterior a la unión con los receptores celulares, el virus se internaliza a 
través de fosas recubiertas de clatrina [28], la envoltura del virus se fusiona con la membrana 
del endosoma y la partícula viral se expone a las proteasas celulares para que la desensamblen, 
de forma que el genoma se libera en el citoplasma. A continuación, se da una intensa proli-
feración y reorganización de endomembranas en las células hospederas para transportar los 
componentes virales [29]. El genoma liberado en el citoplasma cumple dos funciones, puede 
servir como ARN mensajero y traducirse en una sola poliproteína en el retículo endoplasmá-
tico rugoso o puede servir como molde para hacer más copias del genoma. La poliproteína 
traducida es procesada por proteasas virales (NS3) y celulares (peptidasas residentes en el 
retículo endoplasmático) [30], lo que lleva a la formación de tres proteínas estructurales, C, 
prM y E, y siete no estructurales, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5.

Durante la síntesis de ARN viral participan las proteínas no estructurales del virus, siendo de 
particular importancia la función realizada por NS3 y NS5; NS3 actúa como helicasa y NTPa-
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sa, mientras que NS5 es una metiltransferasa y actúa como ARN polimerasa dependiente de 
ARN (RdRp); para cumplir su función, estas proteínas utilizan cofactores virales como NS1 
y NS2B. Las demás proteínas no estructurales se relacionan con la inhibición de algunos fac-
tores proinflamatorios necesarios para la respuesta inmune de la célula hospedera. Durante 
la síntesis del ARN, inicialmente se genera una hebra de polaridad negativa, la cual servirá 
como molde para la formación de nuevas copias de ARN de cadena sencilla de polaridad 
positiva, estas hebras nuevas se dirigirán al ribosoma, donde se traducirán en proteínas o se 
ensamblarán junto con las proteínas para la formación de un virión inmaduro [31].

Las nuevas copias de ARN de polaridad positiva son internadas por la proteína C; posterior-
mente, el virus adquiere la bicapa lipídica de la membrana del retículo endoplasmático y las 
partículas virales se transportan a través de vesículas por el sistema exocítico hasta el aparato 
de Golgi, en donde, a través de furinas, la proteína prM es separada en Pr y M, esta última 
es la forma madura. Una vez el virión madura por completo, se libera al medio extracelular a 
través de la fusión entre la vesícula transportadora y la membrana plasmática; este proceso se 
conoce como gemación, el cual se caracteriza principalmente por no producir la lisis celular 
[32-34].

Clasificación clínica del dengue

El dengue es una enfermedad que se caracteriza por presentar manifestaciones clínicas que 
pueden ser graves o no graves [35, 36]. Estas manifestaciones permiten clasificar la enferme-
dad, de acuerdo con los criterios actuales propuestos por la OMS, como dengue (conocido 
anteriormente como dengue clásico o fiebre de dengue) o como dengue grave (conocido 
anteriormente como fiebre hemorrágica de dengue) [17].

El dengue cursa con manifestaciones clínicas como fiebre, náuseas, vómito, malestar general, 
eritema, dolor corporal generalizado, mialgias, artralgias, cefalea, petequias y sangrado de 
mucosa; estos síntomas se presentan en la fase febril que dura entre tres y cinco días. Pos-
teriormente, la fiebre disminuye, aumenta el hematocrito a causa del incremento de la per-
meabilidad vascular con la consecuente extravasación de los líquidos, y también se presenta 
una marcada y progresiva leucopenia y trombocitopenia, lo que da lugar a la fase crítica, que 
dura entre 24 y 48 horas. Finalmente, en la fase de recuperación, la cual ocurre en aquellos 
pacientes que logran sobrevivir a la fase crítica, se produce la reabsorción de líquidos extra-
vasculares, mejora el estado general, disminuyen los síntomas gastrointestinales, se normaliza 
el hematocrito y el recuento de leucocitos y, posteriormente, se normaliza el recuento de 
plaquetas [17].

Por su parte, el dengue grave se caracteriza por la extravasación de plasma, lo que puede ori-
ginar choque por dengue, con o sin insuficiencia respiratoria, sangrados graves y deterioro de 
órganos. Estos pacientes pueden presentar alteraciones como hipoxia y acidosis, lo que puede 
conducir a una coagulación intravascular diseminada o a una insuficiencia multiorgánica, en 
la cual se afecta principalmente el hígado, el corazón o el cerebro [17].

Se han identificado diferentes factores que pueden desencadenar el dengue grave; estos in-
volucran tanto al virus como al hospedero. De los factores asociados al virus, los serotipos 
DENV-4 y DENV-2 son más patogénicos que DENV-3 y DENV-1 [37, 38]. Sin embargo, 
se debe tener en cuenta que las cepas del genotipo del sudeste asiático de DENV-2 son más 
virulentas que las cepas de otros genotipos, incluso se ha evidenciado un desplazamiento de 
las cepas locales del continente americano, por cepas pertenecientes al genotipo del sudeste 
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asiático [39]. Además, DENV-2 se ha relacionado con las formas de dengue grave, principal-
mente en los casos de infecciones secundarias, ya que los pacientes con infección secundaria 
por este serotipo presentan títulos virales más altos que los pacientes con infección secundaria 
por cualquiera de los otros serotipos [40].

Entre los factores de riesgo relacionados con el hospedero se encuentran las infecciones en 
menores de 15 años, en personas de la tercera edad, en mujeres gestantes o en personas con 
enfermedades de base como la diabetes o la desnutrición; pero, el principal factor de riesgo es 
la preexistencia de anticuerpos no neutralizantes en segundas infecciones, fenómeno conocido 
como potenciación dependiente de anticuerpos, el cual se puede explicar por el hecho de que 
gran parte de la población ya se encuentra inmunizada contra otros serotipos que han estado 
circulando, pues la infección con un serotipo recientemente introducido para el cual no exis-
ten anticuerpos neutralizantes pero sí anticuerpos heterólogos no neutralizantes, hacen que la 
población sea más susceptible de desarrollar las formas severas de la enfermedad. En las últimas 
décadas, la circulación simultánea de varios serotipos ha sido un agravante para Colombia [41] 
y para toda América, siendo los serotipos DENV-2 y DENV-3 los más frecuentes [42]. Además, 
en la década de los años ochenta se informaron los primeros cuadros clínicos de dengue grave 
relacionados con la introducción del genotipo asiático de DENV-2 [42]; lo anterior, sumado a 
la reemergencia del serotipo 3 en el continente americano en los últimos años [43], pudo ser 
una de las causas para las graves epidemias de las últimas décadas [36, 44, 45].

Según la OMS, la infección por el virus dengue también se puede clasificar como primaria, 
cuando un individuo se infecta por primera vez con alguno de los serotipos, o en secundaria, 
cuando una persona se expone a una reinfección con el mismo serotipo o con uno diferente al 
de la infección primaria. En una infección primaria se desarrolla una respuesta de anticuerpos 
caracterizada por un aumento lento de anticuerpos específicos tipo IgM, los cuales se pueden 
detectar entre el tercer a quinto día de la aparición de la enfermedad; dichos anticuerpos 
aumentan en un 80% y un 99% para el día quinto y décimo, respectivamente. Por su parte, 
los anticuerpos IgG aparecen en títulos bajos al finalizar la primera semana de la enfermedad 
y aumentan lentamente hasta que se detectan por varios meses e incluso de por vida [17]. 
En una infección secundaria los títulos de anticuerpos se elevan rápidamente, los tipo IgG 
predominan aun en la fase aguda y persisten por 10 meses hasta de por vida, mientras que los 
anticuerpos tipo IgM pueden aparecer en muy bajos títulos en la etapa de convalecencia y en 
algunos casos son casi indetectables (ver figura 4).

