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Resumen

Los anticuerpos son glicoproteinas, componentes moleculares y humorales del
sistema inmune, que tienen la capacidad de reconocer y bloquear virus, bacterias,
parasitos u hongos. Los anticuerpos monoclonales, los cuales son producidos por los
linfocitos B, han producido una revolucion en el diagnéstico y tratamiento de
numerosas enfermedades como es el caso del Dengue.

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por vectores de mayor
importancia en el mundo. Debido a que no existe vacuna hasta el momento, el
diagnéstico temprano y especifico es la Unica herramienta para brindar un tratamiento
rapido y oportuno al paciente. La proteina no estructural 1 (NS1) del virus del Dengue
es un obijetivo util para el diagnéstico de la infeccion ya que circula abundante mente
por la sangre durante la fase aguda tanto en infecciones primarias como secundarias.
Otras alternativas de pruebas confirmativas son el aislamiento viral, la deteccion de
antigenos o de secuencias genomicas virales en muestras de suero o las técnicas

serologicas.

Abstract

Antibodies are glycoproteins, molecular and humoral components of the
immune system, which have the capacity to recognize and block viruses, bacterias,
parasites or fungis. Monoclonal antibodies, which are produced by B lymphocytes,
have produced a revolution in the diagnosis and treatment of numerous diseases such
as Dengue.

Dengue is the most important vector-borne viral disease in the world. Since
there is no vaccine so far, early and specific diagnosis is the only tool to provide prompt
and timely treatment to the patient. The non-structural protein 1 (NS1) of the Dengue
virus is a useful target for the diagnosis of the infection since it circulates abundantly
in the blood during the acute phase in both primary and secondary infections. Other
alternative confirmatory tests include viral isolation, detection of antigens or viral

genomic sequences in serum samples, or serological techniques.



1. Objetivo

El objetivo de este trabajo es una revision bibliografica sobre la utilizacion de
los anticuerpos monoclonales en investigacion clinica en relacion al diagnéstico de

enfermedades infecciosas causadas por virus como es el caso del Dengue.

2. Introduccidn

2.1Anticuerpos

Los anticuerpos (Abs) son
glicoproteinas pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig)
gue son secretadas por las células B
para identificar y neutralizar organismos
extrafos 0 antigenos. Los anticuerpos

comprenden dos cadenas pesadas y dos

ligeras y se agrupan en diferentes

Figura 1: Estructura del anticuerpo

isotipos dependiendo del tipo de cadena
pesada que contengan. (Buss et al., 2012)

Los anticuerpos monoclonales terapéuticos son tipicamente del isotipo y-
inmunoglobulina (o 1gG) (representacion esquematica en la Figura 1). Las regiones
hipervariables de cada cadena pesada y ligera se combinan para formar el sitio de
unién al antigeno, denominado dominio de union al antigeno del fragmento (Fab),
mientras que el dominio del fragmento cristalizable (Fc) responsable de la funcién
efectora se compone de dos dominios constantes (Buss et al.,2012).

La especificidad de los anticuerpos esta mediada por sus dominios variables y
representada por la region Fab. Los dominios variables se pueden subdividir ademas
en regiones hipervariables (o regiones determinantes de la complementariedad
[CDR]) que se unen al antigeno directamente y regiones marco que sirven como
andamiaje para que la CDR entre en contacto con el antigeno.

Aunque la respuesta inmunitaria a un antigeno es de naturaleza policlonal, en
1975 se describio la produccién in vitro de anticuerpos murinos a partir de hibridomas
(Kohler et al.,1975). Los anticuerpos monoclonales se descubrieron en la primera

mitad de los afios setenta por Milstein y Kohler, que estaban investigando los



mecanismos moleculares de la generacion de diversidad de los anticuerpos y
necesitaban producir una célula B inmortal con especificidad conocida, para asi poder
analizar las mutaciones de los genes de las Ig. Para conseguir esta célula inmortal
fusionaron una linea de células de mieloma murino con células de bazo de un animal
inmunizado. Pudieron seleccionar solamente las células hibridas y los clones con
especificidad conocida.

Este trabajo tuvo una gran transcendencia ya que por primera vez se pudo
disponer de cantidad ilimitadas de anticuerpos con especificidad conocida.

Las células tumorales de mieloma de raton procedian todas ellas de una linea
creada por Michael Potter en los afios sesenta denominada MOPC21, deficitarias en
enzimas clave para la sintesis de oligonucleétidos por la via de rescate. El agente
fusionante inicial era el virus Sendai, pero pronto se sustituyo por polietilenglicol. Las
células B provenian de ganglios linfaticos o del bazo de ratones inmunizados repetida
y eficazmente con el antigeno deseado. Estas células se cultivaban con las de
mieloma y el agente fusionante en un medio de cultivo de composicion especial (HAT)
gue no permite la supervivencia de las de mieloma no hibridadas los linfocitos B no
fusionados morian también y quedaban las células fusionadas. La especificidad se
analizaba en los sobrenadantes de los pocillos de las placas de cultivo, seleccionando
so6lo los deseados vy al final se llevaba a cabo la clonacion por dilucion limite u otros
medios (Galfré et al.,1981). Los hibridomas creados pueden conservarse
indefinidamente en dimetil sulféxido y los anticuerpos monoclonales se purifican a
partir de los sobrenadantes.

El primer uso en terapia humana fue en 1982 para el tratamiento de un linfoma
(Miller et al.,1982). Pronto se vio que el uso de monoclonales murinos arrastraba el
problema de la tolerancia con produccion de anticuerpos humanos antimurinos que
disminuian su eficacia. Para solventar estas dificultades se exploraron diversas
alternativas, de las que las mas importantes son la quimerizacion y la humanizacion.
La quimerizacion se desarrollé en 1984 (Morrison et al.,1982). Por quimerizacion se
entiende la produccion de anticuerpos monoclonales en los que solamente la region
variable es de origen murino, y el resto de las cadenas pesadas y ligeras es de origen
humano.

En los anticuerpos humanizados sélo son murinas las regiones hipervariables
de las cadenas ligeras y pesadas. La mitad de los monoclonales utilizados en terapia

humana son quiméricos o humanizados. Otra alternativa son los monoclonales
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humanos que se producen en animales transgénicos portadores de genes de Ig
humanos.

