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Aplicaciéon de la técnica de inmunoperoxidasa para la
titulaciéon de cepas del virus Dengue 1

Alicia Aguilarl, Nevis Aminl’, Luis Morierz, Arturo Talaveral, Ela Maria Pérez’.

1 Instituto Finlay. Centro de Investigacion Produccion de Vacunas y Sueros. Ciudad de La Habana, Cuba.

E-mail: aaguilar@finlay.edu.cu

2 Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK). Ciudad de La Habana, Cuba.

La aplicacion de la técnica de inmunoperoxidasa para titular virus Dengue ha permitido eliminar algunas de las
desventajas que presenta, para este mismo fin, la técnica de formacion de placas en cultivos celulares,
catalogada como un método fastidioso debido a los multiples factores que influyen en la formacion de las
placas. En la literatura consultada se reporta la disminucién del tiempo para la obtencion de los resultados como
la principal ventaja de la primera, pero no datos sobre su precision. Teniendo esto en cuenta nos propusimos
aplicar dicha técnica para titular virus Dengue 1. Se siguié el procedimiento descrito para realizar la
inmunoperoxidasa modificando el tiempo de fijacion de las células infectadas de 5, 7 y 10 dias y el bloqueo con
TSF-Tween 20- SAB 1% durante una hora. La dilucion de trabajo para el suero humano utilizado fue de 1/500 y
para el liquido ascitico hiperinmune de raton, contra Dengue 1 fue de 1/100; para los conjugados peroxidasa
anti humano y anti ratén empleados, resultaron Utiles diluciones de 1/100 y 1/200 para el primero y 1/500 y
1/1000 para el segundo. Se evidenciaron los focos de infeccién viral, al 7° y 10° dias, pero no al 5°. Los titulos
virales obtenidos por dos operadores presentaron un Coeficiente de Variacion < 30%. Se seleccioné el 7° dia
para titular el virus, lograndose reducir el tiempo requerido para obtener los resultados con la técnica de placas.

No hubo diferencias significativas entre los titulos virales calculados por ambas técnicas.

Palabras claves: Dengue, inmunoperoxidasa.

Introduccién

El virus Dengue es un flavivirus transmitido por
artrépodos (Arbovirus) del cual existen cuatro serotipos
(1, 2, 3y 4). Las infecciones en humanos por este virus
pueden ser asintomaticas o causar la Fiebre del Dengue
(FD), asi como la Fiebre Hemorragica del Dengue (FHD)/
Sindrome de Choque por Dengue (SCD) e incluso la
muerte de la persona infectada (1).

La técnica de inmunoperoxidasa es un método
inmunoenzimatico que ha permitido definir la respuesta
de anticuerpos contra este virus (2), evidenciar la
presencia del mismo (3) y también ha sido ampliamente
utilizada para titularlo (4,5,6,7). Su aplicacion para este
Gltimo fin ha permitido eliminar algunas de las
desventajas que presenta la técnica de formacion de
placas en cultivos celulares, la que ha sido catalogada
como un método fastidioso debido a los multiples
factores que influyen en la formacion de las placas (8, 9)
y al largo tiempo requerido para la obtencion de los
resultados (4).

En la literatura consultada (4, 5, 6, 7) se reporta la
aplicacion de la técnica de inmunoperoxidasa para la
titulacion de cepas del virus Dengue y la disminucion del
tiempo de incubaciobn que se requiere para poder

detectar el virus en el sustrato celular infectado como la
principal ventaja que ofrece ésta sobre el método de
placas, pero no datos sobre la precision de la misma.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto nos
propusimos ensayar en nuestro laboratorio la técnica de
inmunoperoxidasa para cuantificar el virus Dengue 1 por
un método mas rapido y menos inestable que la técnica
de placas.

Materiales y Métodos
Células

La linea celular C6/36 HT proveniente de mosquitos
Aedes albopictus empleada para el cultivo de la cepa
viral, fue multiplicada en medio Esencial Minimo Eagle
(MEM) (ICN-Flow) suplementado con 0,2 mM de
aminoacidos no esenciales (Gibco), glutamina (SIGMA)
(1%) y 10% de Suero Bovino Fetal (SBF) (SIGMA). El
medio de mantenimiento utilizado para estas células fue
el mismo pero con 2% de SBF.

La linea celular BHK 21 clono 15 de rifién de hamster se
multiplicé en medio MEM (ICN- Flow) con amino&cidos
no esenciales al 1%, glutamina al 1% y 10% SBF
(SIGMA) y se empled en la titulacion viral.
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Ambas lineas celulares fueron suministradas por el
laboratorio de Cultivo de Células del Instituto Pedro Kouri
(IPK).

Virus

Se emple6 una cepa de Dengue 1 con historia de cinco
pases en células C6/36 HT, obtenida a partir de la
inoculacién, en monocapas confluentes de células C6/36
HT, del pase anterior a este y posterior incubaciéon a 34
°C.