La importancia del diagnóstico en el dengue

La sintomatología que se presenta durante la infección por el virus dengue orienta el diag-
nóstico clínico, el cual es de tipo presuntivo; sin embargo, muchos de los síntomas también se 
pueden presentar en infecciones producidas por otros agentes etiológicos, lo que puede llevar 
a falsos positivos o falsos negativos. Es por ello, que el diagnóstico se debe confirmar mediante 
pruebas de laboratorio [47]. Adicionalmente, en Colombia, teniendo en cuenta las normas 
del Ministerio de Salud y Protección Social, es de carácter obligatorio notificar los casos a las 
instituciones responsables de la vigilancia epidemiológica [48]. Por lo tanto, las Instituciones 
Prestadoras de Salud se encargan de notificar los casos sospechosos de dengue a las institu-
ciones de vigilancia del Gobierno, ya sean departamentales o estatales, que casi siempre son 
quienes realizan la confirmación de los casos.

De otro lado, la notificación de los casos confirmados por los métodos diagnósticos no solo 
debe servir para la vigilancia epidemiológica, sino para acercar al personal clínico al trata-
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miento correcto de los pacientes con dengue. Aunque el diagnóstico presuntivo es el primer 
acercamiento para el abordaje terapéutico, no es posible aplicar una intervención adecuada 
si no se establece con claridad el agente etiológico causante de la enfermedad. De esta ma-
nera, se evita confundirla con otras enfermedades con las que comparte sintomatología y se 
puede estar alerta frente a las posibles epidemias y al aumento de casos graves relacionados 
con la circulación de variantes más virulentas o relacionados con las infecciones secundarias  
[49, 50].

Técnicas para el diagnóstico  
de la infección por el virus dengue

A través de los años se han implementado diferentes técnicas diagnósticas, que abarcan desde 
las técnicas celulares hasta las moleculares, pasando por las inmunológicas, que son las más 
comunes [6, 51]. En general, las técnicas de diagnóstico se pueden clasificar como directas, si 
identifican partículas virales completas o proteínas que actúan como antígenos; o indirectas, 
si identifican la respuesta inmune que induce la infección por un virus (presencia de anticuer-
pos específicos). También se pueden clasificar de acuerdo con su fundamento en técnicas de 
aislamiento viral, inmunológicas y moleculares.

En Colombia, el sistema de vigilancia de dengue tiene establecida la notificación de los casos 
y el posterior envío de las muestras sospechosas para que sean confirmadas en los Laboratorios 
Departamentales de cada región o en el Laboratorio de Virología del Instituto Nacional de 
Salud en Bogotá. Sin embargo, los reportes sugieren deficiencias en el sistema de notificación 
y, en especial, en el procesamiento de las muestras, no por falta de capacitación del personal, 
sino por las condiciones de consulta del paciente, quien con frecuencia una vez se recupe-
ra, no accede a una segunda toma de muestras para obtener sueros pareados que permitan 
confirmar con mayor confianza la infección causada por este virus [52]. A continuación se 
describirán algunos aspectos relacionados con las técnicas de aislamiento viral.

Viremia IgM IgG

Marcadores directos de la infección: ARN viral y antígeno NS1

0 5 90
Días de la enfermedad

A

6 90
Días de la enfermedad

B

0 5 6

Figura 4. Cinética de la producción de anticuerpos, de la viremia y de los marcadores directos de la infección por el 
virus dengue. A. En la infección primaria se detectan anticuerpos tipo IgM a partir del tercer día de la aparición de los 
síntomas, predominando hasta el séptimodía. A partir de la primera semana, se detectan anticuerpos IgG. B. En la 
infección secundaria predomina la presencia de anticuerpos IgG, los cuales se elevan rápidamente y perduran aun en 
la etapa de convalecencia. En los dos tipos de infección se puede detectar el virus desde el día cero hasta el séptimo 
día y los marcadores directos se pueden detectar desde el día quinto. Tomado y modificado de: Centers for Disease 
Control and Prevention. Dengue. Laboratory guidance and diagnostic testing. 2010.  http://www.cdc.gov/dengue/
clinicallab/laboratory.html [46].
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Técnicas de aislamiento viral
Las técnicas de aislamiento viral permiten separar, cultivar e identificar el virus a partir de 
diferentes tipos de muestras, de las cuales las más comunes son el suero o el plasma. Existen 
tres métodos para el aislamiento del virus dengue: inoculación intracerebral de ratones recién 
nacidos, inoculación de mosquitos susceptibles e infección de cultivos de células derivadas de 
mamíferos (líneas celulares Vero, BHK-21, LLCMK2) o de mosquito (células C6/36 de Aedes 
albopictus y AP-61 de Aedes pseudoscutellaris) [53-56]. El uso de estas técnicas está ligado, en 
primera instancia, al momento de la toma de la muestra, ya que es indispensable que la muestra 
para aislamiento sea tomada de pacientes en fase aguda o máximo a los seis días desde el inicio 
de los síntomas y, en segunda instancia, a las condiciones de almacenamiento, las cuales son 
de gran importancia, pues la conservación a una temperatura inadecuadas puede llevar a la 
disminución de la viabilidad del virus y por tanto, a la disminución del éxito de la prueba [57].

Aislamiento en cultivo celular

Las líneas celulares obtenidas a partir de mosquitos son las que más se utilizan para aislar 
todos los serotipos del virus dengue. Estas células provienen de las larvas de Aedes albopictus 
(C6/36), Aedes pseudoscutellaris (AP61) y Toxorynchites amboinensis (Tra-284). En algunos ca-
sos existen subclones obtenidos a partir de algunas de ellas y con características de crecimien-
to diferentes, como las líneas AP64 y CLA-1 (obtenidas a partir de AP61) y la línea C6/36 
HT (obtenida a partir de células C6/36 y con capacidad de crecer a 33°C). Estas líneas se 
consideran más sensibles a la replicación viral que las de origen mamífero, como también son 
más fáciles de cultivar y más susceptibles a la formación de efecto citopático de tipo sincitio o 
células gigantes multinucleadas [6, 55, 58-60]. En la figura 5 se observa el efecto citopático 
característico de cada uno de los cuatro serotipos de referencia obtenidos del National Institute 
for Biological Standards and Control en células C6/36 HT.

Por otro lado, las líneas celulares de mamíferos que se utilizan para el aislamiento del virus 
dengue son las células LLCMK2 (células epiteliales de riñón de mono Rhesus Macaca mu-
latta), VERO (células epiteliales renales del mono verde africano) y BHK21 (fibroblastos de 
riñón de hámster). De estas líneas, la más sensible es LLCMK2. Sin embargo, la sensibilidad 
de las líneas de mamífero puede variar dependiendo del serotipo o de la cepa infectante. En 
general, todas estas líneas celulares requieren de un periodo de tiempo mayor que las células 
de mosquito y de varios pases ciegos para obtener títulos virales altos [6, 61]. Adicionalmente, 
la visualización del efecto citopático también depende del serotipo viral y del tipo de célula y, 
en algunos casos, a pesar de que las células están infectadas, no se observa dicho efecto [59]. 
En la figura 6 se observan cultivos de células VERO infectados con los cuatro serotipos vira-
les y los cambios morfológicos asociados a la infección con cada uno de ellos.

