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TÍTULO: COMPARACIÓN DE LA CAPACIDAD DE REPLICACIÓN IN VITRO,
SUCEPTIBILIDAD A NEUTRALIZACIÓN POR ANTICUERPOS ANTI DENGUE Y 
TIPO GENÉTICO ENTRE UNA CEPA DE  VIRUS DENGUE SEROTIPO 3  DE
COLOMBIA Y UNA DEL SUR DE ASIA. 
 
 
AUTORES: TORRES PIMIENTO Angela**, OCAZIONEZ JIMÉNEZ, Raquel Elvira*** 
 
PALABRAS CLAVES: Dengue, Colombia, Sri. Lanka, efecto citopático,
neutralización, tipificación molecular.  
 
 
RESUMEN 
 
El virus dengue serotipo 3  introducido en Colombia en 2001 ha causado epidemias de 
dengue pero casos severos han sido infrecuentes. Al contrario, la circulación del virus
en Asia se ha asociado con dengue hemorrágico. En este estudio se comparó la
replicación in vitro, susceptibilidad a neutralización por anticuerpos anti dengue y tipo 
genético entre una cepa del virus aislada en Santander y una de Sri-Lanka. 
 
Se infectaron cultivos de células (C6/36) con preparaciones de 10.000,100, 50 or 25 
TCID50 del virus a 32oC. durante 8 días. El efecto citopático (ECP) se registró
diariamente y se determinó el título viral en el sobrenadante. Para neutralización, el 
virus fue incubado  2 h at 37°C con  suero positivo o no para anticuerpos anti dengue-3 
y la mezcla se adicionó a cultivos celulares. Se consideró neutralización positiva la
ausencia de antígeno viral o disminución de células que lo expresaban usando un
ensayo de inmunofluorescencia. Para tipificación genética, se utilizó un protocolo de la
reacción en cadena de polimerasa (RSS-PCR). 
   
La cepa Colombiana fue menos eficiente para replicarse en cultivos C6/36 que la 
Asiática. La primera no produjo ECP en las células en ningún día de replicación y en
cultivos infectados con 100, 50 o 25 TCID50 el título viral fue menor (102.2, 101.5 or  0 vs 
103.5, 101.5 or 101.5 TCID50). La neutralización con suero anti dengue-3 fue más 
eficiente para el virus colombiano que el asiático (dilución 10-4.5 vs  10-2.0  para 
neutralización total), sugiriendo diferencias antigénicas. Ambos virus resultaron subtipo
C y no se observaron diferencias en el número de fragmentos amplificados.  
 
 
 
 
 
 
* Trabajo de grado 
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ABSTRACT 
 
The dengue virus serotype 3 introduced in Colombia in 2001 had caused dengue 
epidemics but severe cases have been infrequent. In contrast, the circulation of the 
virus in Asia have been associated with hemorrhagic dengue. In this study was
compared the replication in vitro, susceptibility to neutralization by dengue antibodies
and genetic subtype between one virus strain isolated in Santander and one virus from 
Sri-Lanka. 
 
Cell cultures (C6/36) were infected with virus preparations with 10.000,100, 50 or 25 
TCID50 during 8 days at 32oC. Daily the citopatic effect (CE) was registered, and  the
viral titer.was determined in the supernatant.  For neutralization, virus was incubated 2
h at 37°C in the presence of serum positive or not to dengue-3 antibodies, and the 
mixture was added to C6/36 cultures. The absence of viral antigen or diminution of
cells that expressed it byimmunofluorescence assay was considered positive 
neutralization. For genetic subtyping a restricción site-especific-polymerase chain 
reaction (RSS-PCR) protocol was used.  
 
Colombian  strain was less efficient to replicate in C6/36 cells than asian  strain.  The
first do not produced CP on cells any day during the replication, and the virus reached
less viral titer in culture infected with 100, 50 or 25 TCID50 (102.2; 101.2 or  0 vs 103.5, 
101.5 or 101.5 TCID50). Serum positive for dengue-3 antibodies neutralized more 
efficiently colombian virus strain than asian virus strain (dilution 10-4.5 vs 10-2.0 to total 
neutralization), suggesting antigenic differences. Both viruses resulted subtype C and
differences in the number of amplified fragments was not observed. 
 
 
________________________ 
 
* Graduate  thesis.   
 ** Faculty of Science. Biology School .  Graduate Biology Programme  
*** Faculty of Health, Raquel Elvira Ocazionez Jiménez, Director thesis. 
 
  

 

 

 



12 
 

 

1. INTRODUCCIÓN 

 
El dengue es una enfermedad causada por el virus del mismo nombre (VDEN) 
el cual se trasmite a los humanos a través de la picadura del  mosquito del 
género Aedes. Se considera la enfermedad viral transmitida por un insecto  
más frecuente en países de América y Asia. Existen cuatro serotipos del virus 
conocidos como VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4 y la infección con 
cualquiera de ellos puede resultar asintomática o en enfermedad que varía 
desde un síndrome febril autolimitado conocido como dengue clásico (DC) 
hasta la forma hemorrágica (DH) en algunos casos con choque hipovolémico 
(DH/SCH) el cual puede llevar a la muerte (Gubler 1998, Henchal & Putnak 
1990). Se estima que más de 50 millones de personas se infectan anualmente 
de las cuales 500.000 sufren DH/SCH y de estas 25.000 y 50.000 mueren 
(WHO 2002). En Colombia el dengue es endémico con epidemias cada 2-3 
años, entre 2002-2005 se reportaron al Ministerio de la Protección Social 
116.952 casos de los cuales 12.163 fueron hemorrágicos (Ministerio de 
Protección Social 2006). En Santander entre 1998 y 2004 la Secretaría de 
Salud Departamental informó 45.823 casos de los cuales 4.634 se 
consideraron hemorrágicos (Álvarez et al. 2004). 
 
Cualquier serotipo del VDEN puede causar DH o DH/SCH pero el DEN-2 y 
DEN-3 son los que con mayor frecuencia lo inducen ocasionando muertes 
(Nisalak et al. 2003, Vaugh et al. 2000). Antes de 1989 el DH fue común en el 
sureste de Asia pero raro en la India y Sri-Lanka a pesar de la circulación de 
los cuatro serotipos. Después de 1989 este patrón de la enfermedad cambio,  
epidemias de DH se vienen reportando en ambos países desde entonces y una 
variante genética del VDEN-3 (subtipo III) ha sido la cepa aislada de la mayoría 
de los casos severos (Dash et al. 2006, Messer et al. 2003, Vitarana et al. 
1993).  
 
