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DENGUE HEMORRAGICO EN CUBA, 1981. DIAGNOSTICO 
RAPIDO DEL AGENTE ETIOLOGICO’ 

Gustavo Kourí,’ Pedro Máq3 María G. Guzm%n,* Maritza Soler,* 
Angel Goyenechea y Luis Morier* 

En Cuba, afines de mayo de 1981, los servicios de salud de- 
tectaron un número en aumento de pacientes con fiebre, ma- 
nzjfestaciones hemorrágicas y otros szíztomas, habiéndose pro- 
ducido incluso casos de shock y muerte. Ante la necesidad de 
obtener conclusiones diagnósticas inmediatas, se empren- 
dieron estudios serológicos y se procedió a realizar el atisla- 
miento virico, tal como se describe en el presente trabajo. 

Introducción 

Desde 1827, en América continental y el 
Caribe se han comunicado múltiples epi- 
demias de dengue, en un principio sobre la 
base de las características clínicas de la en- 
fermedad (1). Posteriormente, en la medi- 
da en que se dispuso de técnicas virológicas 
y serológicas, se efectuaron algunos estu- 
dios retrospectivos (2, 31, que confirmaron 
los planteamientos clínicos previos. En 
cuanto a la circulación de los cuatro seroti- 
pos de dengue, se ha demostrado en distin- 
tos países. En 1963 circuló el dengue de ti- 
po 3 (4, 5) y en 1968 el de tipo 2, que pre- 
dominó durante 1969, aunque en ese mo- 
mento el anterior también se encontraba 
presente (6). En 1977, en Jamaica se inició 
una epidemia causada por dengue de tipo 
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1, que se extendió con rapidez a otros 
países (7). En 1981 se informó por primera 
vez (8) en las Américas de la circulación 
del serotipo 4, en varias islas de las Antillas 
Menores. Hasta el presente, al menos en el 
transcurso de este siglo, sólo se habían co- 
municado casos aislados de fiebre he- 
morrágica y síndrome del shock del den- 
pe (9, 10). 

En Cuba, durante el mismo lapso, en 
1944 se comunicó en forma clínica la pre- 
sencia de dengue (II) y a partir de ese mo- 
mento no se informó de casos hasta 1977 
en que apareció el de tipo 1 en la zona. Se 
produjo entonces una epidemia que alcan- 
zó grandes proporciones en el país y donde 
se notificaron 477 438 casos de dengue clá- 
sico, comprobándose por aislamiento 
vírico la presencia del virus (12). En 1975, 
de acuerdo con una encuesta serológica, 
mediante el empleo de antígeno de dengue 
de tipo 2 se encontró una positividad de 
2,6% de personas con anticuerpos, todas 
mayores de 45 años de edad (12), y por 
tanto se corroboró que desde 1944 hasta 
1977 no hubo actividad de dengue. A fina- 
les de mayo de 1981, en la provincia 
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Ciudad de La Habana los servicios de sa- 
lud detectaron un número en aumento de 
pacientes con un cuadro clínico de fiebre, 
dolores retroorbitarios, abdominales y 
musculares, erupción, cefalea y astenia, 
frecuentemente acompañados de manifes- 
taciones hemorrágicas con diferente grave- 
dad, habiéndose producido incluso casos 
de shock y muerte. Ante la urgencia de la 
situación y la necesidad de arribar a 
conclusiones diagnósticas sin pérdida de 
tiempo, se optó por estudiar monosueros 
de pacientes que en ese momento presen- 
taban la enfermedad, así como un grupo 
de sueros de pacientes con más de siete 
días de evolución, a fin de conocer el título 
de anticuerpos inhibidores de la hemaglu- 
tinación para los virus de dengue, fiebre 
amarilla y Chinkungunya. De inmediato se 
tomaron muestras de suero de pacientes en 
la etapa aguda con el propósito de realizar 
el aislamiento vírico. 

En el presente trabajo se exponen los es- 
tudios serológicos iniciales y el aislamiento 
e identificación de cuatro cepas durante la 
primera semana de reconocida la epide- 
mia; en el lapso de pocos días, este hecho 
permitió confirmar el diagnóstico presun- 
tivo que en un comienzo se había indicado 
a las autoridades de salud del país. 