Independiente del tipo de célula usada para el aislamiento, la muestra se debe obtener durante 
el período de viremia, es decir, entre el primer y el quinto día del inicio de los síntomas. 
Adicionalmente, se requiere un cuarto de cultivo celular con cabinas de bioseguridad tipo 
II para disminuir el riesgo de infección del personal encargado del procedimiento. Posterior a 
la inoculación de las líneas celulares, éstas se deben incubar de acuerdo con las condiciones 
establecidas para cada línea y se deben observar diariamente, aproximadamente durante siete 
a nueve días hasta evidenciar el efecto citopático, el cual dependerá del serotipo causante de 
la infección. Al finalizar el periodo de incubación, se debe realizar una inmunofluorescencia 
que permitirá la confirmación de la infección, ya que los cambios celulares por efectos de la 
infección y la replicación del virus no son diagnósticos [17, 55, 62]. Además, es importante tener 
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en cuenta que los valores de sensibilidad y de especificidad reportados para aislamiento viral 
cuando se compara con las pruebas serológicas son del 26,7% y del 73,2%, respectivamente, 
debido principalmente al almacenamiento de las muestras en condiciones de temperatura 
inadecuadas. En la figura 7 se observan cultivos de células C6/36HT a los que se le realizó 
inmunofluorescencia a los siete días de infección y se confirmó la presencia del virus.

Inoculación en mosquitos

La inoculación de mosquitos es una técnica con alta sensibilidad y es el método de elección 
para determinar la presencia del virus dengue, especialmente en los pacientes que fallecieron. 

Figura 5. Efecto citopático producido por el virus den-
gue en células C6/36HT. En la figura se observa el efecto 
citopático (flechas) causado por la infección a una MOI 
(multiplicidad de infección) de 1 con cepas de referencia 
de cada serotipo del virus en células de mosquito C6/36 
a los ocho días de infección. A. DENV-1 (cepa West Pac 
74, genotipo IV). Se observa un efecto citopático carac-
terizado por la agrupación de células. B. DENV-2 (cepa 
S16803, genotipo asiático). Se observa como efecto 
citopático un sincitio característico. C. DENV-3 (cepa 
CH53489, genotipo II). Se observa la agrupación y un li-
gero cambio de la morfología celular. D. DENV-4 (TVP360 
genotipo I). Se observa la formación de un sincitio. E. 
Control sin virus dengue. Las células fueron monitorea-
das usando microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) 
con objetivo de 10x. Barra 40 µm. Programa de Estudio y 
Control de Enfermedades Tropicales-PECET. Universidad 
de Antioquia. Medellín, Colombia.
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Los mosquitos Aedes albopictus y Toxorynchites amboinensis son de gran utilidad para el aisla-
miento del virus. Sin embargo, esta técnica resulta difícil y costosa por la infraestructura que 
se requiere, puesto que no todos los laboratorios de virología cuentan con un insectario para 
el mantenimiento de las colonias de mosquitos y su posterior inoculación, ni con el personal 
capacitado para tal fin. Además, estos procedimientos se deben llevar a cabo en condicio-
nes de bioseguridad, como barreras físicas que impidan que los mosquitos infectados puedan 
volar, o el uso de mosquitos no hematófagos como Toxorynchites amboinensis, de manera que 
se disminuya el riesgo de infección del personal de laboratorio. Una vez se logra inocular los 
mosquitos, el virus puede ser aislado de intestino medio luego de siete días de infección o de 
glándulas salivales después de 12 días, pero los requerimientos de un personal capacitado en 
la manipulación de los mosquitos limita el uso de esta metodología [55, 63, 64].

Figura 6. Cultivos de células VERO infectadas con virus 
dengue. En la figura se observan diferentes tipos de efec-
to citopático (flechas) producido por los cuatro serotipos 
virales a los siete días de infección. A. DENV-1 (cepa 
West Pac 74). Se observan células ovaladas respecto al 
control. B. DENV-2 (cepa S16803). Se observa un alar-
gamiento de las células. C. DENV-3 (cepa CH53489). Se 
observa un alargamiento de las células. D. DENV-4 (cepa 
TVP360). Se observan células redondeadas [59]. E. Con-
trol sin virus. Las células fueron monitoreadas usando 
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) con objetivo 
de 10x. Barra 20 µm. Programa de Estudio y Control de 
Enfermedades Tropicales-PECET. Universidad de Antio-
quia. Medellín, Colombia.

A

C

E

D

B



422 MEDICINA & LABORATORIO     Volumen 18, Números 9-10, 2012

Actualización en diagnóstico del dengue: evolución de las técnicas y su aplicación real en la clínica

Medicina & Laboratorio: Programa de Educación Médica Contínua Certificada
Universidad de Antioquia, Edimeco

Figura 7. Detección por inmunofluorescencia directa de la infección por virus dengue de células C6/36 HT a una MOI 
de 1 (multiplicidad de infección). La tinción verde (flecha), correspondiente a isotiocianato de fluoresceína, indica la 
presencia de antígeno viral específico y la azul (punta de flecha) indica la presencia del núcleo celular (bisbenzimida). 
A. Control sin virus. B. Control sin anticuerpo primario. C. Infección por DENV-1 (mAb D2-1F1-3). D. Infección por 
DENV-2 (mAb 3H51-21). E. Infección por DENV-3 (mAb D6 8A1-12). F. Infección por DENV-4 (mAb 1H10-6-7). Las lámi-
nas se observaron en microscopio de epifluorescencia Nikon EFD-3 con objetivo de 40x y las imágenes fueron captu-
radas con cámara fotográfica digital para microscopio tipo CCD de 12,5 megapixels (Nikon). Barra: 10µm. Programa de 
Estudio y Control de Enfermedades Tropicales-PECET. Universidad de Antioquia. Medellín, Colombia.
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Inoculación intracerebral de ratones

La inoculación intracerebral para el aislamiento viral es un método tradicional usado desde la 
década de los años cuarenta. Consiste en la infección de ratones de uno a dos días de nacidos; 
en éstos, se presenta una afección del sistema nervioso central caracterizada por la parálisis 
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del animal. Los síntomas dependen de la carga viral y de la patogenicidad de la cepa inocula-
da. Una vez se desarrollan los signos de la encefalitis causada por la infección, se puede iden-
tificar partículas o antígenos virales a partir del tejido cerebral por diferentes métodos, como 
la fluorescencia o la microscopía electrónica. Esta metodología se considera poco sensible, 
costosa y requiere de mucho tiempo para su ejecución [54, 55].

Técnicas inmunológicas
Las técnicas inmunológicas permiten la detección de anticuerpos (métodos indirectos) o de 
antígenos (métodos directos) presentes en el suero de un paciente infectado. Estas técnicas 
se basan en reacciones antígeno-anticuerpo (formación de inmunocomplejo), las cuales 
se pueden evidenciar por métodos de precipitación, aglutinación, fluorescencia, actividad 
enzimática o lisis celular [54, 65, 66]. Teniendo en cuenta el curso clínico de la enferme-
dad y el comportamiento de la respuesta inmune (en una infección primara o secundaria), 
la OMS recomienda el uso de sueros pareados, es decir, una muestra de suero tomada en 
fase aguda y otra tomada en fase convaleciente, pues dada la seroconversión (suero en fase 
aguda negativo para IgM y suero en fase convaleciente positivo para IgG), la cuadruplica-
ción de los títulos lleva a un diagnóstico positivo de dengue [67, 68]. A continuación se 
describen las técnicas inmunológicas disponibles para el diagnóstico de la infección por el 
virus dengue.

Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia permite la detección de antígenos luego del aislamiento viral. En la 
figura 8 se esquematizan los dos tipos de inmunofluorescencia usados en diagnóstico de den-
gue: directa e indirecta. La primera detecta antígenos virales en cultivos celulares mediante el 
uso de anticuerpos primarios dirigidos contra el virus y marcados con fluorocromos, mientras 
que la segunda también detecta antígenos virales, pero en este caso se utiliza un anticuerpo 
primario dirigido contra proteínas virales y un anticuerpo secundario marcado con un fluo-
rocromo, y este último anticuerpo reconoce al primario. Al comparar estas dos técnicas, la 
inmunofluorescencia indirecta resulta ser más sensible que la directa, debido a que se genera 
una amplificación de la señal por la adición del anticuerpo secundario [69].