El VDEN-3 apareció por primera vez en América en 1963 diseminándose a 
varios países y permaneció hasta 1977 cuando se aisló por última vez en 
Colombia (Pinheiro & Corber 1997, Boschell et al.1986). En este primer período 
se reportaron epidemias causadas por este serotipo del virus y los casos fueron 
de DC (Neff et al. 1967). Luego de 17 años de ausencia el virus reapareció, por 
primera vez en Nicaragua y Panamá en 1994 y de aquí se diseminó a países 
vecinos como México, Puerto Rico, Guatemala, El Salvador y otros (PAHO 
2000, Pinhiero & Corber 1997). En el 2000 se reportó su entrada a Suramérica 
simultáneamente a Venezuela (Uzcategui et al. 2001) y Brasil (Nogueira et al. 
2001) de donde se diseminó a los otros países. La reaparición del VDEN-3 en 
esos países se asoció con epidemias de tiempo prolongado pero la mayoría de 
los casos  fueron de DC (Ocazionez et al. 2006, Mamani et al. 2006, Aquino et 
al. 2003). Una excepción fue Brasil, en este país produjo la mayor epidemia de 
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DH registrada hasta la fecha con varias muertes y el virus continua aislándose 
de casos severos (Nogueira et al. 2005). Desde 1994 el VDEN-3 viene 
circulando de manera permanente en varios países del Continente americano 
causando brotes. Varios autores han comparado genéticamente cepas del virus 
aisladas en los años 70 y después de 1994 (Aquino et al. 2003, Messer et al. 
2003, Uzcategui et al. 2001, Lanciotti et al. 1994). Los estudios permitieron 
concluir que son diferentes, las primeras se agruparon junto a cepas de Tahití y 
otras del genotipo IV y las segundas resultaron similares a virus del mismo 
serotipo que han circulado en Sri-Lanka e India desde 1989. Debido a esto 
último se considera que la cepa reintroducida en 1994  es oriunda de esa 
región asiática. 
 
En Colombia los 4 serotipos del VDEN circulan permanentemente desde la 
entrada del virus en 1971 aunque entre 1977-2000 el VDEN-3 al parecer 
desapareció ya que aislamientos de este serotipo no se reportaron en ese 
período (Boschell et al. 1986). En el año 2001 el VDEN-3 reaparece 
nuevamente y es en el Departamento de Santander donde se reporta el primer 
aislamiento. El mismo fue realizado en el Laboratorio de Arbovirus del 
CINTROP (UIS)  a partir del suero de un paciente que sufrió DC (Ocazionez et 
al. 2006). En los años siguientes el virus se detecta en el Norte, Occidente y 
Sur del país en varios departamentos donde el dengue es endémico y la 
introducción en las localidades coincidió con brotes (Ospina 2004, Ministerio de 
Salud y Protección Social 2002, Bernal et al. 2002).  La reaparición del virus en 
Santander en 2001 causó una epidemia que se extendió hasta el 2003 pero la 
severidad fue baja: de los infectados con el virus 84% desarrollaron DC y de los 
casos de DH se aisló el VDEN-2 (Ocazionez et al. 2006). Este patrón de 
virulencia contrasta con el observado en Brasil, Sri-Lanka e India donde el virus 
ha causado  muertes y su dominancia se ha asociado con incremento del DH 
(Miagostovich et al. 2006, Lanciotti et al. 1994, Messer et al. 2003). 
 
La diferencia de virulencia de cepas de VDEN del mismo serotipo se ha 
relacionado con características biológicas, inmunológicas y genéticas. Entre 
estas:  
 
1. Capacidad de replicación en la célula huésped lo cual determina la magnitud 
de la viremia conocida también como carga o título viral y cuanto mayor  en un 
individuo infectado mayor riesgo de sufrir DH/SCH (Vaughn et al. 2000). Se ha 
encontrado que ciertas cepas se replican más fácilmente en cultivos de células 
humanas o de mosquito detectándose elevadas concentraciones de unidades 
formadoras de placa (UFP) en el sobrenadante (Diamond et al. 2000). En este 
sentido se ha observado que cepas de VDEN-2 asiáticas aisladas de casos de 
DH muestran mayor  capacidad para replicarse in vitro en células humanas y 
especies de mosquito que las que causan DC (Raymond & Rico-Hesse 2003). 
Las diferencias de capacidad de replicación de cepas de VDEN  se ha 
explicado por variación en la conformación estructural de las regiones no 
codificantes (RNC NCR) del genoma viral y de la glicoproteína E de las cepas 
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que causan DH, las cuales influyen en la transcripción de RNA mensajeros y el 
reconocimiento de la célula huésped  (Leitmeyer et al. 1999). 
2. Efecto citopático (ECP) el cual se considera una consecuencia de la 
replicación del virus. El ECP varía según el tipo de célula infectada, en 
monocapas de células de mosquito (C6/36) cultivadas in vitro e infectadas con 
VDEN se detectan  células gigantes, refringentes formando conglomerados a 
manera de sincitios. Esta alteración morfológica es observada en células 
infectadas por los cuatro serotipos del virus pero no con todas las cepas 
(Camacho et al. 1999). Variación en la capacidad de producir ECP se ha 
reportado con aislados de VDEN-2 (Diamond et al. 2000) pero lo mismo no se 
observó con VDEN-3 (Lee et al. 1993). 
 
3. Diversidad  antigénica evidenciada por  variación en la capacidad de sueros 
inmunes humanos para neutralizar el virus. Pavón-Oro et al (2004) encontraron 
diferencias en el título neutralizante de sueros frente a cepas de VDEN-3 
aisladas durante dos brotes diferentes ocurridos en Cuba en 2000 y 2001-2002. 
Con VDEN-2 se encontró que la cepa americana fue más susceptible a la 
neutralización por anticuerpos contra VDEN-1 que la cepa asiática (Kotchel et 
al. 2002), sugiriendo características antigénicas que probablemente están 
asociadas con diferencias genéticas teniendo en cuenta que los virus se 
agrupan en diferente subtipo.   
 
4. Diversidad genética.  La contribución de la diversidad genética del VDEN a la 
patogénesis de la enfermedad ha sido evaluada en diferentes estudios. En 
Venezuela, el incremento de casos severos en los últimos 10 años se ha 
asociado con una diversificación genética del virus DEN-2 asiático introducido 
al país en los años 80 (Uzcategui et al. 2003).  Al comparar cepas de VDEN-3 
subtipo III aisladas de pacientes venezolanos con DC o DH se encontraron 
diferencias en secuencias de nucleótidos pero no se asociaron con severidad 
de la enfermedad. Con cepas del Brasil, se encontró un cambio de aminoácido 
en la posición 391 de la proteína E de una cepa aislada de un caso fatal 
cuando se comparó con una aislada de un caso de DC pero no se pudo 
establecer asociación con severidad (Miagostovich et al. 2006). Lo mismo se 
reportó con cepas de VDEN-2 del genotipo asiático III que circularon en Cuba 
entre 2000-2002, se detectó cambio en 15 nucleótidos del genoma viral entre 
aislados de diferentes epidemias pero no se asociaron con la severidad de la 
enfermedad (Rodríguez & Guzman 2005).  
   
