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SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

En los laboratorios médicos y biologicos se realizan trabajos muy variados que
comportan un gran numero de riesgos de diversa indole para el trabajador, el
personal cercano al mismo y para la comunidad en su conjunto; entre tales
riesgos se destaca en forma predominante el riesgo biolégico infeccioso
derivado de la manipulaciéon o exposiciéon a microorganismos patogenos en el
laboratorio.

La infeccion en el personal de laboratorio depende basicamente de la
interaccion de varios factores como son: el agente infeccioso implicado; el
reservorio de laboratorio; el modo de escape, via de transmision y puerta de
entrada; y la susceptibilidad del hospedero. Sélo una parte de las infecciones
contraidas en el laboratorio son atribuibles a accidentes reconocidos; en la
mayoria de las infecciones ocurridas en este ambiente se desconoce la causa
directa de la infeccibn, aunque se presume que pueda deberse a
contaminacion por aerosoles infecciosos, capaces de ser generados por
muchos procedimientos habituales de laboratorio.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha elaborado una clasificacion de
agentes biologicos sobre la base del riesgo que representan para el individuo
que trabaja con ellos y para la comunidad; asi se han establecido 4 grupos de
riesgo en orden creciente de peligrosidad como se muestra a continuacién:

Grupo de Riesgo 1 (escaso o nulo riesgo individual y comunitario)

Microorganismo que tiene pocas probabilidades de provocar enfermedades
humanas o animales.

Grupo de Riesgo 2 (riesgo individual moderado, riesgo comunitario bajo)

Agente patégeno que puede provocar enfermedades humanas o animales, pero
que tiene pocas probabilidades de entrafar un riesgo grave para el personal de
laboratorio, la comunidad, el ganado o el medio ambiente. La exposicion en el
laboratorio puede provocar una infeccion grave, pero se dispone de medidas
eficaces de tratamiento y /o de prevencion, y el riesgo de propagacion es

limitado.



Grupo de Riesgo 3 (riesgo individual elevado, riesgo comunitario bajo)

Agente patégeno que suele provocar enfermedades humanas o animales
graves, pero que de ordinario no se propaga de un individuo infectado a otro.
En el laboratorio pueden transmitirse por aerosoles. En general no se dispone

de medidas eficaces de tratamiento y prevencion.

Grupo de Riesgo 4 (elevado riesgo individual y comunitario)

Agente patégeno que suele provocar enfermedades graves en personas o en los
animales y que puede propagarse facilmente de un individuo a otro, directa o
indirectamente. No suele disponerse de medidas eficaces de tratamiento y de
prevencion.

Entre los elementos a considerar para evaluar el potencial de riesgo de un
agente biolégico se cuentan: la capacidad patégena del agente, el modo de
transmision y su rango hospedero, la disponibilidad de medidas de prevencion
eficaces, disponibilidad de tratamiento eficaz, endemismo o exotismo del
agente considerado y la experiencia de trabajo con el agente. En cada pais, se
debera clasificar por grupo de riesgo a todos los microorganismos que se
encuentren en el territorio nacional.

El término contencioén se usa para describir métodos seguros para el manejo
de agentes infecciosos, en el laboratorio donde estos son manipulados o
mantenidos.

La Bioseguridad, disciplina que se ocupa de la prevencion del riesgo biolégico
infeccioso, no es mas que un conjunto de medidas cientifico-organizativas y
técnico- ingenieras encaminadas a lograr la contencion de los agentes
infecciosos y proteger al trabajador de laboratorio y a la comunidad de este
tipo de riesgo.

En correspondencia con los grupos de riesgo se han establecido también 4
niveles de Bioseguridad, o sea combinaciones de técnicas y practicas de
laboratorio, equipos de seguridad e instalaciones de laboratorio, apropiadas
para el riesgo que representen los agentes infecciosos que se manipulen en
estos lugares.

En el caso de los Arbovirus se siguen los mismos criterios que para el resto de

los agentes patégenos aunque en particular, un Subcomité para la Seguridad



de Laboratorio en Arbovirus (SALS), perteneciente al Comité Americano sobre
Arbovirus (ACAV), ha categorizado, acorde con la clasificacion de la OMS, a
cada uno de los virus registrados en el Catalogo de Arbovirus y Ciertos Otros
Virus de Vertebrados.