Inmunofluorescencia
directa

Inmunofluorescencia
indirectaAntigenos del

virus dengue

Anticuerpo
contra el

virus dengue
(primario)

Anticuerpo
anti-humano
(secundario)

Fluorocromo

Figura 8. Técnica de inmunofluorescencia utilizada para diagnóstico de dengue. En la inmunofluorescencia directa 
se detectan antígenos virales por medio de un anticuerpo primario unido a un fluorocromo, mientras que en la 
inmunofluorescencia indirecta se usa un anticuerpo secundario unido al fluorocromo.
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Inhibición de la hemaglutinación

La hemaglutinación es una técnica que permite la detección de un virus por la capacidad que 
tiene(n) alguna(s) de sus proteína(s) de envoltura para aglutinar eritrocitos de una especie 
animal determinada o de un humano. Existe una variante de esta técnica que es la inhibición 
de la hemaglutinación o hemaglutinación indirecta, en la que se detectan anticuerpos especí-
ficos dirigidos contra el virus; dichos anticuerpos evitan la aglutinación de los glóbulos rojos 
en presencia del virus (ver figura 9). Para ello, el suero del paciente, en donde se presume hay 
anticuerpos específicos, se pone en contacto con el virus y posteriormente se agrega glóbulos 
rojos. Si en el suero hay anticuerpos que reconocen al virus, se unirán a éste y se inhibirá la 
hemaglutinación. Esta técnica requiere de cuidados especiales para su buen funcionamiento, 
como el pH, el tiempo y la temperatura de incubación [54, 65, 70].

En 1958, Clake y Casals propu-
sieron esta técnica. Para ello, 
utilizaron antígenos virales obte-
nidos a partir de cerebros de ra-
tones lactantes infectados y pu-
rificaron los antígenos mediante 
el método de sacarosa acetona 
[71-73]. En el caso del virus 
dengue, éste aglutina eritrocitos 
de ganso y eritrocitos humanos 
del grupo O mediante la glico-
proteína E, la cual tiene caracte-
rísticas de hemaglutinina, por lo 
que los anticuerpos presentes en 
el suero de pacientes infectados 
se unen a los antígenos virales 
y se inhibe la hemaglutinación 
[65, 74, 75].

La inhibición de la hemagluti-
nación es un método sensible 
(97,5%) para la detección de 
anticuerpos y específico (98,7%) 
contra el virus dengue, y es es-
pecialmente útil para identificar 
IgM en infecciones primarias, 
tanto en la fase aguda de la en-
fermedad como en la fase de 
convalecencia. Adicionalmente, 

dadas las facilidades técnicas y el poco consumo de tiempo necesarios para la realización de 
esta técnica, muchos laboratorios a nivel mundial todavía la usan como la principal herra-
mienta diagnóstica [65, 76]. Sin embargo, existe una amplia reactividad cruzada en infeccio-
nes secundarias con virus dengue o en infecciones por otros arbovirus, incluyendo aquellos 
para los cuales se pueden generar anticuerpos después de la vacunación, por ejemplo, el virus 
de la fiebre amarilla [77]; por lo tanto, se reduce su efectividad en el diagnóstico y ha sido 
remplazada por otras técnicas, como ELISA [78].

Antígenos del 
virus dengue

Anticuerpos del
paciente contra
el virus dengue

Eritrocito

HemaglutinaciónA

B Inhibición de 
hemaglutinación

Figura 9. Técnica de inhibición de la hemaglutinación para el diagnóstico 
de dengue. A. Si el paciente no tiene anticuerpos específicos contra el 
virus dengue, los antígenos virales inducen la hemaglutinación (resultado 
negativo). B. Cuando en el suero del paciente hay anticuerpos específicos 
contra el virus dengue, se inhibe la aglutinación (resultado positivo).
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Fijación del complemento

Hasta hace unas décadas, la inhibición de la hemaglutinación se utilizaba de rutina para 
evaluar las muestras de pacientes sospechosos de infección por el virus dengue. A las mues-
tras con resultado sugestivo de infección por dengue se les realizaba la técnica de fijación del 
complemento para confirmar el diagnóstico, ya que tanto la sensibilidad como la especificidad 
de estas pruebas pueden ser comparables [66, 72, 73, 79, 80].

La fijación de complemento permite la detección de anticuerpos específicos contra el virus. 
Esta técnica se realiza en dos etapas; en la primera se mezcla el suero del paciente sospechoso 
de tener anticuerpos contra el virus, lo que generará un inmunocomplejo, y en la segunda se 
adiciona el complemento, una hemolisina dependiente de complemento y glóbulos rojos. Si 
en la primera etapa se formaron inmunocomplejos, en la segunda el complemento se fijará a 
éstos y no se producirá la lisis de los glóbulos rojos. Por el contrario, si no hubo formación de 
complejos antígeno-anticuerpo, no se fijará el complemento y la hemolisina inducirá la lisis 
de los glóbulos rojos [65, 70] (ver figura 10).

Eritrocito

Suero del
paciente

Unión de los
anticuerpos

Sin 
anticuerpos

Prueba negativa

No se fija el
complemento

Lisis de eritrocitos
indicadores por

acción de la
hemolisina

Fijación del
complemento

Complemento

Hemolisina

No se lisan
los eritrocitos
indicadores

Prueba positivaA

B

Antígenos
del virus
dengue

Anticuerpos
del paciente

contra 
el virus

Figura 10. Técnica fijación del complemento para el diagnóstico de dengue. A. Si el suero del paciente contiene 
anticuerpos contra antígenos del virus, al adicionar el complemento, éste fijará al complejo antígeno-anticuerpo y no 
se lisarán los eritrocitos, lo que indica que la prueba es positiva. B. En un paciente sin anticuerpos contra el virus, no 
se forman inmunocomplejos, por lo que no se fija el complemento y la hemolisina induce la lisis de los glóbulos rojos.

ELISA

La técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assays) fue inventada en los años sesenta 
y su aplicación en la detección temprana de diferentes analitos y agentes patógenos se inten-
sificó en los años setenta y ochenta. Esta técnica permite la detección de anticuerpos tipo IgG 
o IgM o de antígenos virales, y se basa en el uso de una enzima que reacciona con un sustrato 
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específico, lo cual produce un cambio de color del cromógeno, evidenciando la formación de 
inmunocomplejos. La técnica de ELISA permite obtener no solo un resultado cualitativo, 
sino semi-cuantitativo (con títulos de antígeno o anticuerpos) [81, 82].

En 1979, Dittmar y colaboradores describieron un ensayo de ELISA para la detección de 
anticuerpos tipo IgG e IgM contra el virus dengue. Para ello, obtuvieron antígenos virales 
a partir de cerebros de ratones lactantes que habían sido infectados con el virus; los antí-
genos se absorbían a la fase sólida y luego se adicionaba el suero del paciente. La reacción 
con los anticuerpos presentes en el suero del paciente (IgG o IgM) se evidenciaba con una 
anti-inmunoglobulina conjugada con fosfatasa alcalina y cuando había una reacción positiva, 
ocurría el cambio de color [73] (ver figura 11). Al comparar los resultados obtenidos en ese 
momento, concluyeron que la nueva técnica de ELISA estandarizada permitía detectar IgM 
específica para el virus dengue, resultado que no podía ser obtenido mediante la inhibición de 
la hemaglutinación [83].