La técnica de hibridomas es de los avances mas importantes en biomedicina,
ya que ha permitido generar grandes cantidades de anticuerpos especificos. Al mismo
tiempo ha permitido estudiar en detalle la estructura molecular de los anticuerpos y su
interaccion con los diversos antigenos. Su principal impacto ha sido como reactivos
de eleccion para purificar antigenos, localizar antigenos en cortes histolégicos
(inmunofluorescencia, inmunohistoquimica) y en células (citometria de flujo), y en la
cuantificacion de antigenos en muestras bioldgicas con fines de investigacion y
diagnéstico (ELISA, Western Blot).

l.l

Figura 2: Quimerizacién y humanizacién de anticuerpos monoclonales
(Villasante.,2020)

Monoclonal murino

B. Monoclonal quimérico en que las regiones variables son de origen murino siendo humano el
resto de las cadenas

C. Monoclonal humanizado: s6lo incluye los segmentos hipervariables de origen murino

D. Monoclonal humano

Por otra parte, han ganado importancia por su potencial terapéutico, ya que
pueden neutralizar especificamente moléculas especificas si se administran en
pacientes con enfermedades autoinmunes o neoplasicas. Sin embargo, son
fuertemente inmunogénicos y los pacientes pueden producir anticuerpos que

neutralizan al terapéutico.



Como se ha dicho anteriormente, una de las posibles aplicaciones de los

anticuerpos monoclonales es la deteccion de antigenos.

2.2 Aplicacion de anticuerpos monoclonales para la deteccion virus Dengue.

Esta revision bibliografica se va a basar en la aplicacion de este tipo de
anticuerpos para la deteccion del virus del Dengue.

El dengue anteriormente denominada fiebre hemorrdgica del dengue y
sindrome de shock por dengue (DHF/DSS), es una de las principales enfermedades
transmitidas por vectores en todo el mundo y mas de 100 millones de personas se
infectan cada afio (Gubler y Meltzer.,1999),(Ganguly et al.,2013).

La fiebre del dengue es una importante enfermedad viral transmitida por
mosquitos de los seres humanos. Durante 2002, mas de 30 paises latinoamericanos
reportaron mas de un millén de casos de dengue (FD) con un gran nimero de dengue
hemorragico (FHD) ( Whitehorn y Farrar., 2010). Se notifican cada vez mas casos de
sindrome de choque por dengue (DSS) y de dengue hemorragico mas grave y
potencialmente letal en nifios que soportan gran parte de la carga de la enfermedad.

El virus del dengue es endémico en al menos 100 paises en todo el mundo y
causa mas casos humanos que cualquier otro virus transmitido por mosquitos. La tasa
de mortalidad por dengue hemorragico en la mayoria de los paises es del 5%,
principalmente entre nifios y adultos jovenes. Causa manifestaciones clinicas como
fiebre, nduseas, vomito, malestar general, dolor corporal generalizado, sangrado de
mucosa, estos son los sintomas que se presentan en la fase febril que dura entre tres
y cinco dias. Posteriormente, la fiebre disminuye, aumenta el hematocrito debido al
incremento de la permeabilidad vascular con la consecuente extravasacion de los
liquidos, y también se presenta una marcada y progresiva leucopenia y
trombocitopenia, lo que da lugar a la fase critica que dure entre 24 y 48 horas.
Finalmente, si logra pasar la fase critica llega la fase de recuperacién en la que se
produce una reabsorcién de liquidos extravasculares, mejora el estado general,
disminuyen los sintomas gastrointestinales, se normaliza el hematocrito y el recuento
de leucocitos acompafiado con el recuento de plaquetas.

Tiene cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2,DENV-3 y DENV-4), que son
antigénicamente distintos (Calisher et al., 1989 , Ganguly et al., 2013. Es un virus de

ARN que pertenece a la familia Elaviviridae y al género Flavivirus.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415001408?via%3Dihub#bib0090
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415001408?via=ihub#bib0020
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415001408?via=ihub#bib0080

El ciclo replicativo del virus dengue se inicia cuando un mosquito infectado pica
a un huésped susceptible y le transfiere particulas virales infecciosas. Inicialmente, las
particulas virales son capturadas por las células dendriticas intradérmicas (células de
Langerhans) que se movilizan hacia los ganglios linfaticos locales (mientras el virus
se replica) para realizar la presentacion antigénica a los linfocitos T; simultdneamente,
el virus infecta a otras células blanco de los ganglios, como los macréfagos y los
linfocitos T.

Figura 3:Ciclo replicativo del Dengue

(Ruiz et al.,2012)

Unién del virus a receptores presentes en la membrana plasmatica.
Endocitosis mediada por clatrinas.

Fusién de la membrana endosomal con la envoltura viral.
Traduccién de proteinas.

Replicacién del genoma viral.

Ensamblaje de la particula viral inmadura.

Maduracién de la particula viral.
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Liberacion por gemacion de las particulas virales maduras.

La proteina no estructural (NS) 1 del virus del dengue es una glicoproteina de
46-50 kDa que se expresa en células de mamifero infectados, tiene isoformas
polimorficas (mondmero, dimero, hexamero y oligobmero. (Alcon et al., 2002 , Flamand
etal., 1999).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415002190?via%3Dihub#bib0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415002190?via%3Dihub#bib0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415002190?via%3Dihub#bib0070

Las 7 proteinas NS son proteinas intracelulares a excepcion de la proteina NS1
del dengue, que existe como proteina secretada y asociada a la membrana. Se sabe
que la proteina NS1 es producida durante la replicacion viral. Posee determinantes no
solo especificos de grupo sino también especificos de tipo y ha sido reconocido como
un antigeno importante en la infeccion por dengue (Young et al., 2000 ), (Falconar y
Young, 1990)

Cada isoforma tiene un papel importante en el ciclo de vida viral. Tras la
traduccion del genoma del ARN viral dentro de las células de mamiferos infectadas,
NS1 se sintetiza primero como un monémero soluble que se dimeriza rapidamente
después de la modificacién postraduccional en la luz del reticulo endoplasmico (ER) y
posteriormente se expresa como una proteina anfipatica asociada a la membrana.
Luego, los dimeros NS1 se transportan al complejo de Golgi y se ensamblan en
hexameros y se secretan en espacio extracelular como particulas de lipoproteinas
(Muller, Winkler et al., 1989). La NS1 hexamera secretada se utiliza para el diagnostico
del dengue y se detecta en concentraciones de hasta 50 pg/ml en el suero de
pacientes con dengue durante la fase febril de su enfermedad.