Las categorizaciones del SALS, periodicamente actualizadas desde 1980, se basan
en las evaluaciones de riesgo realizadas a partir de la informacion proveida por
585 laboratorios que trabajan con arbovirus en todo el mundo. Segin esta
categorizacion los virus del dengue han sido asignados al Grupo de Riesgo 2.
Antes de 1988 se habian reportado 12 infecciones por dengue adquiridas en el
laboratorio; desde 1988 a 1991 se documentaron 4 casos adicionales.

Mientras que los riesgos primarios en el laboratorio son la inoculacién parenteral
accidental, el contacto del virus con la piel dafiada o las membranas mucosas y
las mordeduras de roedores de laboratorio o picaduras por artropodos infectados,
los aerosoles infecciosos pueden también constituir una fuente potencial de
infeccion.

En los ultimos 4 casos reportados, no se utilizaron medios de proteccion
individual adecuados y en 3 de ellos también se ignor6 la contenciéon de aerosoles
potenciales en cabinas de seguridad, especialmente cuando se trabajaba con
altas concentraciones de virus. Tales aerosoles o salpicaduras con fluidos
infecciosos pudieran haber producido contaminacién de la piel danada y no
protegida adecuadamente. La manipulacién segura en el laboratorio de los virus
del Dengue (en especial las preparaciones concentradas) requieren de la
adherencia estricta a las recomendaciones del Nivel de Bioseguridad 2 (Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories. CDC-NIH, 4th ed. 1999).

Estas recomendaciones, segin el manual de la OMS, comprenden en esencia el
trabajo de un laboratorio basico y observar técnicas microbiologicas apropiadas

(TMA).



Algunas de las reglas mas importantes para trabajar en el laboratorio con

especimenes infectados por virus:

No pipeteo con la boca.

Uso de guantes para el trabajo con muestras de sangre u otros liquidos
organicos y siempre que se prevea el contacto con material potencialmente
infeccioso.

Uso de batas, uniformes u otras prendas apropiadas. No se llevara la ropa de
trabajo a areas fuera del laboratorio.

Descontaminacion de jeringas y agujas. Es recomendable el uso de material
desechable.

Evitar la formacion de aerosoles y gotas.

Es aconsejable el empleo de camaras de seguridad cuando existe un gran
riesgo de formacion de aerosoles.

Limpieza rapida de los derrames cubriéndolos con un pafio o papel mojado en
solucion desinfectante (hipoclorito de sodio: 10g en un litro). Debe dejarse
actuar el desinfectante por lo menos 30 minutos antes de proceder a la
recogida de los materiales y limpieza de las superficies contaminadas.
Descontaminacion diaria de las mesas y superficies al terminar el trabajo.
Descontaminacion de todos los materiales utilizados en el trabajo, incluyendo
la ropa.

Lavado de las manos después de manipular especimenes y siempre antes de
salir del laboratorio.

En caso de inyecciones, cortaduras o abrasiones accidentales, deben quitarse
los guantes, lavarse las manos, facilitar el sangrado de la herida, aplicar
desinfectante a la piel si procede y consultar a un médico.

No fumar, comer, beber etc en el area de trabajo.

No tener alimentos ni bebidas en los refrigeradores del laboratorio.

Las centrifugas deben estar equipadas con mecanismos de seguridad para que
aerosoles potenciales de material infeccioso no se diseminen.

Para centrifugar deben utilizarse de preferencia tubos plasticos con tapa de

rosca.



e Debe existir un reglamento interno de bioseguridad asi como un responsable
que garantice su cumplimiento. Deben existir un plan de medidas a tomar en
caso de accidente.

e El personal del laboratorio debe estar vacunado (de existir las vacunas) contra
los agentes que se trabajan.

e El estado de salud de los trabajadores debe chequearse periédicamente.

e Las areas de trabajo deben estar adecuadamente sefalizadas como de "acceso
restringido".

e Todos los materiales contaminados, muestras y cultivos, tienen que ser
descontaminados antes de su eliminacién o limpieza para reutilizacion
(preferiblemente autoclave o incineracién).

La concepciéon general e instalacion del laboratorio, asi como otros aspectos

relativos a la seguridad en los laboratorios en que se trabajen agentes en Grupos

de Riesgo de tipo 1 y 2, pueden encontrarse en: Laboratorios Basicos-Niveles de

Bioseguridad 1 y 2. Parte 1. Normas generales. Manual de Bioseguridad en el

Laboratorio. 2da ed. en espanol. OMS. 1994.