Anticuerpo
anti-Ig
conjugado
con enzima

Placa cubierta con
antígeno virus
dengue

Incubación con el
suero del paciente

Incubación con el
anticuerpo de
detección

Adición del sustrato
y detección del
cambio de color
del cromógeno

Anticuerpo
contra
dengue en 
suero del
paciente

Antígeno
virus
dengue

Sustrato

Paciente
con anticuerpos
contra dengue

Paciente
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contra dengue

Figura 11. Técnica de ELISA para el diagnóstico de dengue. (1) Placa cubierta con antígenos del virus. (2) Se 
adiciona el suero del paciente y se incuba. (3) Se adiciona anticuerpo detector unido a la enzima (4) Se adiciona 
sustrato enzimático y se produce el cambio de color (prueba positiva), el cual es proporcional a la concentración de 
anticuerpos del paciente.

Los diferentes tipos de ELISA han permitido la detección de IgM o IgG, ya sea por separado o 
combinados. La sensibilidad de ELISA para detectar sólo IgM es del 78%, mientras que la sen-
sibilidad de ELISA que detecta sólo IgG es del 59%; sin embargo, ello varía dependiendo del 
tipo de infección (primaria o secundaria) y del momento en que se tome la muestra. Al utilizar 
un ELISA combinado para la detección simultánea de IgG e IgM, la sensibilidad aumenta a 
100% en las infecciones primarias y a 98% en las infecciones secundarias. En la actualidad se 
dispone de un gran número de estuches de ELISA comerciales, por lo que se ha convertido 
en la técnica de elección en la mayoría de los laboratorios clínicos [84, 85].
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Mac-ELISA

La prueba de captura de anticuerpos IgM (Mac-ELISA) se basa en la captura total de IgM 
presente en el suero del paciente mediante el uso de anticuerpos anti-IgM humana, los cuales 
están adheridos a las fase sólida de la placa; posteriormente, se adicionan antígenos de dengue 
y anticuerpos (monoclonales o policlonales) específicos contra él. La reacción, al igual que en 
la técnica de ELISA convencional, se evidencia mediante el cambio de color del cromógeno, 
producto de la reacción de la enzima (unida al anticuerpo) sobre el sustrato (figura 12). En el 
caso del virus dengue, los antígenos pueden corresponder a una mezcla de los cuatro serotipos 
o a cada uno de los serotipos virales, por lo que en este último caso también tiene utilidad 
en la serotipificación [17]. En general, los sistemas ELISA más utilizados en los laboratorios 
de rutina se basan en ELISA de captura de anticuerpos tipo IgM para los cuatro serotipos, 
constituyéndose en uno de los sistemas más rápidos, económicos y útiles para el diagnóstico 
y la vigilancia del virus dengue [86]. Sin embargo, así como algunos pacientes tienen títulos 
de IgM detectables desde el segundo o cuarto día de aparición de los síntomas, otros tardan 
hasta ocho días para lograr títulos detectables mediante ELISA [54].

Antígeno
del virus
dengue

IgM del
paciente
contra el

virus

Cadena
anti-IgM

Microplato

Presencia de anticuepos IgM
contra el virus dengue

A

B Ausencia de anticuerpos IgM
contra el virus dengue

Espectrofotómetro
sustrato coloreado

Espectrofotómetro
sustrato incoloro

Anti-dengue
conjugado
con enzima

Figura 12. Mac-ELISA para el diagnóstico de dengue. A. Las placas están recubiertas con anticuerpos anti-IgM, los 
cuales capturan la IgM presente en el suero del paciente infectado, y a éstas se une el antígeno del virus dengue; 
posteriormente, se une el anticuerpo anti-dengue conjugado con la enzima y al reaccionar con el sustrato se produce 
cambio en el color (prueba positiva). B. Las placas están recubiertas con anticuerpos anti-IgM, pero si el paciente no 
tiene anticuerpos IgM contra el virus, no se forma el inmunocomplejo y por lo tanto no se une el anticuerpo anti-dengue 
conjugado con la enzima y no se produce cambio de color (prueba negativa).

Pruebas rápidas

Las pruebas rápidas se utilizan para detectar tanto antígeno viral, específicamente la proteína 
NS1 del virus dengue, como anticuerpos del paciente, ya sean IgM o IgG. En 1998, la casa co-
mercial Panbio® (Australia) presentó una prueba rápida de casete que consiste en un sistema 
visual en tira reactiva, donde se detectan IgM e IgG, y diferencia presuntivamente una infec-
ción primaria de una secundaria. A partir de una reacción que es revelada por cromatografía, 
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en donde el suero en estudio migra a lo largo de la membrana de nitrocelulosa incorporada en 
el casete, se atrapan los anticuerpos IgG e IgM presentes en el suero por acción de anticuer-
pos anti-IgG o anti-IgM humana, y posteriormente se adhiere un antígeno viral unido a un 
anticuerpo monoclonal anti-virus dengue marcado con oro coloidal. Así, en un paciente en 
fase aguda de enfermedad, la presencia de IgG es característica de una infección secundaria y 
la presencia de IgM de una infección primaria. Además, estas pruebas contienen una línea de 
control “C” que siempre debe ser positiva, pues garantiza la calidad de los reactivos del casete 
e indica que se adicionó un volumen suficiente de la muestra. La sensibilidad y la especifici-
dad de esta prueba es del 99% y del 96%, respectivamente [87-89].

Otros investigadores han pro-
puesto como prueba rápida para 
el diagnóstico de dengue la de-
tección del antígeno viral NS1, 
el cual se secreta y participa en la 
formación de inmunocomplejos, 
y se puede detectar desde el pri-
mer día de aparición de los sín-
tomas [17, 90]. La prueba rápida 
consiste en la detección rápida 
y temprana del antígeno por in-
munocromatografía y también se 
detecta la presencia de anticuer-
pos IgM e IgG contra el virus. La 
sensibilidad de esta prueba está 
entre 62,4% y 80,7%, y tiene 
una especificidad entre 89,1% y 
100%, respectivamente [91, 92]. 
En la figura 13 se esquematiza 
una prueba rápida para el diag-
nóstico de dengue.

En Colombia, se ha evaluado la utilidad de este tipo de pruebas en varios estudios [87, 91], 
los cuales resaltan la importancia de su uso en poblaciones rurales, dadas las limitantes que se 
tienen en campo para el adecuado almacenamiento y transporte de las muestras [87]. Los re-
sultados obtenidos en estos estudios indican que la tanto la sensibilidad como la especificidad 
de una de las pruebas rápidas para detección de IgM (casa comercial Panbio®) son superiores 
al 70%, mientras que para otra de las pruebas disponibles para detección de NS1/IgM/IgG 
(SD BIOLINE®), la sensibilidad es mayor al 80% cuando se compara contra pruebas de otras 
casas comerciales [87, 91]. En general, las pruebas rápidas son útiles como ayuda diagnóstica.

Tanto las pruebas de ELISA como las pruebas rápidas han tenido un gran auge en los últimos 
años, debido a sus altos niveles de confiabilidad y, en especial, a la disminución del tiempo 
para la obtención de los resultados; por estas razones, se hace pertinente incluir un listado de 
las pruebas comerciales que se utilizan con mayor frecuencia (ver tabla 1).

Prueba de neutralización por reducción del número de placas

La técnica de neutralización por reducción del número de placas (NRNP) se considera la 
técnica de referencia para la detección de anticuerpos neutralizantes en pacientes que han 
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Figura 13. Prueba rápida de casete para el diagnóstico de dengue. A. 
Prueba negativa, el control es positivo. B. Prueba positiva, con detección 
de IgM. C. Prueba positiva, con detección de IgG. Convenciones: C, 
control positivo; M, Inmunoglobulina M; G, Inmunoglobulina G.
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sufrido infección por el virus dengue. Además, es la prueba más específica para detectar an-
ticuerpos contra cada serotipo viral y su principal utilidad es la evaluación de la protección 
ofrecida por los candidatos vacunales disponibles. Sin embargo, su aplicación en el diagnósti-
co temprano es poca, pues los anticuerpos de tipo neutralizante empiezan a aparecer a partir 
del día 10 después del inicio de los síntomas [93].