Se realiz6 observacion diaria de las células inoculadas
hasta la aparicion de los sincitios caracteristicos que
provoca el virus (tres dias pos inoculacion),
procediéndose a realizar tres ciclos de congelacion—
descongelacion a —70 °C, se colect6 el virus y se
mantuvo congelado a —70 °C hasta el momento de su
procesamiento.

Titulacién viral mediante la técnica de formacién de
placas

Como técnica de referencia para la titulacién viral se
empled la formacién de placas en células BHK 21 clono
15 (10). La titulacion se realiz6 cuatro veces.

Titulacion viral por deteccion de focos mediante la
técnica de inmunoperoxidasa

A partir de monocapas confluentes de células BHK 21
clono 15, se preparé una suspension celular de 5 X 105
cel/mL en medio de crecimiento. Se realiz6 una mezcla
volumen-volumen con la suspension celular y el virus
puro y sus diluciones en base 5 y 10, se distribuyeron
100 pL de la misma en placas de 96 pocillos con 6
réplicas por cada dilucion viral; posteriormente se incub6
a 37 °C y 5% de CO2 durante cuatro horas, después de
las cuales se afiadi6 el medio que contenia
carboximetilcelulosa al 1,5% y se incubd a la misma
temperatura y porciento de CO2 durante 5, 7 y 10 dias.
Al cabo de este tiempo se siguié el procedimiento
descrito por Okuno (4) para el montaje de la peroxidasa.
Como modificacién a esta técnica se realizé el bloqueo
de reacciones inespecificas con TFS - Tween 20 (0,05%)
- SBA (1%) durante una hora después de fijar las células.
La técnica se realizd tres veces por dos operadores
diferentes y el titulo viral se calcul6 a partir de los focos
contados por cada uno de ellos.

Sueros y conjugados

Para la realizacion de la técnica de inmunoperoxidasa se
utilizaron un suero humano positivo a Dengue 1 y
Dengue 2 procedente de un individuo que sufri6 FHD y
cuyo titulo por ELISA de inhibicion es 1:160, diluido
1/100, 1/200, 1/400 y 1/500 y un conjugado anti-lgG

humano marcado con peroxidasa (SAPU), en diluciones
1/100, 1/200, 1/300 y 1/500 con el objetivo de determinar
la dilucion de trabajo.

Con el mismo fin se utilizaron, diluciones de 1/50, 1/100 y
1/200 del liguido ascitico hiperinmune (LAH) contra
Dengue 1, que mostré un titulo de 1/640 por la técnica de
inhibicion de la hemaglutinacion, y de 1/250, 1/500 y
1/1000 de un conjugado anti-lgG de raton marcado con
peroxidasa (SIGMA).

Procesamiento estadistico

Fue seleccionada la prueba t de Student para muestras
no pareadas para determinar la existencia de diferencias
en el titulo viral calculado por deteccion de focos
mediante la técnica de inmunoperoxidasa con respecto a
los dias de incubacion, lecturas de los operarios,
diluciones de conjugados empleadas, y titulos calculados
por la técnica de formacién de placas. Se consideraron
diferencias significativas para valores de p < 0,05.

Se calculé ademas el coeficiente de variaciéon (C.V.) de
los titulos virales obtenidos por ambas técnicas.

Se realizé transformacion logaritmica de los datos.

Resultados y Discusion

En nuestro experimento, de las cuatro veces que se
empled la técnica de placas, s6lo en dos ocasiones pudo
calcularse el titulo viral, ya que en dos réplicas no se
formaron las placas de lisis. El inverso del titulo viral
promedio fue 2,97 ufp/mL y el C.V. de los datos
transformados, entre las dos réplicas que plaguearon, fue
3,27. La no formacion de las placas de lisis cuando se
utiliza esta técnica para la titulacion del virus Dengue ha
sido reportada desde 1979 (2). Varios factores como la
inestabilidad caracteristica de este virus considerado
como uno de los arbovirus més fastidiosos para el trabajo
en el laboratorio (3), y ligeras variaciones en el pH del
medio de cultivo durante el tiempo de adsorcion del virus
a las células, asi como en el pH y concentraciones de
iones Mg2+ en el medio empleado para la incubacién de
las células infectadas por el virus pueden influir tanto en
el tamafio, como en la produccion de las placas (2).

Al 5° dia post inoculacion se detect6 la presencia viral,
aproximadamente en el 100% de las células de la
monocapa celular infectada por el virus puro, pero no se
observaron focos en las inoculadas con las diluciones del
mismo, por lo que no se cuantifico el titulo viral para este
dia.

En el 7° y 10° dias pos inoculaciéon se hizo patente la
infeccién viral, lograndose el conteo de los focos y la
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cuantificacion del virus en ambos casos. En la Tabla 1 se
muestran los titulos virales y los resultados del C.V.
calculados por ambos operadores.