El trabajo con agentes de los Grupos de Riesgo 3 y 4, requiere de instalaciones

especiales.

COLECTA DE MUESTRAS PARA EL DIAGNOSTICO DE DENGUE

El éxito de los resultados de la pruebas de laboratorio para el aislamiento viral
depende en gran medida de las condiciones en que se realice la colecta,
manipulacion y transporte de las muestras por lo que la persona encargada de
realizar este trabajo debe garantizar que las mismas lleguen en buenas
condiciones al laboratorio junto a la documentacién adecuada. Todos los
especimenes deben recogerse observando precauciones universales en frascos
estériles y rotularse cuidadosamente con los datos de identificacion. Es

conveniente emplear un modelo que incluya los siguientes aspectos:



Documentacion del paciente e identificacion

Nombre, apellidos

Edad, sexo y raza

Direccion

Fecha de comienzo de los sintomas

Fecha de toma de las muestras

vV V V V V V

Namero de historia clinica, resumen de los datos clinicos y

epidemiolégicos del caso

v

Impresion diagnostica

A\

Tipo de muestra colectada

> Nombre y datos generales del médico de atencion, hospital y provincia.

Todas las muestras deben ser rotuladas con el nombre del paciente y fecha de
toma de la muestra y deben estar acompanadas por los datos anteriores.

Muestras para aislamiento viral: Las muestras para aislamiento viral o estudios

de deteccion del acido nucleico viral (RCP) deben ser colectadas en los 3 primeros
dias del comienzo de la enfermedad. Deben colectarse asépticamente 10 ml de
sangre total la cual sera transferida a tubos estériles libres de aditivos o
preservativos. Los tubos que contienen la sangre se colocaran lo mas rapido
posible en hielo o en el refrigerador (4°C). Para asegurar las 6ptimas condiciones
durante el aislamiento, la separacién del suero del coagulo se realizara el mismo
dia de la toma de la muestra y asépticamente.

Los tubos con el suero se congelaran y almacenaran a temperatura de -70°C. El
suero debe enviarse lo antes posible al laboratorio realizando el transporte en
congelacion. En las primeras 24-48h de colectado el suero, el mismo puede
mantenerse a 4°C hasta su envio al laboratorio (a igual temperatura).

Para el aislamiento del virus a partir de muestras de visceras (bazo, higado,
ganglios), deben transportarse también en frio. Se homogeneizan 20g del tejido en
100mL de PBS o medio de cultivo conteniendo suero de ternero (inactivado por
calor) al 10% y antibidticos. Posteriormente se centrifugan a 3000 rpm durante
30 minutos a 4°C y se emplea el sobrenadante para el aislamiento. Es

conveniente realizar una prueba de esterilidad en cada caso.



Muestras para diagndstico seroldgico: Usualmente se toman dos muestras de

suero: de fase aguda y convaleciente. El suero de fase aguda se extrae durante los
primeros 5 dias de la enfermedad y el de fase convaleciente de 2-3 semanas mas
tarde. Para lograr el maximo rendimiento del suero, la sangre colectada se deja a
temperatura ambiente por una hora y durante toda la noche a 4°C (refrigerador)
antes de centrifugar. Después de la centrifugacion (1000 rpm por 10 minutos a
40C) el suero se transfiere a un tubo previamente rotulado y se almacena
preferiblemente en congelacion (-20° C). El envio al laboratorio debe realizarse
preferiblemente en congelacion (-20°C) o a 4°C. Para la determinacion de
anticuerpos IgM a dengue se utiliza una muestra de sangre tomada a partir del
quinto dia de comienzo de los sintomas la que se procesa en forma similar para

obtener el suero correspondiente.

Envio y transporte de las muestras: Durante el envio y transporte de las

muestras deben observarse las medidas de seguridad elementales para proteger,
tanto al personal, como a las muestras en si. El suero debe enviarse dentro de
contenedores especiales con tapa de rosca las que deben asegurarse con papel
adhesivo. Pueden agruparse varios tubos con una liga y guardarse dentro de un
contenedor plastico o metalico que debera envolverse con suficiente papel
absorbente para evitar el derrame de liquido en caso de rotura. Cada contenedor
debe enviarse en cajas de poliespuma o termos con hielo seco (los tubos no deben
ponerse en contacto directo con el hielo seco). De no tener hielo seco, pueden
utilizarse refrigerantes o hielo normal. Deben evitarse las congelaciones y

descongelaciones repetidas de las muestras.