La funcion precisa de la proteina NS1 del dengue sigue sin estar clara. Sin
embargo, la deteccion de antigenos de dengue no estructurales puede ser beneficiosa
para un diagnostico rapido de infeccidn en etapa temprana debido a su larga vida
media en la sangre.

Hay otras proteinas estructurales, pero una de las mas importantes en la
proteina de la envoltura E, la cual tiene un peso molecular de 50kDa y se distribuye
por la superficie del virus formando complejos homodiméricos de tipo cabeza-cola.
Posee tres dominios I, Il y lll. Los dominios | y Il son determinantes para las
interacciones entre el virus y los receptores de las células vulnerables a las que
infecta. Por otro lado, esta glucoproteina es el principal inmundgeno del virus el cual
estimula la respuesta inmune del individuo e induce la produccion de anticuerpos
especificos contra esa infeccion.

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de reactivos de diagndstico,
profilacticos y terapéuticos para controlar la FHD. Los métodos comunmente utilizados
para diagnosticar el dengue incluyen diagnostico molecular dirigido al ARN viral,
inmunodiagnostico dirigido a anticuerpos especificos contra el DENV y antigenos

virales. Para superar las limitaciones de los anticuerpos terapéuticos y mejorar su


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415001408?via=ihub#bib0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415001408?via=ihub#bib0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415001408?via=ihub#bib0055
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093415002190?via%3Dihub#bib0180

eficacia, se han ideado y aplicado varios enfoques de ingenieria y modificacion al
formato molecular de inmunoglobulina convencional.

Podria decirse que el mas destacado de estos enfoques son los formatos de
anticuerpo biespecifico (bsAb). Las ideas basicas detras de estos formatos son
bastante sencillas: para bsAb, la participacion simultanea de dos objetivos diferentes
por una sola molécula similar a un anticuerpo puede tener efectos terapéuticos
sinérgicos o emergentes (Shim H.,2020). Los anticuerpos monoclonales biespecificos
tienen muchas aplicaciones en el area de la inmunodeteccién y se han explotado
previamente para la administracion dirigida de farmacos, el desarrollo de vacunasy la
terapia génica (Khan et al., 2011, Khan et al., 2012 , Malabadi et al., 2012 , Sun Woo
etal., 2013).

3. Material y métodos

Con el paso de los afios se han ido usando y desarrollando diferentes técnicas
diagnosticas, que abarcan desde técnicas celulares hasta las moleculares pasando
por las inmunolégicas que son las mas comunes. Las técnicas de diagnostico se
pueden clasificar en directas si lo que se identifica es una particula viral completa o
una proteina que actie como antigeno; o indirecta si se identifica la respuesta inmune

gue provoca la infeccidn por un virus, es decir, la presencia de anticuerpos especificos.

3.1.Aislamiento del virus

El aislamiento del virus fue el primer método tradicional de diagndstico usado
para detectar la infeccion por DENV. Para esto, las muestras clinicas tomadas de los
pacientes se cultivan en una variedad de lineas celulares de mosquito o de mamifero
0 en mosquitos vivos (Shu et al.,2004), (Guzman et Kouri.,1996). Las muestras de
sangre tomadas de pacientes infectados que experimentan una enfermedad febril
hasta 5 dias después del inicio de la enfermedad dan los resultados mas exitosos. Sin
embargo, el aislamiento del virus de pacientes con infeccidbn secundaria se ve
dificultado por la rapida produccién anamnésica de anticuerpos de reaccion cruzada
al principio de la fase aguda de la enfermedad que forman complejos inmunitarios con
el virus circulante (Teles et al., 2005). Aunque la deteccion de DENV por aislamiento
del virus es definitiva, no es particularmente practica, ya que el aislamiento puede

tardar dias o semanas en realizarse (Lanciotti et al.,1992).
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Como hemos comentado anteriormente, la inoculacién del virus se puede
realizar en distintos tipos de células, pero unas en concreto tienen mejores resultados
en cuanto a la replicacion viral. Las lineas celulares de mosquito son las que més se
utilizan para aislar todos los serotipos del DENV. Proceden de larvas de Aedes
albopictus, Aedes pseudosctellaris, y Toxorynchites amboinensis. Estas lineas son
mas sensibles a la replicacion viral que las de origen mamifero como también son mas
faciles de cultivar y mas susceptibles a la formacion de efecto citopatico de tipo sincitio
o células gigantescas multinucleadas. (Guzman et Kouri.,2004), (Chappel et al.,1971).

Figura 4:Efecto citopético producido por el virus Dengue en células C5/36HT.

(Ruiz et al.,2012)

11



En la figura 4 se puede observar el efecto citopatico producido por el virus Dengue en células
C5/36HT. Cada imagen equivale a una cepa con un serotipo del virus en células de mosquito a los ocho
dias de infeccion.

e Enlaimagen A se representa DENV-1. Se observa un efecto citopético caracterizado por la

agrupacion de células.

e En la imagen B se representa DENV-2. Se observa como efecto citopatico un sincitio

caracteristico.

e En la imagen C se representa DENV-3. Se observa la agrupacion y un ligero cambio de la

morfologia celular.

e Enlaimagen D se representa DENV-4. Se observa la formacion de un sincitio.

e Enlaimagen E se representa un control sin virus dengue.

Por otro lado, las lineas celulares de mamiferos que se utilizan para el
aislamiento del virus dengue son las células LLCMK2 (células epiteliales de rifidén de
mono Rhesus Macaca mulatta), VERO (células epiteliales renales del mono verde
africano) y BHK21 (fibroblastos de rifion de hamster). De estas lineas, la mas sensible
es LLCMK2.

Sin embargo, la sensibilidad de las lineas de mamifero puede variar dependiendo del
serotipo o de la cepa infectante.

En general, todas estas lineas celulares requieren de un periodo de tiempo
mayor que las células de mosquito y de varios pases ciegos para obtener titulos virales
altos. Adicionalmente, la visualizacion del efecto citopatico también depende del
serotipo viral y del tipo de célulay, en algunos casos, a pesar de que las células estan

infectadas, no se observa dicho efecto.