Material y métodos 

Serologia 

En el primer día de comunicada la epi- 
demia, se tomaron muestras de suero a ni- 
ños ingresados con manifestaciones de 
dengue hemorrágico. Al día siguiente se 
tomaron 15 sueros de personas que señala- 
ron haber tenido un cuadro compatible 
con la enfermedad en los últimos 20 días 
en la zona donde comenzó la epidemia (ll 
casos manifestaron síntomas de dengue he- 
morrágico). Los sueros se trataron con ace- 
tona, y se empleó la técnica de inhibición 
de la hemaglutinación (IH) descrita por 

Clarke y Casals (13)), adaptada para micro- 
técnica. Se utilizaron antígenos de los virus 
de dengue tipos 1, 2 y 3, de fiebre amarilla 
y de Chinkungunya preparados en cerebro 
de ratón y extraídos mediante la técnica de 
sacarosa acetona (13). 

Aislamiento virico 

Muestras. Se utilizaron muestras de 
suero de pacientes con diagnóstico clínico 
de dengue, tomadas dentro de las 96 ho- 
ras de iniciada la sintomatología clínica. 
Dichas muestras se trasladaron y mantu- 
vieron en congelación hasta su uso. 

Inoculación en ratón. Los sueros de pa- 
cientes se inocularon en ratón recién naci- 
do por vía intracerebral y subcutánea, 
utilizando el material puro y diluido 1: 10 
y 1:50 en medio 199, con 10% de suero de 
ternero. Para cada inoculación se empleó 
una familia de ratones y se dejó un 
control sin inocular en cada una; los rato- 
nes se observaron durante 21 días. 

Inoculación en cultivo de tejidos. Se 
utilizó el clon 9 de la línea celular 
LLCMK, obtenido en el Instituto Nacio- 
nal de Higiene, Epidemiología y Micro- 
biología de Ciudad de La Habana, man- 
tenido por pases seriados en medio 199, 
con 20% de suero de ternero y antibióti- 
cos de uso y dosis habituales. Las células 
se sembraron en frascos plásticos y se re- 
alizó la inoculación de 0,5 ml de la 
muestra sobre una capa celular confluen- 
te. El contacto celular se efectuó durante 
15 minutos con temperatura ambiente, y 
se empleó el mismo medio para el mante- 
nimiento pero con 1 y0 de suero de ternero 
fetal. La temperatura de incubación fue 
de 36 OC y los frascos se observaron 
diariamente en busca de efecto citopáti- 
co. En los casos positivos las células se 
congelaron y luego se las descongeló; el 
medio se centrifugó, utilizándose el sobre- 
nadante para la identificación vírica. 

Método de reducción de placas. Para la 
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CUADRO l-Resultados de IH en monosueros de cuatro casos con manifes- 
taciones de dengue hemorr&gico, sangrados en la primera semana de la enfer- 
medad. 

identificación de las cepas aisladas tanto 
en ratón como en cultivo de tejidos, se 
empleó como método básico el de neutra- 
lización por reducción de placas según la 
técnica descrita por Russell y Mc Cown 
(14). Se utilizaron líquidos ascíticos hiper- 
inmunes a los virus de dengue tipo 1, 2, 3 
y 4, recibidos de Centros para el Control 
de Enfermedades (CDC) de Atlanta en di- 
luciones de l:lO, 1:20, 1:40 y 1:80. A és- 
tos se los mezcló en partes iguales con una 
suspensión de virus para obtener una con- 
centración final de 30 a 100 UFP/O,l ml, 
efectuándose el contacto durante 45 mi- 
nutos a 37 OC en baño de agua. Se inocu- 
ló un volumen de 0,3 ml de la mezcla, se 
dejó 15 minutos en contacto con las célu- 
las y luego se añadió la capa de agar. A los 
cinco días se agregó una segunda capa de 
agar con rojo neutro en una dilución de 
1:7 500, y se realizó la lectura a las 24 ho- 
ras de la tinción. 

Inmunojluorescencia. En las cepas ais- 
ladas por inoculación en ratón se empleó 
esta técnica como método rápido de iden- 
tificación. Se hicieron improntas del ce- 
rebro de ratón sobre portaobjetos, y se 
efectuó la prueba indirecta, utilizando 
líquidos ascíticos hiperinmunes en dilu- 
ciones de 1:20, 1:40, 1:80 y 1:160 contra 
los virus de dengue 1, 2, 3, 4 y de fiebre 
amarilla, recibidos del Instituto Militar 
de Epidemiología y Microbiología de Pra- 
ga, y suero anti ratón conjugado con iso- 
tiocianato de fluoresceína. 

Diagnóstico. El diagnóstico de los casos 
de dengue hemorrágico se realizó según 
los criterios establecidos por el Comité 
Técnico Asesor de Fiebre Hemorrágica 
del Dengue para las Regiones del Sudeste 
Asiático y el Pacífico Occidental de la 
OMS (15). 