Para realizar esta técnica se necesita la estandarización previa de un método de titulación 
viral en una línea celular de mamífero; dicho método permite determinar las unidades forma-
doras de placa de una cepa viral en condiciones normales. Una vez se ha estandarizado este 
método, se determina la habilidad de los anticuerpos presentes en el suero del paciente para 
neutralizar o disminuir la formación de dichas placas, de manera que pueda determinarse el 
título de neutralización [93]. En muchos laboratorios se ha propuesto estandarizar esta me-
todología con la línea celular VERO, aunque se ha descrito el uso de otras líneas celulares, 
como BHK21 y LLCMK2. A pesar de que se ha intentado generar un consenso según los 
lineamientos de la OMS, estos procedimientos están limitados a la disponibilidad de las líneas 
celulares en los laboratorios y de los virus de referencia que se deben usar y, como se mencio-
nó, a la existencia de un protocolo estandarizado de titulación viral [93, 94].

Técnicas moleculares
Las técnicas moleculares se han convertido en herramientas rápidas y confiables para el 
diagnóstico de las infecciones virales, ya que tienen mayor sensibilidad y especificidad que 
otras técnicas; además, permiten detectar la variabilidad genética del virus a partir de la 
secuenciación del genoma [6, 17, 54] y por ello, también sirven para estudios epidemioló-
gicos. Entre las técnicas más usadas para la amplificación del genoma viral y que la OMS 
propone para el diagnóstico, se encuentra la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la 
cual se basa en los mecanismos celulares de replicación de los ácidos nucleicos; mediante 
esta técnica se amplifican secuencias virales únicas que se encuentran en las cepas circu-
lantes [54, 95-97].

Hay diferentes tipos de PCR y para el caso de la identificación del genoma del virus dengue, 
desde la década de los años noventa se han realizado diversos ensayos que la han propuesto 
como una técnica diagnóstica rápida. Sin embargo, estudios recientes sugieren que para el 
diagnóstico de la infección por este virus, las técnicas de PCR no se encuentran unificadas 
en los laboratorios de referencia en el contexto internacional, ya que existen diferencias en la 
sensibilidad. Este hecho no sólo está relacionado con las características técnicas de la prueba, 
sino que también con el momento de la toma de muestra, ya que hay una relación inversa-
mente proporcional entre la carga viral y los días de inicio de los síntomas [98, 99].

Tabla 1. Pruebas inmunológicas comerciales que se emplean con mayor frecuencia para el diagnóstico de 
dengue. Adaptado de Acosta-Bas C, Gómez-Cordero I. Biología y métodos diagnósticos del dengue. Rev 
Biomed. 2005; 16:113-37 [90]

Prueba Casa comercial Sensibilidad (%) Especificidad (%)

Dengue Duo Rapid Strip Test PanBio 90 86

PanBio Dengue Screening ELISA PanBio 95 94

Pan Bio Dengue Duo ELISA PanBio 99-100 92,8

MRL Diagnostics Dengue Fever Virus IgM
Capture ELISA

MRL Diagnostics
98 100

Pan Bio Rapid Immunochromatographic Test PanBio 100 100
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PCR con transcripción reversa

En los últimos años ha aumentado en el número de investigaciones en las que se usan métodos 
moleculares para confirmar el diagnóstico de los casos sospechosos de dengue. Las técnicas 
moleculares tienen varias ventajas con respecto a las celulares y serológicas; por ejemplo, son 
más sensibles y específicas, permiten la detección directa del virus y el resultado se obtiene en 
poco tiempo. Además, algunos autores resaltan la importancia que tiene a para la vigilancia 
epidemiológica, específicamente para la serotipificación y la determinación de los serotipos 
circulantes, ya que las técnicas moleculares pueden ser más confiables que las basadas en anti-
cuerpos, debido a que estas últimas pueden presentar reacciones cruzadas con otros serotipos 
o incluso con virus de otras familias [98, 100].

Entre las técnicas moleculares se destaca la PCR con transcripción reversa (RT-PCR), usada 
solo para la serotipificación, y la RT-PCR en tiempo real (qRT-PCR), usada para la seroti-
pificación y para la evaluación de la carga viral. La RT-PCR consiste en una transcripción 
reversa inicial, en la que el ARN viral, mediante la acción de la enzima transcriptasa reversa, 
se convierte en ADN copia, y a partir de éste se realiza una PCR convencional en la que se 
amplifica una región conservada del genoma del virus dengue [101-104]. En general, la téc-
nica RT-PCR consta de tres pasos:

1. Pre-PCR, extracción del ARN a partir de suero de pacientes.

2. Transcripción reversa (ARN a ADN), seguido de la PCR, que puede o no ser anidada.

3. Post-PCR, visualización en un gel. El “punto final” que permite definir si una muestra es 
o no positiva, es la visualización en el gel, obteniéndose un resultado netamente cuali-
tativo.

En la figura 14 se presenta el esquema de una RT-PCR convencional.

En cuanto a las técnicas de extracción de ARN, éstas dependen principalmente del origen 
de la muestra y se deben seleccionar según su eficiencia, ya que el método empleado debe 
garantizar la obtención del material no sólo en buena cantidad si no libre de posibles conta-
minantes o inhibidores de los métodos analíticos que se usarán [105]. Entre las técnicas más 
utilizadas para la extracción de ARN viral en muestras de sangre se encuentran la extracción 
con QIAamp Viral RNA (Qiagen®), la técnica de extracción con RNAzol [106] y la técnica 
con TRIzol (Invitrogen®). Aunque en muchas ocasiones se prefiere la extracción con estuche, 
las otras dos técnicas también resultan ser muy útiles, confiables y económicas. En conclusión, 
la selección final de la metodología se deberá ajustar a la asequibilidad, que en los países en 
vías de desarrollo, puede ser un factor decisivo [105, 107].

En 1992, Lanciotti y colaboradores propusieron una RT-PCR para la detección y tipificación 
del virus dengue, la cual consiste en la conversión inicial del ARN en ADN copia mediante 
la acción de la enzima transcriptasa reversa; a partir del ADN obtenido se realiza una PCR 
convencional, para lo cual se usan cebadores (primers) que amplifican genes de las regiones C 
y prM del virus, seguida de una PCR anidada con cebadores específicos, capaces de reconocer 
cualquiera de los cuatro serotipos en ARN extraído de suero, de sobrenadantes de cultivos 
celulares o de mosquitos infectado. No obstante, esta técnica presenta algunas complicacio-
nes relacionadas con la obtención de falsos positivos por la contaminación cruzada generada 
por los amplicones resultantes de la primera ronda de PCR y que son los que sirven de molde 
para la segunda ronda [103, 108, 109].
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Inicialmente, esta amplificación 
se debía hacer por separado para 
cada serotipo, pero en la actua-
lidad se puede usar una técnica 
multiplex para la identificación 
de los cuatro en una sola reac-
ción. En 1998, Harris y colabo-
radores describieron un ensayo 
de RT-PCR multiplex en un solo 
tubo a partir de la modificación 
del ensayo propuesto por Lanci-
otti y colaboradores. Este nuevo 
ensayo consistía en la utilización 
de cinco pares de cebadores, que 
incluían un par hacia una región 
del gen de la cápside y otros cu-
atro cebadores serotipo-específi-
cos. Este ensayo se ha utilizado 
en el estudio de varios brotes de 
dengue, como el de Bolivia en 
1997, así como para descartar 
brotes por otros agentes etiológi-
cos que se comportan parecido 
al dengue [110]. Más adelante, 
otros investigadores estandariza-
ron un protocolo basado en el de Harris y colaboradores, en el que el ensayo se realiza en un 
solo paso, sólo dura cuatro horas, un par reconoce a una región conservada en el virus dengue 
y se incluyen otros específicos de cada serotipo [111].