12



Figura 5:Células VERO infectadas con Dengue

(Ruiz et al.,2012)

En lafigura 5 se puede observar las células Vero las cuales han sido infectadas con el virus del Dengue.

En cada imagen aparece cada uno de los cuatro serotipos virales a los siete dias de infeccion.

En la imagen A se representa DENV-1. Se observan células ovaladas respecto al control.
En la imagen B se representa DENV-2. Se observa un alargamiento de las células.

En la imagen C se representa DENV-3. Se observa un alargamiento de las células.

En la imagen D se representa DENV-4. Se observan células redondeadas.

En la imagen E se presentan las células sin virus, por lo tanto, se usa como control.

3.2.Pruebas moleculares

Los métodos basados en la PCR proporcionan un diagndstico en el mismo dia

o al dia siguiente durante la fase aguda de la enfermedad. Posteriormente se modifico

a un ensayo RT-PCR que se adopté en todo el mundo. Una gran ventaja de esta

técnica es que el ARN viral se puede detectar desde el inicio de la enfermedad y es
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sensible, especifico, rapido, menos complicado que el método de aislamiento viral
citado anteriormente.

La técnica de RT-PCR permite la deteccion del agente de forma directa en

muestras de suero, células infectadas, sobrenadantes celulares, asi como en
muestras de tejidos frescas e incluidas en parafina por FDH. A su vez ha permitido
determinar la presencia de infecciones concurrentes por 2 serotipos.
Ademas de su utilidad como un método de diagndstico rapido, también ha sido
empleado en el estudio genémico de cepas de dengue, lo que permite por medio del
andlisis mediante enzimas de restriccidn o secuenciacion nucleotidica la clasificacion
de las cepas en genotipos.

Mediante la utilizacién de la PCR y la secuenciacion nucleotidica se pudo
determinar el genotipo de las cepas de dengue 1y 2, aisladas en los brotes ocurridos
en Cuba en los afios 1977, 1981 y 1997; asi como el posible origen geografico de la
cepa de dengue 3 que se reintrodujo en la region de las Américas en 1994. (Guzman
et al.,1965).

Por ultimo, la combinacion de ambas metodologias permitio confirmar el
genotipo de la cepa de dengue 2 causante de la epidemia de FHD de 1981, a partir
del estudio en muestras de higado embebidas en parafina que habian sido guardadas
por mas de 16 afos.

También es importante destacar que gracias a esta técnica se puede cuantificar
con un marcador de severidad de la enfermedad, de manera que se puede cuantificar
el ADNc viral. Algunos autores como Laue y otros aplicaron un protocolo para medir
la cantidad de ADNc durante el proceso de amplificacion que permitia medir la
cantidad de ADN a la vez que se iba amplificando. (Shu et al.,2000)

A pesar de todas las ventajas y posibles aplicaciones de este tipo de técnica
cabe destacar que el virus del Dengue afecta principalmente a regiones tropicales y
subtropicales como paises como sudeste asiatico, las islas del Pacifico Occidental,

América Latina y Africa.
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Figura 6:Distribucion del Dengue en el mundo en el afio 2000.

Wikipedia contributors. (s/f). Archivo:Distribucién dengue 2000.png. Wikipedia, The Free Encyclopedia.
(https://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Distribuci%C3%B3n_dengue_2000.png)

Debido a las zonas concretas en las que este virus esta presente el uso de la
técnica RT-PCR esta impedido o es muy complicado puesto que el ARN viral se ve
afectado por las fluctuaciones de temperatura y retrasos durante el transporte al
laboratorio, las instalaciones para RT-PCR son limitadas ya que se necesita un equipo
especializado y personal capacitado para realizar el analisis.

Entonces, este método no es siempre una opcion en entornos remotos de

escasos recursos economicos en donde el dengue es endémico.

3.3.Pruebas inmunologicas

Un importante campo de deteccion para este virus son las técnicas
inmunoldgicas las cuales permiten la deteccion de anticuerpos o de antigenos
presentes en el suero de un paciente infectado. Por lo tanto, estas técnicas se basan
en reacciones antigeno-anticuerpo mediante la formacion de un inmunocomplejo, las
cuales se pueden evidenciar por métodos de precipitacion, aglutinacion, fluorescencia,
actividad enzimatica etc. Para evitar falsos positivos 0 negativos la OMS recomienda

el uso de sueros pareados, es decir, tomar una muestra de suero en la fase aguda y
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otra muestra en la fase convaleciente. Dado que el suero en la fase aguda puede ser
negativo para IgM y positivo cuando esta en la fase convaleciente.

La infeccién por dengue en un huésped no inmune previamente produce una
respuesta primaria de anticuerpos caracterizada por una respuesta de anticuerpos
lenta y de baja cantidad. El anticuerpo IgM es el primer isotipo de inmunoglobulina que
aparece. La IgG anti-dengue aparece en un nivel bajo al final de la primera semana
del inicio de la enfermedad y aumenta lentamente. Por el contrario, durante una
infeccién secundaria (infeccién por dengue en un huésped previamente inmune al
dengue), los niveles de anticuerpos aumentan extremadamente rapido. Los altos
niveles de 1gG son detectables incluso en la fase aguda y aumentan drasticamente
durante las siguientes dos semanas (Innis et al.,1989).

La prueba de la hemaglutinacion (Clarke et al.,1958), es una técnica que
permite la deteccion del virus por la capacidad que tienen algunas de sus proteinas
de envoltura para aglutinar eritrocitos de una especie animal determinada o de un
humano. Sin embargo, existe otra variante que es la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacion en la que se detectan anticuerpos especificos dirigidos contra el virus
gue evitan la aglutinacion de los globulos rojos en presencia del virus. Para ello, el
suero del paciente en donde se intuye que hay anticuerpos especificos se pone en
contacto con el virus y posteriormente se agregan globulos rojos. Si en el suero hay
anticuerpos que reconocen al virus, se uniran a este y se inhibira la hemaglutinacion.

Esta técnica fue propuesta en 1958 por Clake y Casals.
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Figura 7:Técnica de inhibicién de la hemaglutinacién para el diagndstico de dengue.

(Ruiz et al.,2012)

Este ha sido el ensayo serolégico mas utilizado para el diagndstico del dengue.
De hecho, la Organizacion Mundial de la Salud ha desarrollado pautas para ayudar
en la interpretacion de los titulos de anticuerpos contra el virus del dengue obtenidos
con la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion.