Resultados 

En el cuadro 1 se presentan los resulta- 
dos de IH en los monosueros de niños con 
manifestaciones de dengue hemorrágico. 
Tal como puede apreciarse, los títulos son 
extraordinariamente elevados, con predo- 
minio en los de dengue tipos 1 y 3 y fiebre 
amarilla; en cambio, no se detectaron an- 
ticuerpos de virus Chinkungunya. En el 
cuadro 2 se observan los resultados de IH 
en los monosueros tomados a las 48 horas 
de conocida la epidemia, entre los 9 y 21 
días de evolución de la enfermedad, don- 
de se comprobó la presencia de títulos 
muy elevados en los tres serotipos estu- 
diados del dengue y el virus de la fiebre 
amarilla. En esta muestra se observa cier- 
ta tendencia al predominio de los niveles 
de anticuerpos frente al antígeno del sero- 
tipo 2. El caso No. 14, que tenía dos años 
de edad, presentó una respuesta antigéni- 
ca de tipo primaria (sobre este aspecto, 
conviene señalar que la anterior epidemia 
de dengue en Cuba ocurrió en 1977). El 
caso No. 16 falleció con un cuadro de 

DZas de Resultados de IH 

CaSO Edad evolución de DeItgUe Fiebre Chinkum 
No. Sexo (en años) enfermedad Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 amarilla guva 

1 F 14 7 10 240 640 20 480 20 480 - 
2 F 10 4 ‘2 560 160 10 240 5120 - 
3 M 10 2 80 20 160 80 - 
4 F 14 5 1 280 20 10 240 5120 - 

- : resultado negativo. 
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CUADRO 2-Resultados de IH en monosueros de convalecientes 
estudiados a las 48 horas de conocida la epidemia, sangrados en la 
segunda y tercera semanas de evolución de la enfermedad. 

Días de Resultados de IH 

caso Edad evolución de Dellglle Fiebre 
No. Sexo (en años) enfermedad Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 amarilla 

1 M 32 15 1 280 2 560 1 280 2 560 
2 F 45 17 640 1 280 640 640 
3 F 34 15 2 560 2 560 1 280 1 280 
4 F 25 21 640 2 560 640 320 
5 F 37 16 2 560 2 560 10 240 2 560 
6 M 54 9 640 2 560 1 280 640 
7 F 23 12 2 560 2 560 5 120 640 
8 F 22 9 640 2 560 320 1 280 
9 M 17 17 640 320 1 280 320 

10 M 4 9 5 120 2 560 5 120 2 560 
ll M 35 10 320 2 560 1 280 1 280 
12 F 17 10 5 120 2 560 5 120 2 560 
13 M 5 9 2 560 2 560 1 280 320 
14 M 2 9 20 40 20 20 
15 F 31 9 10 240 2 560 20 280 1 280 
16 F 5 8 640 640 2 560 640 

shock y hemorragias, y presentó una res- 
puesta de tipo secundaria. 

Por otra parte, se aislaron dos cepas de 
dengue tipo 2 en ratones recién nacidos e 
inoculados con el suero de dos pacientes 
en su tercer día de enfermedad. La cepa 1 
se aisló cuando uno de los ratones presen- 
tó sintomatología típica, al tercer día de 
inoculado con la muestra diluida 1:50. 
Con posterioridad se recogieron otros ra- 
tones enfermos de esta dilución, así como 
del material puro y diluido 1: 10. En este 
aislamiento se realizó el diagnóstico de 
dengue al tercer día de la inoculación y a 
los cuatro días se identificó el serotipo, 
utilizando con estos fines la técnica de in- 
munofluorescencia indirecta. La cepa 2 
se aisló a los 16 días de la inoculación en 
la dilución 1:50. Otras dos cepas, las 3 y 
4, se aislaron en forma directa en cultivo 
de células LLCMK, a partir del suero de 
pacientes que tenían cuatro y dos días de 
enfermos. El efecto citopático se caracte- 
rizó por redondeamiento y desprendi- 
miento celular y apareció a partir del 

quinto día de la inoculación. Los pacien- 
tes de quienes se extrajeron los sueros 1 y 2 
eran de-sexo femenino, los de 3 y 4 mascu- 
lino, y tenían 31, 25, 14 y 15 años de edad 
respectivamente. En los sueros 1 y 2 no 
aparecieron anticuerpos IH, mientras que 
en 3 y 4 no se determinaron. 