A pesar de que se han identificado factores relacionados con el virus que 
pueden explicar la capacidad de éste para causar enfermedad severa aún no 
existe consenso sobre el tema. Aún más, la información que existe  está 
referida casi en su totalidad al VDEN-2 y poco o nada se conoce de los otros 
serotipos. Como consecuencia, el estudio de las diferencias biológicas, 
genéticas e inmunogénicas entre aislados de VDEN provenientes de casos de 
pacientesque sufrieron DH con respecto a aislados de casos de DC permite 
conocer el comportamiento del virus. Esto es de gran importancia para 
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establecer estrategias de control de la enfermedad que impacten en la 
disminución de casos severos y muertes (Guzman & Deubel 1995). 
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2. OBJETIVO 
 

En este estudio se pretendió aportar al conocimiento sobre diferencias 
biológicas, inmunológicas y genéticas entre cepas del VDEN-3 con diferente 
capacidad para causar DH. Específicamente, se comparó la capacidad de 
replicación en células de mosquito, la susceptibilidad a neutralización por 
anticuerpos homólogos y el subtipo genético de una cepa colombiana aislada 
en  2001  y una de Sri-Lanka de 1990. Esto para explorar causas que puedan 
en parte explicar la baja frecuencia de DH durante la dominancia de ese 
serotipo en Santander. 
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3. MARCO TEÓRICO 
 

El virus del dengue pertenece a  la familia Flaviviridae, género flavivirus,  donde 
se agrupan otros virus trasmitidos por mosquitos (Lindenbach et al. 1990). Los 
flavivirus son virus ARN con cápside icosaédrica y envoltura. El ARN de ~11 kb 
es una hebra de sentido positivo limitada por terminaciones 5’ y 3’ no 
codificantes el cual transcribe una poliproteína, que por acción de proteasas 
virales y celulares se fragmenta en 10 proteínas en el siguiente orden : 5´-C-M-
E-NS1-NS2A-NS2-B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3´. Las proteínas C, M y E  se 
denominan estructurales y conforman la cápside, matriz y el principal 
componente viral de la envoltura, respectivamente. Las restantes 7 se 
encuentran en la célula infectada participando en la morfogénesis del virus y se 
conocen como no-estructurales (NS). La proteína E se considera la de mayor 
importancia biológica: es el receptor a través del cual el virus se fusiona con la 
membrana celular y el principal antígeno inductor de anticuerpos neutralizantes 
que intervienen en la defensa del huésped (Chambers  et al. 1990).  
 
Las  cepas de cada serotipo del VDEN divergen en la secuencia de nucleótidos 
del ARN viral. El polimorfismo genético se ha estudiado comparando  
secuencias de regiones genómicas tales como E-NS1, M-E y fragmentos o 
totalidad de los genes E, M o NS1. De esta manera se han construido árboles 
filogenéticos identificándose varios genotipos, subtipos de estos y quasispecies 
dentro de un mismo serotipo. De los serotipos dos y uno se conocen cinco 
genotipos (Rico-Hesse R, 1990), del tres, cuatro (Lanciotti et al. 1994) y del 
cuatro, dos  (Lanciotti et al. 1997).  
 
La variación genética del  VDEN-3 fue reportada por  primera vez por Chungue 
et al. (1993) comparando una secuencia de 194 nucleótidos del gen E de 
aislados de Asia y Centroamérica. Divergencia > 6% permitió agruparlos en 4 
genotipos: en los tres primeros (I – III) se agruparon virus de Asia y en el 
genotipo número cuatro (IV) VDEN-3 de América y la Polinesia Francesa. 
Lanciotti et al. (1994) compararon  la secuencia de los genes prM-E de cepas 
de otras localidades, agrupándolos  igualmente en 4 genotipos. En los primeros 
tres se ubicaron virus del Asia, entre estos, aislados de Sri-Lanka, India, 
Samoa y África conformaron el genotipo III y virus de América que circularon 
entre 1963-1965 se agruparon en el IV. Recientemente, Wittke et al. (2002) 
analizaron un amplio número de cepas de varios continentes proponiendo un 
nuevo genotipo o V donde se agruparon solamente virus de América aislados 
entre 1963 – 1977. 
 
En países de América las epidemias de VDEN-3 por el genotipo V fueron 
frecuentes en los años 60-70 en Puerto Rico (1963) y Tahití (1965) causando 
DC sin que se confirmaran casos de DH (Neef et al. 1967) y lo mismo ocurrió 
en 1977 durante una nueva epidemia en Puerto Rico (López et al. 1978). Entre 
1977–1993 ningún país reportó aislamientos de ese serotipo y en 1994 lo hizo 
nuevamente Nicaragua seguido por otros países de Centroamérica en los años 
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siguientes y de Suramérica 6 años después de su re-introducción en el 
Continente. Desde entonces el virus ha circulado de manera permanente y su 
dominancia temporal se ha asociado con epidemias de DC o DH dependiendo 
del país. Al comparar secuencias nucleotídicas de cepas virales de diferentes 
países, se encontró que virus de los años 70 son similares a cepas del subtipo 
IV de Lanciotti et al. o V de Wittke et al. y los aislados desde 1994 a cepas del 
subtipo III muy cercanos filogenéticamente a virus que circulan en la isla de Sri-
Lanka desde los años 80 (Ocazionez et al. 2006, Manami et al. 2005, 
Uzcategui et al. 2003, Messer et al. 2003, Wittke et al. 2002, Guzmán et al. 
1995, Lanciotti et al. 1994).  
 
La contribución de la cepa del virus a la severidad del dengue fue formulada 
por primera vez por Rosen en 1986 al observar DH o DC en individuos que se 
infectaban por primera vez con el mismo serotipo. Uno de los eventos 
epidemiológicos que respaldan este concepto es la aparición de epidemias de 
DH en América luego de la introducción en el Continente del VDEN-2 asiático 
genotipo III (Rico-Hesse & Harrison 1997). En contraste, en Perú no hubo 
casos de DH durante epidemias causadas por el genotipo americano del 
mismo serotipo (Watts et al. 1999). Ahora se conoce que cualquier serotipo 
puede causar DH pero las cepas se diferencian en la frecuencia a la que lo 
hacen. Las cepas de VDEN-2 del genotipo III son las más aisladas de casos 
severos seguidas por cepas del mismo genotipo del VDEN-3 y al contrario, las 
del genotipo I o americano del VDEN-2 han causado solamente casos de DC 
(Messer et al. 2003, Guzmán et al. 2002, Rico-Hesse & Harrison et al. 1997, 
Lanciotti et al. 1994). 
 