La inhibicion de la hemaglutinacién es un método sensible (97,5%) para la
deteccion de anticuerpos y especifico (98,7%) contra el virus del dengue, y es
especialmente util para identificar IgM en infecciones primarias tanto en la fase aguda
de la enfermedad como en la fase de convalecencia. Debido a las facilidades técnicas
y el poco consumo de tiempo muchos laboratorios lo siguen utilizando como principal
herramienta de diagnéstico. (Baumgarten et al.,1980), (Anantapreecha et al.,2007).

Hasta hace unas décadas, la inhibicién de la hemaglutinacion se utilizaba de
rutina para evaluar las muestras de pacientes sospechosos de infeccién por el virus
dengue. A las muestras con resultado sugestivo de infeccion por dengue se les
realizaba la técnica de fijacion del complemento para confirmar el diagnéstico, ya que
tanto la sensibilidad como la especificidad de estas pruebas pueden ser comparables.
(Cornesky et al.,1972), (Khai-Ming et al.,1958), (Veseniak-Hirian et al.,1969).
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La fijacion del complemento permite la deteccion de anticuerpos especificos
contra el virus. Esta técnica se realiza en dos pasos: el primero se mezcla el suero del
paciente sospechoso de tener anticuerpos contra el virus, de manera que genera un
inmunocomplejo, y en la segunda se adiciona el complemento que es una hemolisina
depende de complemento y glébulos rojos. Si en la primera etapa se formaron
inmunocomplejos, en la segunda el complejo se fijar4 a éstos y no se producird lisis
de los glébulos rojos. Por el contrario, si no hay formacion de complejos antigeno-
anticuerpo, no se fijard el complemento y la hemolisina inducira la lisis de glébulos

rojos. (Baumgarten.,1980), (James.,1990).
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Figura 8:Técnica fijacion del complemento para diagnéstico de dengue

(Ruiz et al.,2012)

Sin embargo, existe una amplia reactividad cruzada en infecciones secundarias
con virus dengue o en infecciones por otros arbovirus, incluyendo aquellos para los
cuales se pueden generar anticuerpos después de la vacunacion como es el caso del
virus de la fiebre amarilla (Yamada et al.,2003), por lo tanto, se reduce su efectividad
en el diagnéstico y ha sido reemplazada por otras técnicas como el ensayo

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).
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3.4.Técnica de ELISA

ELISA es el método de deteccion lider en laboratorios clinicos de todo el mundo
para la deteccidon de biomarcadores asociados a enfermedades. Los kits comerciales
de ELISA estan facilmente disponibles para diagnosticar una variedad de condiciones
patoldgicas, incluidos los trastornos neuroldgicos, el cancer y las enfermedades
inflamatorias. Pueden detectar los ligeros cambios en la expresion de varios
biomarcadores asociados a la enfermedad, incluidos beta-amiloide (Bruggink et
al.,2013) y proteina tau (Harrington et al.,1990) para el diagnéstico de Alzheimer y
BLTA, CD137, CTLA-4 y TNFRSF14 para el diagnéstico de cancer.

El principio bésico de ELISA se deriva del sistema inmunolégico natural del
cuerpo y se basa en las interacciones entre los anticuerpos producidos por el sistema
inmunolégico y los antigenos de la enfermedad (Darwish.,2006). ELISA fue
introducido por primera vez como un radioinmunoensayo (RIA) por Hoffman et al. en
1973 y ha evolucionado desde entonces.

Un ELISA tradicional se lleva a cabo en un soporte de plastico sélido llamado
placa ELISA, donde se emplean anticuerpos para capturar antigenos y luego se usa
un sustrato para generar una sefial medible con la ayuda de una enzima. La intensidad
de la sefial generada es proporcional a la concentracion del antigeno (Engvall et
al.,1971). Por lo tanto, ELISA se puede utilizar para determinar tanto la presencia del
antigeno como su concentracion. Esto es posible gracias a la adicion paso a paso de
componentes de ELISA a la placa de ensayo seguida de un periodo de incubacion.
Los componentes principales de ELISA son el anticuerpo primario, el anticuerpo
secundario, el anticuerpo conjugado con enzima, el antigeno y el sustrato. Se utilizan
varios tampones durante ELISA para la dilucién de los componentes, el lavado del
exceso de productos quimicos, el bloqueo de las vacantes en la placa y la detencion
de la reaccion del sustrato.

A lo largo de los afios, se desarrollaron diferentes tipos de ELISA para mejorar
la especificidad, reducir el ruido de fondo y mejorar la sensibilidad del ensayo. Estos
métodos se pueden clasificar en cinco tipos principales: ELISA directo, indirecto,
sandwich, competitivo y basado en nanoparticulas. Todos los tipos de ELISA siguen
el mismo principio basico de union de antigenos con anticuerpos, pero difieren en el
orden y el nimero de pasos. En general, un ensayo ELISA se puede dividir en los

siguientes pasos:
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Recubrimiento de proteinas en la placa ELISA.

Bloqueo de los sitios de unién libres de la placa.

Union de anticuerpos con antigenos.

Lavado de la placa para eliminar el exceso de reactivos.

Unién del anticuerpo conjugado con enzima con el antigeno o anticuerpo.
Adicion de sustrato.

Adicién de reactivo de parada para detener la reaccién del sustrato.

© N o Ok~ wDdhPE

Por ultimo, medicion de la sefial.

Las sefiales obtenidas se pueden analizar para calcular el limite de deteccion,
la cual es la minima cantidad o concentracion de sustancia que puede ser detectada,
y la sensibilidad del ensayo (Danielak et al.,2020). Segun el tipo de anticuerpo y
antigeno utilizado en el ensayo ELISA, las concentraciones de las proteinas, los
tiempos de incubaciéon y la composicion de los tampones se pueden optimizar para

lograr una alta sensibilidad del ensayo.

3.4.1 Anticuerpos primarios
Los anticuerpos o inmunoglobulinas (lg), como ya sabemos, son proteinas

producidas por el sistema inmunitario para identificar y neutralizar moléculas extrafias.
Los anticuerpos son proteinas en forma de Y con dos regiones fragmentadas de union
a antigeno (Fab) que interactian especificamente con los antigenos y un brazo de
fragmento cristalino (Fc) que interactia con otras moléculas (como los glébulos
blancos) del sistema inmunitario.