Los tipos de RT-PCR se han comparado con los métodos inmunológicos tradicionales y se ha 
observado que su especificidad es mayor, aun cuando los títulos del virus son bajos; por ello, 
a través de diversas investigaciones, se ha buscado incrementar su uso y hacerla más aplica-
ble durante el diagnóstico. Adicionalmente, la RT-PCR representa una disminución en los 
costos, ya que permite evaluar la presencia de los cuatro serotipos en una sola reacción [112-
116]. En la figura 15 se muestra un gel positivo para cada serotipo del virus dengue usando 
los cebadores reportados por Chien y colaboradores en 2006 [117]. 

RT-PCR en tiempo real

Como se mencionó, la detección del virus dengue por RT-PCR se usa desde hace más de dos 
décadas para el diagnóstico y la serotipificación. En años recientes, se ha descrito una técnica 
de RT-PCR en tiempo real (qRT-PCR), la cual permite serotipificar y cuantificar el virus, es 
decir, determinar la carga viral en el paciente [118, 119].

Las técnicas de PCR en tiempo real combinan los principios de una PCR convencional con 
el uso de marcadores fluorescentes. En el caso del virus dengue, esta técnica comparte los 
primeros pasos de una RT-PCR convencional: extracción de ARN y transcripción reversa, 
pero el “punto final” es diferente, pues no necesita visualización en un gel sino que se obser-
van las curvas de amplificación y se obtiene un resultado cuantitativo [120]. En esta técnica 
se emplean cebadores específicos para cada serotipo del virus dengue y fluorocromos como 
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Figura 14. RT-PCR convencional para el diagnóstico de dengue. Esta 
técnica combina los pasos de una PCR convencional después de la 
obtención de un ADN copia por transcripción reversa. Se puede utilizar 
para identificar cada serotipo por separado o en forma múltiple.
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el SYBR Green o sondas tipo 
TaqMan marcadas con fluoro-
cromos [117], los cuales emiten 
fluorescencia a medida que se 
amplifica el genoma viral presen-
te en la muestra. Por esta razón, 
la cantidad de fluorescencia que 
se emite es proporcional a la can-
tidad de ADN copia inicial de la 
muestra. Esta prueba puede ser 
de tipo “singleplex”, en la que se 
detecta un solo serotipo o “multi-
plex”, en la que se identifican los 
cuatro serotipos [17]. Entre las 
ventajas que tiene la qRT-PCR 
se encuentran [40, 121, 122]:

�� Disminución del tiempo, 
pues no necesita el paso post-
PCR.

�� Se puede seguir la reacción 
en tiempo real.

�� No hay riesgo de contamina-
ción post-PCR.

�� Permite la cuantificación absoluta o relativa del ARN.

�� Su sensibilidad y especificidad son superiores que las de la RT-PCR convencional.

�� En el caso de la serotipificación, se puede realizar una “qRT-PCR multiplex”, es decir, en 
una sola muestra se pueden evaluar o detectar los cuatro serotipos y se obtiene una cuan-
tificación relativa del título viral.

�� Adicionalmente, como se ha postulado que la carga viral puede ser un factor determinan-
te en la evolución de la enfermedad a formas severas, la técnica de qRT-PCR tendría no 
solo importancia para mejorar el diagnóstico de la infección, sino que permitiría establecer 
el pronóstico de la enfermedad.

En la figura 16 se muestran los resultados de amplificación por qRT-PCR de las curvas 
estándar obtenidas para cada uno de los serotipos, generadas a partir de diluciones se-
riadas (1x108 a 1x104 copias genómicas) de constructos obtenidos al clonar un inserto 
correspondiente a la región C-prM específica de cada serotipo en el vector pGEM-T Easy 
(Promega®) [121]. Los cebadores para la amplificación habían sido reportados previa-
mente [117]. Las curvas estándar obtenidas a partir del ADN plasmídico que contiene 
los insertos específicos de serotipo, cuyos sitios de unión al cebador son idénticos a los 
sitios de unión en la muestra problema, se utilizan para calcular la cantidad de copias 
genómicas en la misma al extrapolar los datos usando la ecuación de la recta obtenida de 
la curva de regresión lineal.

Figura 15. Detección de genoma viral en sobrenadantes de cultivos ce-
lulares infectados con el virus dengue extraído mediante el QIAamp Viral 
RNA Mini Kit (Qiagen). En la RT-PCR se emplea la enzima retrotranscrip-
tasa M-MLV de Promega. Se observa una electroforesis en gel de agaro-
sa al 1,5% en TAE1X teñido con Bromuro de etidio en el que se observa 
el resultado de una PCR multiplex, en la que cada muestra amplificó de 
manera específica para cada uno de los serotipos virales. Carril 1: Mar-
cador de peso molecular. Carril 2: serotipo DENV-1, cepa de referen-
cia West Pac 74 (208 pb). Carril 3: serotipo DENV-2, cepa de referencia 
S16803 (119 pb). Carril 4: serotipo DENV-3, cepa de referencia CH53489 
(288 pb). Carril 5: serotipo DENV-4, cepa de referencia TVP360 (260 pb). 
Convenciones: pb, pares de bases. Programa de Estudio y Control de 
Enfermedades Tropicales-PECET. Universidad de Antioquia. Medellín, 
Colombia.
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Conclusiones

El deterioro de la infraestructura de la salud pública, los cambios demográficos, el crecimiento 
de la población, las alteraciones ecológicas como la deforestación, los cambios climáticos, los 
movimientos internacionales de personas de una región a otra y el transporte de mercancías, 
son factores que han permitido la aparición de diferentes brotes y enfermedades virales, entre 
ellas el dengue [123, 124].

En Colombia, no existe un programa actual de vigilancia para arbovirus en las regiones 
costeras o selváticas, y la circulación de los serotipos del virus dengue no es notificada 
oportunamente por los organismos gubernamentales, debido principalmente a un manejo 
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Universidad de Antioquia. Medellín, Colombia.
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inadecuado de los datos por parte de los funcionarios, quienes o no tienen una capacita-
ción adecuada o con frecuencia son reemplazados; por tanto, no hay una continuidad en la 
transferencia de la información de un organismo a otro [52]. Para evitar los graves efectos 
de estas epidemias sobre las poblaciones, los países deberán darle un lugar prioritario en la 
agenda nacional a la vigilancia de enfermedades como el dengue, que afectan seriamente 
la salud pública y que desde hace varias décadas se ha evidenciado su reemergencia cons-
tante [125]. Teniendo en cuenta las prioridades mencionadas, es necesario recalcar que la 
investigación aplicada al diagnóstico rápido y al tratamiento es un medio a través del cual 
se podría realizar una intervención oportuna a este problema que afecta a la población 
colombiana.

Por otra parte, el diagnóstico definitivo de dengue involucra desde la detección de anticuer-
pos, antígenos o ARN viral, hasta el aislamiento viral; sin embargo, cada método varía en 
cuanto a la sensibilidad, la especificidad, los costos y el tiempo para obtener un diagnóstico 
final (ver tabla 2). Es así, como los análisis que se basan en la respuesta inmune frente a la 
infección se han convertido en técnicas rutinarias, debido a la rápida obtención de los resul-
tados y al bajo costo; sin embargo, están sujetas al aumento del título de anticuerpos, lo cual 
dependerá del estado inmunológico del paciente, de la fase de la enfermedad en la que se 
toma la muestra y si se trata de una infección primaria o de una secundaria. Adicionalmente, 
la posibilidad de generar falsos positivos por reacciones cruzadas con virus genéticamente 
relacionados es alta.