La identificación de marcadores de virulencia de los VDEN se ha realizado 
mayormente comparando a nivel molecular VDEN-2. Se ha encontrado 
diferencias estructurales en la región de la proteína E que interactúa con el 
receptor celular y en las regiones no-codificantes del genoma. Cuando se 
comparó el  VDEN-2  nativo de América (genotipo I) con el de Asia (genotipo 
III) se encontró que el aminoácido 390 de la proteína E es diferente, esto es, 
ácido aspártico en las cepas asiáticas y asparagina en las otras. Se cree que el  
cambio de este aminoácido puede incrementar  la fuerza de unión  de la 
proteína viral con el receptor celular y esto podría favorecer la infección celular 
(Raymond & Rico-Hesse 2003, Leitmeyer et al.1999). Secuencias nucleotídicas 
en las regiones no-codificantes  del genoma viral en los extremos 3´ y 5´ (3´-NC 
y 5´-NC) también fueron comparadas. Algunos autores han encontrado  hasta 
30 cambios de nucleótidos en la región 3´NC entre virus DEN-2 aislados de 
casos leves y severos. Al  comparar una cepa del genotipo americano versus 
una del asiático se encontró sustituciones de 2 nucleótidos y 10 delecciones en 
el extremo 5´y 3´, en la segunda. Como estos cambios modifican la estructura 
de la región, se postula  que se favorece la unión de proteínas que contribuyen 
a la replicación del virus (Leitmeyer et al. 1999; Rauscher et al. 1997). Se ha 
sugerido que las diferencias genéticas y en la conformación estructural de la 
proteína E entre cepas de VDEN determinan que algunas se repliquen más 
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fácilmente produciendo viremias más elevadas.  Varios estudios han mostrado 
asociación entre severidad y concentración plasmática del virus. Individuos 
infectados con VDEN-2 que sufren DH tienen mayores títulos (109 mol/ml) 
comparados con los que  desarrollan DC (107 mol/ml). Igualmente, 
concentraciones mayores de RNA viral se detectan en infecciones secundarias 
(>106 mol/ml)  versus primarias (< 103 mol/ml) (Wang et al. 2003, Vaugh et al. 
2000, Laue et al. 1999).  
 
En relación con  marcadores de virulencia de cepas del VDEN-3 existen pocos 
estudios. Al comparar una cepa de Nueva Caledonia aislada de un caso de DC 
con una de la Polinesia Francesa de un paciente con DH no se logro demostrar 
diferencias genéticas consistentes con la severidad de la enfermedad 
(Chungue et al. 1993). Con cepas venezolanas  del genotipo III aisladas en los 
años 2000-2001 se encontraron algunas diferencias de nucleótidos del gen E, 
pero las mimas no permitieron agruparlas en relación con la severidad del caso 
de donde se aislaron (Uzcategui et al. 2003). Por otra parte, se detectaron 
varios cambios de nucleótidos en las regiones NC en aislados brasileños y 
paraguayos pero estos al parecer no influyen en la estructura secundaria de la 
región y se pueden observar en cepas de casos leves y severos. Cuando se 
comparó la secuencia de aminoácidos de la proteína E de un virus paraguayo 
que causó DC con uno de Brasil aislado de un paciente que sufrió DH se 
encontraron dos cambios de aminoácidos en la región 383 y 391 (Aquino et al. 
2006). No obstante, estos cambios no se encontraron en una cepa cubana 
aislada de un caso fatal (Rodríguez & Guzmán 2005). No se encontraron 
estudios comparando cepas del genotipo III de América y Sri-Lanka en relación 
con características biológicas o genéticas que puedan explicar diferencias en el 
potencial virulento. 
 
La infección secuencial con serotipos diferentes del VDEN se considera el 
factor más asociado a la severidad del dengue. Fue sugerido por primera vez  
por  Halstead  en 1970 al observar que en países asiáticos el DH era más 
frecuente en pacientes que se infectaban secuencialmente con serotipos 
diferentes del virus. Varios estudios epidemiológicos y clínicos en diferentes 
países han confirmado esa asociación (Vaugh et al. 2000, Graham et al. 1999, 
Kouri et al. 1989, Kilks et al. 1988, Eram et al. 1979).  La evidencia sugiere  que  
los anticuerpos de la infección primaria se ligan al virus de la secundaria 
formando un complejo que es internalizado por el macrófago a través del 
receptor Fc-γ, un fenómeno conocido como incremento dependiente del 
anticuerpo (Halstead 1970). 
 
 
 
 
En el Departamento de Santander se han aislado los cuatro serotipos del 
VDEN con dominancia temporal de serotipo. El VDEN-2 ha circulado de 
manera permanente en los últimos 15 años, el VDEN-1 y VDEN-4 por períodos 
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de 1-2 años y el VDEN-3 desde el 2001 luego de 23 años ausente.  Al entrar el 
VDEN-3 a la ciudad de Bucaramanga se esperaba un aumento del número de 
casos de DH debido al incremento de infecciones secundarias por la circulación 
de los otros serotipos. No obstante, este hecho no se observó, al contrario, la 
frecuencia del DH disminuyó en la medida que el virus se hizo dominante. Por 
otro lado, 84% de los pacientes que sufrieron dengue por este serotipo 
desarrollaron la forma clásica y fueron infecciones primarias (Ocazionez et al. 
2007). Lo último no se esperaba y presupone que anticuerpos de infecciones 
pasadas podrían proteger de una nueva por VDEN-3. Al contrario de lo que se 
observó en Colombia, la entrada del VDEN-3 en Brasil en el 2002 produjo una 
epidemia en la cual se reportaron 288.245 casos con 1.831 de DH y 62 fatales 
(Nogueira et al. 2005).   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

4. MATERIALES Y MÉTODOS 
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4.1 VIRUS 
 
Se incluyeron las siguientes cepas de VDEN-3 obtenidas del stock del 
Laboratorio de Arbovirus del Centro de Investigaciones en Enfermedades 
Tropicales (CINTROP), Universidad Industrial de Santander:  
 

• Colombiana (Santander 2002-271): aislada en el año 2002 de un caso    
      de dengue clásico residente en la ciudad de Bucaramanga, Santander.  
      Solo se eligió esta cepa de 70 cepas locales cultivadas en el laboratorio 
      teniendo en cuenta que todas mostraron un compartimiento homogéneo  
      en cultivo.  