Los resultados de la comparacion entre operadores
arrojaron que no se obtuvieron diferencias significativas

entre los titulos virales calculados por ambos al 7° y al
10° dias frente a las diluciones de los conjugados
empleados, lo cual nos indica que el factor operador no
influyé en el calculo del titulo viral. EI Coeficiente de
Variacién entre los titulos calculados por el Operador 1y
2, fue menor que el 30% en todos los casos.

Tabla 1. Titulos de la cepa de Dengue 1(uff/mL) calculados por los operadores al 7° y 10° dias. Se muestra el

titulo promedio y C.V.

Operador 1

7° Dia
Titulo viral C.V.
(log 1/ titulo) (%)

Dilucion de
Conjugados (anti)

1:100 2,5 6,8 2,3
humano
1:200 2,4 9,5 2,1
1:500 2 20,7 2,5
ratén
1:1000 2 30 2,6

10° Dia
Titulo viral
(log 1/titulo)

Operador 2
10° Dia
Titulo viral C.V.
(log 1/ titulo) (%)

7° Dia
C.V. Titulo viral C.V.
(%) (log 1/titulo) (%)

20,7 2 25 2,2 16,4
17,2 1,9 20 2 13
17,1 1,9 18,1 2,5 7,4
19,5 2 22,8 2,3 26,2

Las diluciones de trabajo 1/500 para el suero humano y
1/100 para el LAH fueron las que permitieron una mejor
visualizacion de los focos de células infectadas por el
virus, el resto de las diluciones para ambos casos no
resultaron (tiles para este fin ya que diluciones mayores
que las seleccionadas no permitieron visualizar los
mismos y para las menores se observaron reacciones de
fondo inespecificas aln con la introduccién del paso de
bloqueo.

No hubo diferencias significativas entre los titulos virales
al utilizar el suero humano o el LAH para cualquiera de
las diluciones de conjugado utilizadas tanto al 7° como al
10° dias. Sélo fue posible evidenciar los focos en las
diluciones 1/100 y 1/200 del conjugado anti-lgG humano
y 1/500 y 1/1000 del anti-lgG de ratobn marcados con
peroxidasa.

Al aplicar la prueba t de Student a los titulos virales
calculados por cada operador para los pares analizados
no se obtuvieron diferencias significativas por lo que
decidimos que las diluciones analizadas de cada
conjugado pueden ser utilizadas indistintamente en la
realizacion de la técnica, aunque se sugiere la mayor
dilucién ya que permite un mayor aprovechamiento del
conjugado.

La no existencia de diferencias significativas entre los
titulos virales obtenidos por deteccién de focos por
inmunoperoxidasa al 7° y 10° dias, hizo que se
seleccionara el dia 7 como el adecuado para realizar la
titulacion viral, esta disminucion en el tiempo de
obtencion de los resultados ha sido reportado por Okuno
y col. (4) y por Després y col. (6) y Marianneau y col. (7)
al utilizarla para cuantificar virus Dengue 1 en células AP
61.

Para las condiciones experimentales establecidas, se
logré aplicar la técnica de inmunoperoxidasa para
cuantificar la cepa analizada, obteniéndose titulos virales
con un C.V. < 30% entre ellos y comparables a los
calculados por la técnica de placas, no obteniéndose
diferencias significativas entre ellos al aplicar la prueba t
de Student.

El empleo de la inmunoperoxidasa constituyé una ventaja
respecto a la técnica de placas pues se pudo reducir en
tres dias el tiempo que se requiere para titular el virus
mediante esta Ultima, asi como evitar el gasto de
recursos y tiempo que se derivan de la imposibilidad de
titular cuando no se forman las placas de lisis.
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Use of the immunoperoxidase technique for the titration of a Dengue 1 virus strain
Abstract

The use of the immunoperoxidase technique for the titration of Dengue virus has eliminated some of the disadvantages of
plaque assay in cell culture for titration, which is considered a fastidious method due to the number of factors involved in
the plague formation. The time reduction to obtain results, is the principal advantage of the immunoperoxidase technique
reported in the literature, but nothing is said about its precision. Our purpose was to test the immunoperoxidase technique
to titrate Dengue 1 virus in our laboratory. The procedure described for this technique was followed, modified by the
fixation of infected cells after 5, 7, and 10 days of incubation and by blocking with TSF-Tween 20- SBA 1% during one
hour. The working dilution for the positive human sera was 1/500 and for the polyclonal ascitic fluid (AF) against Dengue
1 obtained in mice, 1/100. The useful dilutions for the anti human and anti mouse peroxidase conjugates were 1/100 and
1/200 for the first and 1/500 and 1/1000 for the second. In these conditions, it was possible to evidence the characteristic
foci produced by Dengue 1 virus and to quantify it on the 7" and 10" days, but not on the 5" The Variation Coefficient
was < 30%. The 7" day was chosen as optimum to titrate the virus, leading us to titration faster than by the plaque
method. Significant differences were not found between the viral titres obtained by both techniques.

Keywords: Dengue, immunoperoxidase.
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