Cada antigeno tiene un anticuerpo complementario con una afinidad fuerte y
especifica hacia su antigeno (Cruse et al.,1999). El ensayo ELISA aprovecha esta
especificidad y se desarrolla como uno de los métodos de prueba mas especificos
disponibles para el diagndstico clinico de condiciones patolégicas.

Los anticuerpos tienen varios isotipos, como IgG, IgM, IgE, IgD e IgA, que son
diferentes entre si en términos de la respuesta inmunitaria que generan y las partes
del cuerpo en las que se pueden encontrar (French.,1986). Cualquiera de los isotipos
puede emplearse en ELISA, pero requiere tiempos y concentraciones de incubacion
optimizados. IgG es el anticuerpo mas abundante con una estructura relativamente
simple y se elige como el anticuerpo de muestra para los protocolos ELISA (Janeway
et al.,2001).

[s[€]
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lgG es el anticuerpo mas abundante en el torrente sanguineo y tiene una
excelente especificidad hacia los antigenos. Por lo tanto, es la primera opcion de
anticuerpo en las pruebas inmunoldgicas. IgG tiene cuatro subclases: 1gG1, IgG2,
IgG3 e IgG4. Las subclases tienen una estructura ligeramente diferente y algunas
subclases son mas abundantes que otras. IgG se retiene en el torrente sanguineo
durante un tiempo prolongado después de la infeccion. La deteccion de IgG en fluidos

corporales indica vacunacion o infeccion previa.

IgM

IgM es el anticuerpo mas grande en tamafio. Es el primer anticuerpo que se
produce cuando ocurre una infeccion. La IgG sustituye gradualmente a la IgM para
lograr una respuesta inmunitaria mas eficaz a medida que avanza la enfermedad. El
porcentaje relativo de IgG e IgM en la sangre se puede traducir para determinar la
etapa y el tipo de infeccién. El gran tamafio de IgM contribuye a la dificultad de
movimiento. Por lo tanto, se necesita un tiempo de incubacién mas prolongado cuando

se recubre una placa ELISA con IgM (Florent et al.,1990).

lgA

La IgA se produce en partes del cuerpo que estan directamente en contacto
con el ambiente exterior. Por ejemplo, se puede encontrar en las lagrimas, la saliva 'y
la leche materna. IgA evita que patdgenos extrafios entren en los érganos internos.
IgA tiene dos subclases. El nivel de IgA se mide mediante ELISA para la deteccion de

infecciones bacterianas (Sahu et al.,2008).

lgE

La IgE es el anticuerpo menos abundante en el cuerpo, pero produce la
respuesta inflamatoria mas fuerte. La produccion de IgE esta relacionada con
reacciones alérgicas. Se expresa en reacciones como alergias, asma, sinusitis,
alergias alimentarias y contra parasitos. Dado que la concentracion de IgE expresada

es muy alta, no se mide cuantitativamente (He et al.,2017).

3.4.2 Antigenos
El antigeno, también denominado generador de anticuerpos (Ag), es una

proteina producida por un patégeno extrafio, y su presencia en el cuerpo inducira la

respuesta inmunitaria que dard como resultado la generacion de anticuerpos
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(DelLisi.,1976). Las interacciones antigeno-anticuerpo son el factor esencial que
constituye la base de ELISA. Por lo tanto, los anticuerpos y los antigenos deben
elegirse cuidadosamente para que tengan una afinidad fuerte y especifica entre si.
Cada anticuerpo tiene dos fragmentos Fab para su antigeno coincidente, un factor que
debe tenerse en cuenta en los calculos y analisis de ELISA. Los antigenos se
clasifican segun su origen. Pueden ser particulas extrafias o pueden generarse dentro
del cuerpo en respuesta a una infeccion. Algunos ejemplos de antigenos extrafios son
las proteinas o sus fragmentos producidos por virus o bacterias. Por lo general, los

antigenos que se originan en el interior del cuerpo no activan el sistema inmunitario.

3.4.3 Anticuerpos secundarios
Los anticuerpos secundarios se utilizan para la deteccion indirecta del antigeno.

Los anticuerpos secundarios se unen al anticuerpo primario después de la unién del
anticuerpo primario con el antigeno. Los anticuerpos secundarios deben ser
especificos del anticuerpo primario. Se inyecta un anticuerpo primario en un huésped
diferente para obtener un anticuerpo secundario. Por ejemplo, si se usa una IgG de
ratbn como anticuerpo primario, la IgG de ratén se inyecta en otro huésped, como una
cabra, para obtener un anticuerpo secundario especifico para la IgG de raton, y este
anticuerpo se denomina IgG anti-raton de cabra (Steward.,1984). El raton, la cabra, el
conejo y el caballo son huéspedes comunes para la produccion de anticuerpos

secundarios, pero también se pueden usar otros animales.

3.4.4 Anticuerpos conjugados con enzimas
Las enzimas son catalizadores biologicos que aceleran las reacciones

bioquimicas pero que no sufren ningtn cambio por si mismas. El papel de las enzimas
en ELISA es catalizar una reaccién quimica que produce productos fluorescentes,
luminiscentes o absorbentes de UV. Se puede utilizar una variedad de enzimas en
ELISA. La peroxidasa de rabano picante (HRP) y la fosfatasa alcalina (ALP) son las
enzimas mas utilizadas para aplicaciones ELISA (Hosseini et al.,2018). En ELISA, las
enzimas se usan en conjugacion con anticuerpos. Las enzimas y los anticuerpos
pueden conjugarse antes de agregarlos a la placa ELISA o conjugarse en la placa
ELISA.
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3.5 Tipos de ELISA