            El serotipo y severidad del dengue se determinó  por anticuerpo  
      monoclonal y según parámetros de la Organización Mundial de la Salud, 
      respectivamente (Ocazionez et al. 2006). 
• Asiática (Sri-Lanka 1990): donada al Laboratorio de Arbovirus del 

CINTROP por el CDC, Atlanta (EUA). Esta cepa se ha asociado con 
epidemias de DH en Sri-Lanka (Lanciotti et al. 1994, Messer et al. 2003)  

• Prototipo (Filipinas 1956 H-87): donada al Laboratorio de Arbovirus del 
CINTROP por el CDC, Atlanta (EUA).   

 
Los virus  se replicaron en células de Aedes albopictus (clon C6/36)  por pases 
seriados y el sobrenadante de los cultivos se distribuyó en viales (250 µl) que 
se almacenaron a -70°C hasta su uso. Cada una de las cepas contó con 
múltiples pases en esta línea celular. Las células fueron analizadas por 
inmunofluorescencia directa como se describe adelante para confirmar de 
nuevo el serotipo del virus. 
 
4.2 CELULAS 
 
Línea de Aedes albopictus (clon C6/36) mantenida en medio de cultivo 
Leibozt´s (L-15. GIBCO,BRL) suplementado  con 2-10% de suero bovino fetal 
(SBF) y 10% de triptosa fosfato. Las células se pasaron cada 3 a 4 días 
siguiendo el procedimiento estándar. Brevemente, la monocapa crecida en una 
caja de 25 cm2 se lavó con tampón de fosfatos (PBS) pH 7.2, las células se 
desprendieron mecánicamente por raspado y se resuspendieron en medio de 
cultivo. La concentración celular en la suspensión se determinó usando conteo 
en cámara de Neubauer y se hizo una preparación de 80.000 células/ml en un 
volumen total de  4.5 ml de medio L-15, SBF10% que se adicionó a una caja de 
25 cm2. Los cultivos se incubaron a 28oC por 3-4 días hasta cuando se observó 
por microscopía la monocopa completa y el procedimiento de pase se  
repitió. En los ensayos, las células se sembraron en tubos de vidrio usando 500 
µl de la preparación. 
4.3 SUERO 
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- Homólogo inmune a dengue (n = 2): colectado de pacientes que sufrieron 
infección primaria por VDEN-3 lo cual se confirmó por aislamiento del virus en 
células C6/36 y ausencia de IgG anti-dengue en los primeros 3 días de la 
infección confirmado por el ELISA. Los sueros se colectaron durante la 
convalecencia para un estudio con otros fines que desarrolló el grupo de 
Arbovirus del CINTROP (Ocazionez et al. 2006) y permanecieron almacenados 
a -70oC. 
- No inmune a flavivirus (n = 1): colectado de individuo sano no vacunado 
contra la fiebre amarilla (FA), sin historia de dengue  y residente en el municipio 
de Mutiscua (Norte de Santander) donde no se ha documentado transmisión de 
flavivirus.  La ausencia de anticuerpos anti dengue y anti FA se confirmó por la 
prueba de neutralización (Gómez & Ocazionez 2007).  
 
 
4.4 INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD) 
 
Esta prueba se usó para detectar la presencia de antígeno viral en cultivos de 
células C6/36 infectadas con los virus, siguiendo el procedimiento previamente 
descrito (Ocazionez et al 2005). Brevemente, 8 µl de una suspensión celular se 
adicionaron a cada pozo de una lámina de 12, se dejo secar al ambiente y 
luego las células se fijaron con acetona fría por 20 min. Para detectar el 
antígeno se adicionó un anticuerpo policlonal anti dengue marcado con 
fluoresceína (M29341; CDC, Puerto Rico)  por 35 min, luego se lavó con PBS 
pH 7.2 por 10 min y finalmente las láminas se observaron al microscopio.  La 
presencia de antígeno (virus) se confirmó cuando se observaron células 
fluorescentes (verde) en contraste con células no fluorescentes (rojo) en el 
control negativo (no infectadas).  
 
4.5 CUANTIFICACIÓN DEL VIRUS (TÍTULO VIRAL) 
 
Se siguió el procedimiento originalmente descrito por Reed & Muench (1938) 
con algunas modificaciones. Brevemente, 100 µl de sobrenadante de cultivos 
infectados con el virus (diluciones base 10 desde 10-1 hasta 10-7) se 
adicionaron por triplicado a monocapas de células C6/36 crecidas en tubos de  
vidrio y los cultivos se incubaron a 28oC durante 1 h para adsorción del virus.  
Luego, las monocapas se lavaron varias veces con PBS pH 7.2 para eliminar el 
virus no adsorbido, enseguida se adicionaron 400 µl de  medio L-15, con 2% de 
SBF y  los tubos se incubaron nuevamente a la misma temperatura. Al quinto 
día post infección se cosecharon células de cada tubo para buscar antígeno 
viral por IFD como se describió arriba. Se determinó la proporción de tubos 
positivos y negativos por cada dilución para calcular la dosis infecciosa 50 para 
cultivo de tejido (TCID50: 50% tissue culture infectious dose) usando la fórmula 
descrita por los autores. El título viral se expresó como TCID50 anti lo 
 
4.6 ENSAYO PARA COMPARAR REPLICACIÓN IN VITRO DEL VIRUS 
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Monocapas de células C6/36 cultivadas en tubos de vidrio se infectaron o no 
con 100 µl de sobrenadante de cultivos con diferente título de cada cepa viral: 
10.000, 100, 50 y 25 TCID50 (6 tubos por sobrenadante). Después de 1 h de 
adsorción las células  se lavaron con PBS pH 7.2, se adicionaron 400 µl de 
medio L-15; SBF 2% y los tubos se incubaron  a 28°C. La mitad de los cultivos 
se observaron diariamente durante 8 días al microscopio invertido para 
identificar cambios en la monocapa: desprendimiento y/o alteración de la 
morfología de las células. Del resto de cultivos se cosechó el sobrenadante al 
quinto día post infección para determinar el título viral como se describió arriba.  
El experimento bajo las mismas condiciones se repitió una vez. 
 
4.7 ENSAYO DE NEUTRALIZACIÓN  
 
Cada cepa del virus (2500 TCID50) se incubó 2 h a 37°C con diluciones (10-2, 
10-3, 10-3.5, 10-4, 10-4.5, 10-5) de suero homólogo anti dengue o no inmune, luego 
la mezcla se adicionó por triplicado a tubos de cultivos celulares por 1 h a 37oC, 
enseguida las monocapas celulares se lavaron para retirar el virus no 
adsorbido y se adicionó medio L-15, SBF 2%.  Los cultivos se incubaron a 28°C 
por 5 días cuando las células se cosecharon para análisis de IFD en busca del 
virus.  La ausencia de antígeno viral (IFD negativa) se consideró neutralización 
del virus por anticuerpos del suero. El experimento bajo las mismas 
condiciones se repitió una vez. 
 