Cada contenedor debe tener los siguientes rétulos: URGENTE, FRAGIL,
MATERIAL MEDICO, MANTENER EN FRIO, MANTENER EN POSICION
VERTICAL.

Ademas, deben cumplirse las regulaciones internacionales especificas que existen
para el transporte de muestras. Acompanando al contenedor en la parte exterior
deben ir los datos del paciente (no deben estar en contacto directo con el hielo o
con la muestra). Cada pais tiene regulaciones especificas para la importacion de
materiales biologicos.

En el momento del envio debe avisarse al laboratorio (telex, teléfono, fax) del
momento de la llegada del mismo lo que asegurara que sea recogido
inmediatamente a su llegada. Es aconsejable que los envios no lleguen sabados,

domingos o dias festivos.



AISLAMIENTO DEL VIRUS DEL DENGUE

Uno de los sistemas biolégicos mas empleados en el aislamiento del virus dengue,
a pesar de su baja sensibilidad, ha sido el ratéon lactante inoculado por via
intracerebral. También se han utilizado diferentes sistemas celulares de
mamiferos entre los que se encuentran las lineas celulares: BSC-1, VERO, BHK-
21, LLCMK2.

En las ultimas décadas se han desarrollado una serie de lineas de mosquitos que
han resultado ser mucho mas sensibles a la infecciéon por el virus que con los
sistemas anteriores. Dentro de las mas utilizadas se encuentran las células AP-
61, C6\36, TRA-284 y C6\36 HT. La elevada sensibilidad de estos sistemas, ha
permitido alcanzar un alto indice de aislamiento.

Actualmente se emplea con éxito la inoculacion intratoracica de mosquitos. Este

meétodo ha demostrado ser el mas sensible.

Raton lactante

1. Inocular por via intracerebral y subcutanea en ratéon lactante (7 ratones
por familia) de 1 a 3 dias de nacidos, 0.02 ml de la muestra pura y diluida
1:10 y 1:50 en medio de cultivo o PBS + antibiéticos y 2% de suero fetal
bovino (SFB).

2. Observar diariamente durante 21 dias (debe producirse un cuadro
encefalico aunque en ocasiones hay cepas que no se adaptan y soélo
producen cambios ligeros en los ratones como erizamiento del pelo,

marcha en punta de patas entre otros).
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3.

Si se observa cualquier signo de enfermedad debe realizarse un pase en el
mismo sistema (para adaptar la cepa) y en otro mas sensible de ser
posible. Para realizar el pase, los ratones son desinfectados con alcohol al
70% y sus cerebros son cosechados guardandose a temperaturas de -70°C
0 de lo contrario se prepara una suspension al 10%(v/v) utilizando medio
de cultivo o PBS con 2% de SFB, la que puede almacenarse a igual
temperatura o procesarse inmediatemente.

La identificacion rapida puede hacerse por Inmunofluorescencia Indirecta
(IFI) utilizando Liquidos Asciticos Hiperinmunes (LAH) y anticuerpos
monoclonales (AcM) o por Neutralizacion. También puede prepararse un
antigeno por el método de extraccion de sacarosa-acetona para identificar

mediante la técnica de Inhibicién de la Hemaglutinacién (IH).

Células de Mamiferos

El virus dengue es capaz de multiplicarse en varias lineas celulares de mamiferos

como las células BHK21, KB, VERO, no obstante las mas sensibles son las de

rinén de mono verde africano LLCMK2, ttiles no solo en el aislamiento sino

también para la identificacion aunque son menos sensibles que las células de

mosquitos.

1.

Inocular, en frasco de 25 cm? con monocapa celular confluente, 0.5 ml del
suero previa decantacion del medio del frasco. En algunos casos se prefiere
diluir la muestra en medio de cultivo (1\20-1\30) para eliminar el efecto
toxico que pueda producir en las células.

Incubar a 37°C por una hora y anadir posteriormente el medio de
mantenimiento de las células.

Observar durante 7 dias la aparicion de Efecto Citopatégenico (ECP):
redondeamiento y desprendimiento de las células.

Congelar y descongelar por 3 veces y realizar un pase en el mismo sistema
para aumentar el titulo viral.