Los resultados en las pruebas de reduc- 
ción de placas y de inmunofluorescencia 
indirecta utilizadas para la identificación 
vírica se presentan en los cuadros 3 y 4. Tal 
como se observa, fueron muy similares en 
las cuatro cepas estudiadas por el método 
de reducción de placas, donde se logró la 
reducción en diluciones del líquido ascítico 
hiperinmune contra dengue de tipo 2 de 
1:80 o más, en tanto los resultados obteni- 
dos con los otros serotipos y con fiebre 
amarilla fueron prácticamente negativos. 
En las cepas 1 y 2 estudiadas por inmuno- 
fluorescencia, se obtuvo fluorescencia es- 
pecífica frente al líquido ascítico hiperin- 
mune contra dengue de tipo 2, en dilu- 
ciones de 1: 160 o más para la cepa 1 y de 
1:80 para la cepa 2; en cuanto a los otros 
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serotipos, no sobrepasaron los títulos de 
1:20. 

Discusión 

Los datos obtenidos sugieren que el se- 
rotipo 2 del virus de dengue fue el causan- 
te de la epidemia de fiebre hemorrágica, 
ocurrida en Cuba durante el verano de 
1981. Mediante la prueba de IH resultó 
imposible determinar el serotipo circulan- 
te, tal cual se comunicó durante la epide- 
mia de dengue 1 en 1977 (12). Esta imposi- 
bilidad inicial de determinar el serotipo 
por técnicas serológicas (IH) se corroboró 
en la medida en que progresaba la epide- 
mia. Sin embargo, mediante la correlación 
de los resultados serológicos y epidemioló- 
gicos con la clínica, de inmediato se con- 
cluyó que se trataba de una nueva infec- 
ción con otro serotipo de dengue y de una 
epidemia de fiebre hemorrágica. De 
acuerdo con este diagnóstico se desencade- 
nó una campaña para el control de la epi- 
demia y de su vector, el mosquito Aedes 
aegyfiti. Tanto el aislamiento como la 
identificación del virus se realizaron en un 
tiempo mínimo, pues el virus se pudo iden- 
tificar a los cuatro días de la inoculación 
mediante la prueba de inmunofluorescen- 
cia indirecta, y el diagnóstico se corroboró 
con la prueba de reducción de placas. 

Sin embargo, aún se desconoce cuál pu- 

CUADRO 3-Identificación de las cuatro cepas 
de dengue de tipo 2 mediante la técnica de reduc- 
ción de placas.* 

Dengue 

Cepa Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 
Fiebre 

amarilla 

1 1:lO 1:80 1:lO 1:lO 1:lO 

2 1:lO 1:80 1:lO 1:lO NR 

3 1:lO 1:80 1:lO 1:lO NR 

4 1:lO 1:80 1:lO 1:lO NR 

a Se expresan las diluciones en las cuales se detectó la reducción 
del50%. 

NR: no realizado. 

CUADRO 4-Resultados de la identificación de 
las primeras dos cepas aisladas mediante la 
prueba indirecta de inmunofluorescencia.a 

Dengue Fiebre 
Cepa Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 amarilla 

1 1:20 1:160 1:20 - NR 
2 - 1:180 1:20 - 1:20 

Dengue 2 1:20 1:640 1:20 - NR 
(Nueva 
Guinea) 

a Se expresan los títulos hasta los cuales se evidenció la inmu- 
nofluorescencia. 

NR: no realizado. 
- : resultado negativo. 

do haber sido la fuente de esta grave epi- 
demia en Cuba, que apareció en forma ex- 
plosiva y sin que se hubiera comunicado 
actividad de dengue tipo 2 en la zona, ni 
en los países con los que Cuba mantiene 
relaciones estrechas. Las autoridades de 
salud de los países del Caribe y América 
continental deben aumentar su vigilancia, 
como también el control del Aedes aegyp- 
ti, frente a la presencia de la fiebre he- 
morrágica y del síndrome del shock del 
dengue, que se manifiestan por primera 
vez en forma epidémica en esta parte del 
mundo. El estudio de los datos obtenidos 
en un país como Cuba, que en el lapso de 
tres años ha sufrido dos epidemias sucesi- 
vas por serotipos distintos del virus de den- 
gue (1 y 2), resultará de extraordinario in- 
terés y podrá aportar conocimientos rele- 
vantes que ayuden a una mejor interpreta- 
ción en la etiopatogenia de esta enferme- 
dad. 