4.8 SUBTIPO GENÉTICO 
 
Se determinó según el patrón de fragmentos reconocidos por enzimas de 
restricción amplificados por la reacción en cadena de la polimerasa (RSS-PCR: 
Restriction Specific Site- Polymerase Chain Reaction). Se siguió un protocolo  
modificado del original de Harris et al. (1999) que ha sido previamente descrito 
(Ocazionez et al 2006). Brevemente, el ARN viral extraído del  sobrenadante de 
cultivos infectados se usó para síntesis de ADN por transcripción reversa 
usando 0,25 U de enzima Tth DNA Polimerasa (Promega)  y 0,5 – 1,0 µM de 
iniciador anti-sentido, 10 ul de ADN se amplificaron en una mezcla de reacción 
de 50 µl que contenía la misma enzima y dos pares de iniciadores  a la misma 
concentración. La amplificación se realizó por 32 ciclos de 94°C por 1 min, 
54°C por 1min y 72°C por 2 min con una extensión final a 72°C por 10 min.  
Los productos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (2%) 
coloreada con bromuro de etidio. En el mismo experimento se amplificó 
simultáneamente ARN de las dos cepas incluidas en el estudio y de la cepa 
prototipo del serotipo y se hizo una réplica para confirmar el resultado. Las 
diferencias entre las cepas se establecieron según el tamaño y número de 
fragmentos amplificados. 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 REPLICACIÓN DEL VIRUS 
 
En cultivos infectados con 10.000 TCID50 de la cepa colombiana del VDEN-3  
no se detecto efecto citopático, es decir, las monocapas permanecieron 
adheridas al soporte y  no se detecto cambio morfológico celular a lo largo de 8 
días de observación microscópica. Lo mismo ocurrió en los cultivos a los que 
no se adicionó virus. Al contrario, en cultivos infectados de la misma manera  
con la cepa asiática se observaron agrupamientos anormales de células en 50 - 
75% de la monocapa desde el quinto día post infección con apariencia de 
grandes conglomerados a manera de sincitios. Este mismo efecto citopático se 
observó con la cepa prototipo de ese serotipo (Filipinas 1956 / H87) desde el 
tercer día post infección (Figura 1).  
 
Figura 1. Ausencia de efecto citopático sobre células de mosquito Ae. 
albopictus (clon C6/36) por la cepa colombiana de VDEN-3 comparada con la 
asiática y la prototipo del serotipo.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Monocapas de células C6/36 fueron infectadas con 10.000 TCID50 de cada una de las cepas  
(ver detalles en Materiales y Métodos). Se observa  efecto citopático con los virus asiáticos (Sri-
Lanka y Filipinas) como desprendimiento de la monocapa (espacios sin células) y grandes 
sincitios señalados con flecha. El resultado corresponde al día quinto y lo mismo se observó en 
el octavo día. 

Colombiana          
(Santander 2002-271) 

Asiática                  
(Sri-Lanka 1990) 

Prototipo                 
(Filipinas H-87-1956) 

Sin virus                  
(control) 
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Cuando se comparó la capacidad de replicación in vitro de los virus, la cepa 
colombiana resultó menos productiva que la asiática. Esto es, en cultivos de la  
primera el título viral (TCID50) en el sobrenadante fue menor con cualquier 
concentración del virus en la preparación que se usó para infectar las 
monocapas. Cuando se hizo con 100 y 50 TCID50  la diferencia de título viral 
comparado con la asiática fue 20 y 2 veces, respectivamente, mientras que con  
25 TCID50 no se detectó infección con la cepa colombiana  pero sí  con la otra 
(Tabla 1). 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2  NEUTRALIZACIÓN POR SUERO HUMANO 

El efecto neutralizante se evidenció por ausencia o disminución de células que 
expresaron antígeno viral, detectado por IFD en cultivos infectados con virus 
preincubado con suero. La magnitud de la neutralización se relacionó con la 
frecuencia de células fluorescentes (Figura 2) y se definieron 4 categorías:  

• Total: cuando no se observaron células fluorescentes (con antígeno)  en 
más de 10 campos microscópicos observados, o IFD = 0. 

• Parcial: se observaron hasta 6 células fluorescentes por campo, o IFD = 
2 

 
 

• Mínima: se observaron entre 10-15 células fluorescentes por campo, o 
IFD = 3 

Tabla 1. Título viral en cultivos de células de mosquito Aedes 
aegypti (clon C6/36) infectados con la cepa colombiana y 
asiática de virus  DEN-3. 
 
 
TCID50

¶ 
Título viral (anti-log TCID50) * 

 
Colombiana 

(Santander 2002-271) 
 

Asiática 
(Sri-Lanka 1990) 

100 158 3162 
50 15 31 
25 0†  31 
¶: Concentración del virus en el sobrenadante usado para infectar los 
cultivos. *: En el sobrenadante del cultivo colectado al cuarto día post 
infección. †: No se detectó antígeno viral por inmunofluorescencia directa 
(IFD). 
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• Ninguna: se observaron más de 20 células fluorescentes por campo o 
IFD = 4.  En este caso la frecuencia de células fluorescentes fue igual al 
control.  

 
La cepa colombiana de VDEN-3 fue más susceptible que la asiática a la 
neutralización por 1 de los 2 sueros anti VDEN-3 (homólogo) de individuos 
colombianos. Se observó neutralización total de la primera con suero más 
diluido (10-4.5 vs 10-3) sugiriendo mayor afinidad de los anticuerpos por la cepa 
local. No obstante, con el otro suero se observó  neutralización total  de ambas 
cepas a la misma dilución (10-3). Por otro lado, el suero no inmune neutralizó 
parcialmente  ambas cepas cuando se usó a la menor  dilución (10-2),  en tanto 
que más diluido (10-4) no tuvo efecto neutralizante sobre la asiática pero si 
sobre la otra (Tabla 2). Los resultados sugieren que la cepa colombiana del 
VDEN-3  podría portar determinantes antigénicos con mayor afinidad por cierto 
tipo de  anticuerpos homólogos o componentes presentes en el suero humano. 
 