Actualmente, la infección por el virus dengue es un evento importante en salud pública 
colombiana y para su diagnóstico se ha establecido principalmente las técnicas inmunológi-
cas [126]. En Antioquia, la Dirección Seccional de Salud de Antioquia, en el protocolo de 
diagnóstico y notificación para dengue, establece la detección de anticuerpos IgM específicos 
y anticuerpos totales por inhibición de la hemaglutinación como las técnicas diagnósticas que 
se deben realizar en los centros de salud ante un caso sospechoso de dengue [127].

De acuerdo con lo revisado, es importante preguntarse si en realidad las técnicas que se han 
establecido por los organismos gubernamentales son las adecuadas para un diagnóstico acer-
tado y oportuno, ya que la efectividad de dichas técnicas depende de diversos factores, como 
las infecciones repetidas por diferentes serotipos en las zonas altamente endémicas, donde la 
reactividad cruzada no solo por infecciones por el virus dengue, sino por otros Flavivirus, no 
permiten un diagnóstico acertado. Además, es importante resaltar que los signos clínicos y la 
sintomatología que presentan los pacientes no son suficientes para determinar la ausencia o 
la presencia de una infección por el virus dengue cuando en una prueba inmunológica se ob-
tienen resultados negativos, por lo que es indispensable el uso de un segundo método, preferi-
blemente más sensible y específico, como lo son las técnicas moleculares. Lamentablemente, 
por costos, poca disponibilidad y falta de personal entrenado, en muchos casos no se realiza la 
confirmación del diagnóstico [54].

En los últimos años, las nuevas tecnologías han permitido el desarrollo de otras técnicas 
diagnósticas y de éstas, las moleculares son las de mayor auge y en las que se han enfocado 
muchas de las investigaciones, pues son las más específicas y rápidas para un diagnóstico 
definitivo. Estas técnicas no solo detectan el virus, sino que permiten una serotipificación 
durante la fase aguda de la enfermedad, sin importar la respuesta inmune en el hospedero o 
la reactividad cruzada. Por otro lado, se ha demostrado que existe una correlación del 88% 
entre las técnicas de aislamiento viral y la qRT-PCR [128]. Otra ventaja que ofrece la RT-
PCR, es que se caracteriza por ser un método rápido, sensible y sencillo, aplicable en muestras 
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clínicas humanas como biopsias y tejidos provenientes de autopsias, o incluso en mosquitos 
[54]; adicionalmente, esta técnica es aplicable tanto para el diagnóstico como para estudios 
epidemiológicos [63].

Actualmente, la OPS recomienda el uso de la técnica PCR de Lanciotti y colaboradores 
[103], o su variante de Harris y colaboradores [110] para el diagnóstico y detección del vi-
rus dengue; sin embargo, el desempeño de los pares de cebadores utilizados ha disminuido 
considerablemente, debido a que el genoma del virus dengue posee una ARN polimerasa 
dependiente de ARN que carece de actividad correctora, lo que genera una acumulación 
de cambios, y por ende, la desactualización de dichos cebadores, así como la disminución de 
la eficiencia en la amplificación del genoma de las cepas circulantes; por lo tanto, la actuali-
zación de los cebadores es importante para la correcta detección y serotipificación del virus 
[129-131]. 

Adicionalmente, se debe tener en cuenta que estas técnicas moleculares requieren de equipos 
e infraestructura costosa y de personal altamente calificado para su aplicación, lo que reduce 
la posibilidad de que en muchas de las regiones colombianas que se tornan hiperendémicas 

Tabla 2. Ventajas y desventajas de las técnicas empleadas para el diagnóstico de la infección por el virus dengue

Tipo de 
método

Técnicas Ventajas Desventajas

Indirecto  � Inhibición de la 
hemaglutinación 

 � Fijación del complemento
 � ELISA
 � Mac-ELISA
 � Pruebas rápidas: 

detección de anticuerpos

 � Son útiles para la confirmación 
de infecciones agudas

 � No son costosas
 � Son fáciles de realizar
 � Permi ten d i ferenc iar  una 

infección primaria de una 
secundaria

 � Los títulos bajos de anticuerpos  
pueden ser no detectados, 
en especial de IgM en las 
infecciones secundarias

 � Requieren sueros pareados, 
lo cual retarda el diagnóstico

 � Si el paciente tiene una  
enfermedad que interfiera 
en la respuesta inmune, se 
dificulta el diagnóstico

 � No son tan sensibles como 
las técnicas que detectan 
directamente el genoma o los 
antígenos

Directo  � Pruebas moleculares: 
RT-PCR convencional, 
RT-PCR multiplex, RT-PCR 
en tiempo real

 � Aislamiento Viral: 
aislamiento en cultivos 
celulares, inoculación de 
mosquitos, inoculación de 
ratones

 � Pruebas inmunológicas: 
inmunofluorescencia 
directa o indirecta

 � Permiten el diagnóstico 
temprano, lo cual favorece un 
tratamiento rápido y adecuado

 � Tienen alta especificidad, tanto 
para la detección del virus 
como para la serotipificación 

 � Requieren de infraestructura y 
equipos altamente costosos, 
además de personal con 
experiencia

 � No es posible diferenciar 
entre una infección primaria y 
una secundaria

Combinado Pruebas rápidas: detección 
de NS1 y de anticuerpos 

 � Sus costos son muy bajos
 � Se pueden realizar a 

temperatura ambiente y 
no requieren de equipos 
especializados 

 � Permiten diferenciar entre 
infección primaria y secundaria

 � La detección del antígeno 
NS1 se puede realizar desde 
el primer día de síntomas, aun 
cuando el título de anticuerpos 
sea muy bajo

 � Aún falta estudios que incluyan 
el uso de éstas técnicas para 
evaluar su especificidad 
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para dengue tengan acceso a ellas. Una alternativa en dichos casos es la utilización de prue-
bas rápidas, ya que son fáciles de almacenar y de procesar, y son muy sensibles y específicas, 
en especial cuando se detecta de manera combinada un antígeno viral (proteína NS1) y los 
anticuerpos contra el virus (IgM e IgG).

Por otro lado, el aislamiento viral, considerado como la técnica más confiable y a través de la 
cual se realiza un diagnóstico directo, es una técnica que requiere demasiado tiempo para de-
finir el diagnóstico (varios días, incluso semanas), tiene múltiples requisitos de infraestructura 
y altos costos para el mantenimiento de líneas celulares e insectarios, por lo que se convierte 
en una técnica poco útil para proporcionar un diagnóstico rápido y oportuno, principalmente 
en los casos correspondientes a dengue complicado.

En conclusión, aunque las técnicas inmunológicas como el ELISA son las más accesibles, 
las de mayor confianza son aquellas que permitan detectar el genoma (RT-PCR), los antí-
genos (pruebas rápidas) o la partícula viral completa (aislamiento viral), como se muestra 
en la figura 17. A pesar de la gran variedad de técnicas disponibles, no se puede concluir 
que haya una recomendada para todos los casos; sin embargo, sí se hace necesario disponer 
de pruebas para la detección del virus dengue que cada vez sean más sensibles y específicas, 
y como lo han indicado recientes estudios que evalúan diferentes alternativas inmunoló-
gicas, el uso combinado de pruebas que detecten antígenos virales junto con anticuerpos 
específicos tipo IgM pueden ser las técnicas de elección para diagnósticos rápidos. No obs-
tante, es de importancia incluir algunas técnicas moleculares como opción de diagnóstico 
en aquellos casos donde la respuesta inmunológica del paciente no permita una detección 
serológica del virus.
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Figura 17. Comparación de las técnicas de diagnóstico directo e indirecto en relación a su confianza y accesibilidad. 
Aunque las técnicas inmunológicas como el ELISA son las más accesibles, las de mayor confianza son aquellas que 
permitan detectar genoma (RT-PCR), antígenos (pruebas rápidas) o partícula viral completa (aislamiento viral).
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