Resumen 

A fines de mayo de 1981, en Cuba se 
produjo en forma explosiva una epidemia 
de fiebre hemorrágica de dengue, con ca- 
sos de hemorragia grave e incluso shock y 
muerte. Con objeto de precisar rápida- 
mente el agente etiológico, se realizaron 
estudios de serología, empleándose la 
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prueba de inhibición de hemaglutinación, 
como también aislamiento vírico, con re- 
ducción de placas e inmunofluorescencia 
indirecta para identificar las cepas aisla- 
das. Los datos obtenidos sugieren que el 
causante de la epidemia fue el serotipo 2 
del virus de dengue, del cual se aislaron 
cuatro cepas. Sin embargo, aún se desco- 
noce cuál pudo haber sido la fuente de esta 

epidemia, ya que no se había comunicado 
ninguna actividad de dengue tipo 2 en la 
zona, ni en los pakes con que Cuba man- 
tiene relaciones estrechas. Por tanto, se 
alerta a otros países de la zona para que 
aumenten su vigilancia, como asimismo el 
control de Aedes aegyptE, con el propósito 
de evitar situaciones similares. n 
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Hemorrhagic dengue in Cuba in 1981. 
Rapid diagnosis of the etiologic agent (Summary) 

At the end of May 1981, an explosive 
epidemic of hemorrhagic dengue fever broke 
out in Cuba with cases of serious hemorrhage, 
shock and even death. To diagnose the 
etiologic agent as rapidly as possible, serologic 
studies were conducted using the 
hemagglutination inhibition test, the virus was 
isolated through reduction of plates and the 
isolated strains were identified through 
indirect immunofluorescence. The data 

obtained suggest that the epidemic was caused 
by serotype 2 of the dengue virus, four strains 
of which were isolated. The origin of the 
epidemic has not yet been determined, 
however, since no other cases of type 2 dengue 
have been reported in the area or in the 
countries with which Cuba maintains close 
relations. These countries are thus advised to 
increase surveillance and control of Aedes 
aegypti in order to prevent similar outbreaks. 

Dengue hemorrágico em Cuba, 1981. 
Diagnóstico rápido do agente etiológico (Resumo) 

No fim de maio de 1981 surgiu de maneira 
explosiva em Cuba urna epidemia de febre 
hemorrágica de dengue, com casos de 
hemorragia grave e shock e morte inclusive. 
Com o fim de precisar rapidamente o agente 
etiológico, fizeram-se estudos de serologia, 
lancando-se mão do teste de inibicão da 
hemoglutinacâo bem como isolamento vírico, 
comreducão de plaquetas e imunofluorescência 
indireta para poder identificar as estirpes 
isoladas. Os dados obtidos sugerem que o 
agente causador da epidemia foi o serotipo 2 

do vírus do dengue do qual se isolaram quatro 
estirpes. Contudo, ainda não se sabe qual 
poderia ter sido a fonte dessa epidemia porque 
náo se recebeu nenhuma comunicacáo sobre 
atividade de dengue tipo 2 na zona, nem nos 
países com os quais Cuba mantem estreitas 
relacóes. Por isso se alerta os outros países da 
regido para que aumentem sua vigil%ncia e de 
igual maneira o controle do Aedes aegypti, 
para poderem evitar situacões da mesma 
natureza. 

La dengue hémorragique à Cuba, 1981. 
Diagnostic rapide de I’agent étiologique (Résumé) 

A la fin de mai 1981, à Cuba, se produisit de 
facon explosive une épidémie de fievre 
hémorragique de dengue, avec des cas 
d’hémorragie grave et meme de shock et dé&. 
Avec le but de préciser rapidement que1 était 
l’agent étiologique, des études de sérologie 
furent réalisées avec le test d’inhibition 
d’hémagglutination, ainsi que l’isolement de 
virus, avec réduction de plaques et 
immunofluorescence indirecte pour identifier 
les souches isolées. Les données obtenues 
suggèrent que le facteur causant l’épidémie 

était k sérotype 2 du virus de la dengue, 
duque1 on isola quatre souches . Cependant , on 
ne sait pas encare quelle peut avoir été la 
source de cette épidémie, étant donné 
qu’aucune activité de dengue type 2 n’avait été 
communiquée ni dans la région, ni dans les 
pays avec lesquels Cuba maintient des relations 
étroites. Des lors on donne l’alerte aux autres 
pays de la région pour qu’ils augmentent leur 
surveillance et aussi le controle de Aedes 
aegypti, afin d’éviter des situations semblables. 