 
Figura 2. Magnitud de la neutralización de VDEN-3 por suero humano de 
acuerdo a la frecuencia de células fluorescentes detectadas en el ensayo de  
inmunofluorescencia directa (IFD).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cultivos de C6/36 se infectaron con el virus previamente incubado 2 h a 37oC con la dilución de 
sueros señalada y 5 días después las células se analizaron por IFD. 0: ausencia de células 
verde fluorescente (con antígeno viral) o neutralización total. 2: hasta 6 células fluorescentes 

NNoo--iinnmmuunnee:: 1100--22                   

  IIFFDD:: 00 22                 

aannttii  DDEENN--33::  1100--44..55        

aannttii  DDEENN--33::  1100--55          

aannttii  DDEENN--33::  1100--22          

IIFFDD:: 33 33                 
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por campo o neutralización parcial. 3: entre 10–15 células fluorescentes por campo o 4: 
neutralización mínima: más de 20 células fluorescentes por campo. 
 
5.3 SUBTIPO GENÉTICO (RSS-PCR)  
 
No se encontraron diferencias genéticas entre la cepa colombiana y asiática del 
VDEN-3 usando amplificación simultánea de secuencias para enzimas de 
restricción (RSS-PCR), esto es, del ARN de ambas se amplificaron 3 
fragmentos  de 1300, 655 y 527 pb.  Este patrón corresponde al subtipo C del 
VDEN-3 o genotipo III descrito por Harris et al (1999), diferente al de la cepa 
prototipo que correspondió al  subtipo B2 como fue descrito por los mismos 
autores (Figura 3). 
 
 
 
 
 

 
 

Tabla 2. Magnitud de la neutralización de la cepa colombiana del VDEN-3 por 
suero humano homólogo comparada con la  asiática.  
 
 
Suero dilución

Colombiana 
(Santander 2002-271) 

Asiática 
(Sri-Lanka 1990) 

 
Neutralización IFD Neutralización IFD 

 
Anti DEN-3 105† 10-2 Total 0 Total 0 
 10-4 Total 0 Parcial 2 
 10-4.5 Total 0 Parcial 2 
 10-5 Parcial 2 Mínima  

 
3 

Anti DEN-3 065† 10-2 Total 0 Total 0 
 10-3 Total 0 Total 0 
 10-3.5 Total 0 Total 0 
 10-4 Parcial 2 Parcial 2 
 10-4.5 Parcial 2 Parcial 2 
 10-5 Mínima 3 Mínima 

 
3 

 No inmune * 10-2 Parcial 2 Parcial 2 
 10-4 Mínima 3 Ausente 

 
4 

Ninguno - Ausente 4 Ausente 4 
 

El virus (2500 TCID50) preincubado con el suero se adicionó a monocapas de células C6/36   y 
al quinto día se buscó antígeno viral por inmunofluorescencia (IFD). La relación entre 
neutralización e IFD se detalla en el texto y se muestra en la Figura 2.  
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa mostrando productos de 
amplificación de secuencias genómicas para enzimas de restricción (RSS-
PCR) de cepas del VDEN-3. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M: marcador de peso molecular 100 pb (GIBCO-BRL).  1: prototipo (Filipinas 1956- H-87), RSS-
PCR patrón B2. 2: Asiática (Sri-Lanka 1990), RSS-PCR patrón C. 3: Colombiana (Santander 
2002-271), RSS-PCR patrón C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

21M 3

 
    
  1300 pb  
 
   

   
         800 pb  
         700 pb 

   
   

         300 pb 
     
     527 pb 

655 pb 
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5. DISCUSIÓN 
 
El espectro de las manifestaciones del dengue en humanos incluye infección 
subclínica, síndrome febril autolimitado y dengue hemorrágico severo. Estudios 
epidemiológicos y clínicos han sugerido que factores virales y del individuo 
influyen en la severidad de la enfermedad (Vaugh et al. 2000, Halstead 1970). 
Los resultados de este estudio demuestran que la cepa del virus dengue 
serotipo 3  aislada en Colombia es diferente comparada con la cepa del mismo 
serotipo de Sri-Lanka en cuanto a replicación in vitro y antigenicidad a pesar 
que ambas pertenecen al subtipo genético C o III, el que  más causa DH. No se 
encontraron estudios similares, pero se ha comparado secuencias 
nucleótidicas de cepas aisladas en el  2000 en Brasil y Venezuela de casos de 
DC vs DH. Estos estudios mostraron que no había diferencias consistentes 
entre secuencias del gen E que se pudieran asociar a la severidad de la 
enfermedad (Miagostovich et al. 2006, Uzcategui et al. 2003).  
 
Estudios previos han sugerido que los VDEN se diferencian en la manera como 
se replican en la célula. Por ejemplo, cepas de DEN-2 aisladas de pacientes 
con diferentes grados de severidad variaron en la cantidad de virus infeccioso 
producido en células LLC-MK2 (Mangada & Igaraschi 1998), monocitos 
(Diamond et al. 2000),  leucocitos de sangre periférica y células C6/36 (Morens 
et al. 1991). Resultado similar encontraron Diamond et al. (2000) cuando 
compararon cepas de VDEN-2 asiáticas (Thai C0477 y K0049) con una 
americana (Nicaragua N9622) aisladas de casos de DH y DC respectivamente, 
las cuales mostraron diferencias significativas en la cantidad de antígeno viral 
expresado en la línea celular HepG2. Lo mismo fue reportado por Morier et al. 
(2000) y Camacho et al (1999) con aislados del mismo serotipo de diferentes 
países.  
 
La línea celular C6/36 derivada del mosquito Aedes albopictus es la más 
utilizada para replicación in vitro de virus del dengue y demás miembros del 
género flavivirus.  Esto por su alta sensibilidad a la infección y la formación de 
efecto citopático que permite presumir la presencia del virus cuando se intenta 
0aislar del suero de un paciente (Igarachi1978). Cada una de las cepas 
comparadas en este estudio contó con múltiples pases en esta línea celular.  
Cuando monocapas  se infectaron con la cepa colombiana el título viral en el 
sobrenadante del cultivo fue hasta 30 veces menor que las infectadas con el 
virus asiático (Tabla 1) y el efecto citopático no fue visible (Figura 1). Es 
frecuente observar diferencias en la capacidad de cepas de VDEN-3 para 
formar sincitios con virus  aislados de Santander y que vienen circulando desde 
2001 (Sergio Gómez, Laboratorio de Arbovirus, CINTROP. Comunicación 
personal). 
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Las causas que expliquen las  diferencias de replicación in vitro entre cepas de 
VDEN aún no están claramente identificadas. Diamond et al. (2000) 
demostraron que aislados de VDEN-2 variaron en su capacidad de infectar in 
vitro el mismo tipo de célula y esta característica se correlacionó con la 
acumulación de cadenas negativas de ARN viral. Cepas con altos niveles de 
estas cadenas produjeron mayor concentración de antígeno viral y secretaron 
más virus infeccioso. La mayor capacidad de replicación in vitro se correlaciona  
con la habilidad del virus para infectar y diseminarse en mosquitos.  Las cepas 
de VDEN-2 más infecciosas que se han identificado han sido las asiáticas o del 
genotipo III incluyendo las que circulan en Venezuela (Armstrong & Rico-Hesse 
2003). No hay información documentada sobre diferencias de replicación in 
vitro de cepas de VDEN-3. 
 