Elisa directo: El ELISA directo, como su nombre indica, es mas directo, pero
menos especifico que otros tipos de ELISA. En este, un analito de interés se
recubre directamente sobre la placa de ELISA, seguido de la adiciébn de un
anticuerpo conjugado con enzima especifico para el analito recubierto. Luego
se agrega el sustrato que produce una sefial detectable en presencia de una
enzima (Cerda-Kipper et al.,2019). La adicion del tampdn de parada detiene la
reaccion y luego se mide la sefial.
Elisa indirecto: En este tipo de ELISA, se usa un anticuerpo secundario como
conector para conjugar indirectamente el primer anticuerpo con la enzima. Una
ventaja de este método sobre ELISA directo es su mayor sensibilidad. En
ELISA indirecto, solo es necesario biotinilar el anticuerpo secundario.
Elisa sandwich: En sandwich ELISA, el antigeno se intercala entre dos
anticuerpos. El anticuerpo se inmoviliza directamente en la placa ELISA,
denominado anticuerpo de captura, que se une al antigeno. Luego se agrega
el anticuerpo secundario, seguido de la adicion de anticuerpos conjugados con
enzimas o de deteccién (Lequin.,2005). La adicion de sustrato inicia la reaccion,
y el producto formado se analiza midiendo la absorbancia de la sefial, como se
explicé anteriormente. La principal ventaja del ELISA sandwich sobre otros
tipos es la sefal de fondo reducida, la alta sensibilidad y la aplicabilidad para
detectar antigenos en fluidos biologicos. Por ejemplo, los antigenos suelen
estar presentes en otras biomoléculas, como las proteinas séricas. Por lo tanto,
el recubrimiento directo de antigenos en la placa de ELISA podria resultar en
la unién no especifica de proteinas séricas, lo que resultaria en una sefnal de
fondo alta y resultados "falsos positivos" (Drijvers et al.,2017). En ELISA
sandwich, el recubrimiento previo con anticuerpos primarios permite la unién
especifica de antigenos en la placa ELISA y permite la deteccion selectiva de
una molécula de interés en la muestra dada.
Elisa competitivo: En ELISA competitivo, el antigeno de interés compite con un
antigeno de referencia para unirse al anticuerpo. Cualquiera de los tipos de
ELISA explicados anteriormente se puede realizar de forma competitiva. Por
ejemplo, en un ELISA sandwich competitivo, la placa se recubre primero con el
anticuerpo de captura. El antigeno de referencia luego se unira al anticuerpo
de captura, y luego se agregara el antigeno objetivo y el anticuerpo de
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deteccion simultdneamente. Cualquier anticuerpo de deteccién que no esté
conjugado con el antigeno objetivo se inmovilizara en la placa al unirse al
antigeno de referencia. Los antigenos objetivo y sus anticuerpos adheridos se
eliminaran por lavado, y la enzima y el sustrato se agregaran para detectar los
anticuerpos inmovilizados. En este tipo de ELISA, una sefial mas alta indica

una concentracion mas baja del antigeno objetivo.
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Figura 9:Tipos de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA)

(Tabatabaei et al.,2022)
a) ELISA directo, b) ELISA indirecto, ¢) ELISA sandwich y d) ELISA competitivo.

La técnica de ELISA es una de las técnicas mas usadas en los laboratorios
para la deteccion de enfermedades debido a su alta fiabilidad, sin embargo, tienen un
gran problema y es el largo tiempo de espera que es necesario hasta conocer el
resultado. Por ello, y por la baja fiabilidad de los otros métodos de diagndstico se han

desarrollado las llamadas “pruebas rapidas”.

3.6.Pruebas rapidas

Las pruebas rapidas se utilizan para detectar tanto antigeno viral,
especificamente la proteina NS1 del virus dengue, como anticuerpos del paciente, ya
sean IgM o IgG. En 1998, la casa comercial Panbio® (Australia) present6 una prueba

rapida de casete que consiste en un sistema visual en tira reactiva, donde se detectan
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IgM e 1gG, y diferencia presuntivamente una infeccion primaria de una secundaria. A
partir de una reaccion que es revelada por cromatografia 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 accion de anticuerpos anti-IgG o
anti-lgM humana, y posteriormente se adhiere un antigeno viral unido a un anticuerpo
monoclonal antivirus dengue marcado con oro coloidal.

Asi, en un paciente en fase aguda de enfermedad, la presencia de IgG es
caracteristica de una infecciébn secundaria y la presencia de IgM de una infeccion
primaria. Ademas, estas pruebas contienen una linea de control “C” que siempre debe
ser positiva, pues garantiza la calidad de los reactivos del casete e indica que se
adicion6 un volumen suficiente de la muestra. La sensibilidad y la especificidad de
esta prueba es del 99% y del 96%, respectivamente. (Martinez-Vega et al.,2009),
(Sang et al.,1998).

Otros investigadores han propuesto como prueba rapida para el diagnostico de
dengue la deteccidon del antigeno viral NS1, el cual se secreta y participa en la
formacion de inmunocomplejos, y se puede detectar desde el primer dia de aparicion
de los sintomas (Acosta-Bas et Gomez.,2005). La prueba rapida consiste en la
deteccion rapida y temprana del antigeno por inmunocromatografia y también se
detecta la presencia de anticuerpos IgM e IgG contra el virus. La sensibilidad de esta
prueba esta entre 62,4% y 80,7%, y tiene una especificidad entre 89,1% y 100%,

respectivamente (Osorio et al.,2010), (Tricou et al.,2010).
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e A. Prueba negativa, el control es positivo.
e B. Prueba positiva, con deteccién de IgM.
{\ = nf'\ e C. Prueba positiva, con deteccién de IgG.
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aplicacidn @ @ Figura 10:Prueba rapida de casete para el
‘ _ diagnéstico de Dengue.
D/ D D (Ruiz et al.,2012)
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En Colombia, se ha evaluado la utilidad de este tipo de pruebas en varios
estudios (Martinez-Vega et al.,2009), (Osorio et al.,2010), 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. Los
resultados obtenidos en estos estudios indican que la tanto la sensibilidad como la
especificidad de una de las pruebas rapidas para deteccion de IgM (casa comercial
Panbio®) son superiores al 70%, mientras que para otra de las pruebas disponibles
para deteccion de NS1/IgM/IgG (SD BIOLINE®), la sensibilidad es mayor al 80%
cuando se compara contra pruebas de otras casas comerciales. En general, las
pruebas rapidas son Utiles como ayuda diagnéstica.

Tanto las pruebas de ELISA como las pruebas rapidas han tenido un gran auge
en los dltimos afos, debido a sus altos niveles de confiabilidad y, en especial, a la
disminucién del tiempo para la obtencion de los resultados; por estas razones, se hace
pertinente incluir un listado de las pruebas comerciales que se utilizan con mayor

frecuencia.