Los virus dengue poseen diferentes proteínas con propiedades antigénicas, es 
decir, que inducen respuesta de anticuerpos lo cual constituye un mecanismo 
de defensa contra la infección por parte del infectado (Kurane et al.1990).  Las 
cepas de un mismo serotipo pueden variar en número y conformación de 
determinantes antigénicos de una proteína lo cual se refleja en diferente 
magnitud de neutralización por suero de individuos que han sufrido dengue. En 
este estudio, la cepa colombiana de VDEN-3 fue más susceptible que la 
asiática a la neutralización por suero humano de un paciente con infección 
primaria por el mismo serotipo o aún por suero de un individuo sin 
antecedentes de infección por el virus  (Tabla 2) sugiriendo que las cepas son 
antigénicamente diferentes. Esas diferencias de susceptibilidad a la 
neutralización se han  reportado con cepas de VDEN-2, sueros que contenían 
anticuerpos anti VDEN-1 neutralizaron más eficientemente cepas  del genotipo 
americano que del asiático. Los autores concluyeron que por esta propiedad el 
VDEN-2 asiático escaparía a la neutralización cruzada por los anticuerpos 
contra el otro serotipo haciéndolo más virulento. Al contrario sucedería con la 
cepa americana y esto podría explicar la ausencia de DH en Perú cuando este 
genotipo del DEN-2 circuló simultáneamente con el DEN-1 (Kochel et al. 2002).  
Como resultado, se ha propuesto que la envoltura del VDEN-2 americano 
podría ser muy similar a la del VDEN-1 y la estructura de la misma sería 
diferente en el virus asiático (Halstead et al. 2003). 
 
Como se esperaba, el virus colombiano resultó del mismo subtipo genético que 
el de Sri-Lanka y lo mismo ha sido reportado con otras cepas de VDEN-3 
aisladas en Santander entre 2000-2004 (Ocazionez et al. 2006). En este 
estudio no se evidenciaron diferencias genéticas entre las cepas  usando la 
técnica de la  RSS-PCR (Figura 3), es decir, no se visualizaron fragmentos 
adicionales en la colombiana que resultara en un patrón electroforético distinto. 
Por lo tanto no se pudo correlacionar diferencias genéticas con diferencias 
biológicas y antigénicas.  Lo mismo reportaron Balmaseda et al. (1999) quienes 
usaron  la RSS-PCR para analizar VDEN-3 aislados en Nicaragua en 1988. No 
obstante, lo contrario observaron con cepas de VDEN-2 del mismo país, que 
resultaron con fragmentos amplificados adicionales a los de la cepa prototipo 
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sugiriendo diferencias genéticas.  El resultado de la RSS-PCR no descarta que 
la cepa colombiana diverja genéticamente de la asiática considerando las 
limitaciones del método, el cual permite comparar una pequeña región del 
genoma comprendida entre los nucleótidos 1131 - 1276 (Harris et al. 1999).  
Cuando secuencias genómicas de aislados en países de América y en Sri-
Lanka de VDEN-3 se han usado para construir árboles filogenéticos las cepas 
se ubican en ramas diferentes sugiriendo diferencias genéticas entre ellas 
(Messer et al. 2003).    
 
La virulencia de cepas de VDEN depende no solamente de sus propiedades 
genéticas y antigénicas sino de otros factores relacionados con el hospedero 
tales como edad, sexo, raza y tipo de respuesta inmune determinada por la 
genética individual (Halstead et al. 2006). Los casos más severos son 
individuos que se infectan secuencialmente con serotipos del virus diferente a 
intervalo de 10 años o más (Guzmán et al. 2002).  Esto porque anticuerpos de 
infecciones pasadas sirven de puente para la entrada del nuevo virus 
produciendo la infección de un mayor número de células y como consecuencia 
liberación de sustancias que incrementan la permeabilidad vascular (Halstead 
1970). Debido a que en Santander circulan desde inicio de los años 80 los 
serotipos 1,2 y 4, un alto porcentaje de pobladores portan anticuerpos contra el 
dengue. Por lo tanto, se esperaba un número significativo de casos severos por 
infección secundaria por VDEN-3, es decir, quienes habían sufrido dengue 
previamente por otro serotipo. No ocurrió así, la mayoría fueron individuos que 
se infectaron  por primera vez y el 83% sufrieron DC (Ocazionez et al. 2006).  
Este hallazgo sugiere que la carga inmune contra los otros serotipos podría 
contribuir a la protección contra dengue severo por VDEN-3. Esto porque 
anticuerpos contra los otros serotipos podrán neutralizar el virus impidiendo su 
replicación. Aunque en este estudio no se incluyeron sueros con anticuerpos 
para serotipos diferentes al VDEN-3, la mayor susceptibilidad a neutralización 
por suero de inmune o no inmune a dengue de la cepa colombiana del estudio 
comparada con la asiática podría presumir alta susceptibilidad de virus de 
Santander a neutralización por anticuerpos contra los serotipos uno, dos o 
cuatro. Si es así, se podría explicar en parte la alta frecuencia de infecciones 
primarias en Santander luego de la reaparición del VDEN-3.  
 
Los hallazgos de este estudio confirman que cepas del mismo serotipo del 
VDEN varían en sus propiedades biológicas y antigénicas, las cuales  pueden 
determinar la capacidad virulenta. El conocimiento de estas características en 
otras cepas es de gran utilidad para identificar el potencial virulento de los virus  
que expliquen los cambios en la severidad de las epidemias de dengue y por 
qué algunos individuos desarrollan formas severas y otros no. Por lo tanto, es 
necesario analizar un mayor número de aislados y de los otros serotipos para 
llegar a conclusiones más cercanas al comportamiento de los virus en la 
naturaleza y en particular en Colombia. 
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6. CONCLUSIONES 
 
La cepa colombiana del VDEN-3 aislada en Santander en el  2002 (2002-271) 
resultó con menos capacidad para replicarse en células de mosquito que una 
cepa del mismo serotipo aislada en Sri-Lanka en 1990 (SK 698) y al parecer 
posee determinantes antigénicos diferentes. Ambas cepas resultaron del 
mismo tipo genético (Subtipo C / RSS-PCR) y diferencia genética no fue 
evidente por el método utilizado. 
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