Prueba Casa comercial sensibilidad (%) | Especificidad %)
Dengue Duo Rapid Strip Test PanBio S0 E&

PanBio Dengue Screening ELISA PanBio oL o4

Pan Bio Dengus Duo ELISA PanBio So-100 028

MEL Diagnostics Dengue Fever Vinus Ight
Capturs ELISA

Pan Bio Rapid Immunochromatographic Test

MRL Dizgnostics

PanBio

9B

100

100

100

Tabla 1:Pruebas inmunolégicas comerciales que se emplean con mayor frecuencia para el
diagnostico de Dengue.

(Ruiz et al.,2012)

4. Resultados y discusion

El deterioro de la infraestructura de la salud publica, los cambios demogréficos,
el crecimiento de la poblacion, las alteraciones ecolégicas como la deforestacion,
cambios climaticos, movimientos internacionales de la poblacion entre unos paises y
otros, asi como el transporte de mercancias, son factores que han influido en la
aparicion de diferentes brotes de enfermedades y virus, entre ellas el dengue (Morse
S.,1991).

En la mayoria de zonas en las que el Dengue es endémico como es el caso de

Colombia, no existe un programa actual de vigilancia para arbovirus y por lo tanto la
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circulacion del virus no es notificada por los organismos gubernamentales, debido
principalmente a un manejo inadecuado de los datos, por lo que no hay una buena
comunicacion respecto a los casos de infeccion.

Por otra parte, el diagndstico definitivo de Dengue involucra desde la deteccion de
anticuerpos, antigenos o ARN viral, hasta el aislamiento viral; sin embargo, como ya
sabemos cada método varia en cuanto a la sensibilidad, la especificidad, los costos y
el tiempo para obtener un resultado final. Por esto, es por lo que los andlisis basados
en la respuesta inmune frente a la infeccién se han convertido en técnicas rutinarias,
debido a la rapida obtencion de los resultados y al bajo costo, sin embargo, dependen
del estado inmunolégico del paciente, de la fase de la enfermedad en la que se toma
la muestra y si se trata de una infeccion primaria o secundaria. También hay que tener
en cuenta los falsos positivos por reacciones cruzadas con virus geneéticamente
relacionados.

Actualmente, la infeccion por el virus del Dengue es muy comun y se han
establecido principalmente las técnicas inmunoldgicas para llevar a cabo su
diagnostico. A pesar de esto, es importante cuestionarse si las técnicas elegidas son
las adecuadas para llevar a un diagnostico acertado ya que como hemos mencionado
anteriormente hay diversos factores que pueden no dar un resultado acertado.

Por esto, creo que lo mejor seria afiadir un segundo método mas sensible y
especifico como son las técnicas moleculares, aunque lamentablemente esto es
complicado que se pueda llevar a cabo en las regiones colombianas, que se
consideran hiperendémicas, por los elevados costos, la falta de disponibilidad y
personal. Una alternativa en dichos casos es la utilizacion de las pruebas rapidas, ya
gue son faciles de almacenar y de procesar, y son muy sensibles y especificas, en
especial cuando se detecta de manera combinada un antigeno viral (proteina NS1) y
los anticuerpos contra el virus (IgM e IgG).

Por otro lado, aunque el aislamiento viral es considerado la técnica mas fiable
a través de la cual se realiza un diagnostico directo, es una técnica que requiere
demasiado tiempo para el diagndstico (varios dias e incluso semanas), ademas de
gue se necesita mucho gasto en infraestructura y altos costos para el mantenimiento
de lineas celulares, como se observa en la tabla 2, por lo que se considera una técnica
poco util para proporcionar diagndéstico rapido y oportuno.

En conclusién, aunque las técnicas inmunolégicas como el ELISA son las mas

accesibles, las de mayor confianza son aquellas que permitan detectar el genoma
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(RT-PCR), los antigenos (pruebas rapidas) o la particula viral completa (aislamiento

viral) como se observa en la figura 11.

Métodos indirectos

Serologia Serologia
IgM IaG

A

@
_ HOE .

Deteccion Comlks NSl st

de NS1 Deteccién Aislamiento
del genoma del virus

ezueyuo)
Accesibilidad

vt

M

IMétodos directos
Figura 11:. Comparacion de las técnicas de diagnéstico directo e indirecto en relacion a su confianza
y accesibilidad

(Ruiz et al.,2012)

A pesar de la gran variedad de técnicas disponibles, no podemos decir que haya una
recomendada para todos los casos, sin embargo, si hay que elegir una que sea
sensible y especifica, como es el caso del uso combinado de pruebas que detecten
antigenos virales junto con anticuerpos especificos tipo IgM para el diagnostico rapido.
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Tipo de método Técnicas Ventajas Desventajas
» Inhibicion de la » Son Utilesparala > El nivel bajo de
hemaglutinacion confirmacion de anticuerpo puede
> Fijacion del infecciones no ser detectado,
complemento agudas en especial la IgM
» ELISA Bajo coste en infecciones
» Pruebas rapidas: Permiten secundarias.
gﬁtﬁ:%ceifgos o i(jriltgz:i?grzar primaria > Requieren sueros
de una secundaria pareados, lo cual
retrasa el
diagnostico.

» Si el paciente

Indirecto tiene una
enfermedad que
interfiera en la
respuesta inmune
dificulta el
diagnostico.

» No son tan
sensibles como las
técnicas que
detectan genoma
0 antigenos.

» Pruebas » Permiten » Requieren de
moleculares: RT- diagndstico infraestructura y
PCR, RT-PCR en temprano, lo cual equipos altamente
tiempo real. favorece un costosos, ademas

» Aislamiento viral: tratamiento rapido de personal con
en cultivos y adecuado. experiencia.

Directo celulares, Tienen ata » No es posible

inoculacién de especificidad, diferenciar  entre
_ tanto para una infeccion
mosquitos, identificar ~ como primaria y
inoculacién en para serotipar. secundaria.
ratones.
» Pruebas
inmunoldgicas.
> Pruebas rapidas: Costo muy bajo. > Faltan  estudios
Combinado deteccién de NS1 Se puede realizar que evallten la

y de anticuerpos

a temperatura

especificidad  de
esta técnica.
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ambiente y no
requiere equipos
especializados.

> Permite diferenciar
entre infeccion
primaria y
secundaria.

» Se puede realizar
desde el primer dia
de los sintomas.
Tabla 2:Ventajas y desventajas de las técnicas empleadas para el diagnéstico de la infeccion por el
virus Dengue.
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