De no observarse ECP, puede hacerse de rutina un plaqueo viral o una

deteccion por IFI para saber si se ha multiplicado algiin virus.
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6. La identificacion rapida se hace por IFI y la confirmaciéon por reduccion

del niumero de placas por neutralizacion.

Cultivos celulares de mosquitos

Son las células mas sensibles para el aislamiento del dengue y pueden ser
utilizadas las C6\36, AP61, Tra-284-SF y C6\36 HT en este orden creciente de
sensibilidad. Es de sefialar que algunas sublineas del clono celular C6\36 se han
vuelto menos sensibles a los virus del dengue sugiriendo que este sistema celular
no es homogéneo y ha revertido apareciendo células menos sensibles. Aun
cuando algunas pocas células se infectan, varias cepas no se replican y no
favorecen la diseminacion al resto de las células lo que influye en la identificacion
de los virus utilizando anticuerpos monoclonales. Las ventajas de esta linea
celular son su facilidad de manipulacién y rapidez de crecimiento.

La linea celular AP61 es altamente sensible a los virus del dengue mostrando
frecuentemente ECP de tipo sincitial. Aunque algunos autores plantean la
dificultad de identificar los aislamientos en estas células utilizando la IFI, dicha
técnica es util si se dispersan bien las células al realizar la suspension de las
mismas.

La linea celular TRA-284-SF es muy sensible para el aislamiento del dengue. Son
faciles de manipular y muy economicas ya que crecen en medio libre STF aunque
su velocidad de crecimiento y split no son grandes. Son de mayor tamafo que las
C6\36 y el “screening” mediante la IFI es relativamente facil.

Recientemente ha comenzado a utilizarse una sublinea del clono C6\36 capaz de
multiplicarse a 340C. Algunos autores plantean que esta sublinea de alta
temperatura (C6\36 HT) resiste solo varias semanas de mantenimiento bajo estas
condiciones y proponen tomar el clono original de 28°C y readaptarlo a crecer a
340C cada vez que el deterioro provocado por la elevada temperatura lo exija;
entre los investigadores de la region se ha propagado esta sublinea C6\36 HT que
ha demostrado mayor eficacia para el aislamiento viral al adelantar la deteccion
por IFI (inmunofluorescencia indirecta) y aumentar el nimero de aislamientos.
Como meétodo general se inocula la muestra, se espera de 10 a 14 dias
(observando la posible aparicion de efecto citopatogénico (ECP)) y se realiza IFI,

primero como “screening” utilizando un “pool” de sueros humanos positivos o
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liquidos asciticos hiperinmunes (LAH). En los casos positivos se realiza una IFI
utilizando Acs monoclonales especificos a los 4 serotipos del dengue. En
ocasiones se presentan dificultades al utilizar estos anticuerpos monoclonales
dada la alta especificidad de los mismos, el bajo titulo viral y el grado de ECP
entre otros factores.

La confirmacion puede realizarse por neutralizacion por reduccion del nimero de

placas previo titulo del virus aislado.

Inoculacidon intratoracica de mosquitos

Dada su elevada sensibilidad, la inoculacion de mosquitos es el método de
eleccion para el aislamiento del dengue principalmente en aquellos casos de
Fiebre Hemorragica del Dengue/Sindrome de Choque por Dengue (FHD/SCD).
Es conveniente utilizar los anticuerpos monoclonales especificos para cada
serotipo en la identificaciéon a partir del cerebro del mosquito infectado. En
algunos casos puede haber fluorescencia inespecifica lo que conlleva a resultados
erroneos.

Entre las especies de mosquitos utilizadas en el aislamiento estan el Aedes

aeqgypti, el Aedes albopictus y el T. amboinensis. Como vias de inoculacién se

utilizan la intracerebral y la intratoracica.

Los mosquitos a utilizar en esta técnica se inmovilizan sometiéndolos a bajas
temperaturas, pero en algunas ocasiones que son resistentes al frio, se deben
tomar medidas adicionales principalmente si estamos utilizando hembras que de
escaparse crearian un riesgo de transmision. Entre las medidas a tomar se
encuentran el uso de CO, u otros anestésicos con mucha precaucion, ya que
pueden causar efectos letales sobre los mosquitos.

La zona de inoculacion en el mosquito depende del sexo y la especie.
Generalmente para los machos se usa la membrana del cuello y para las
hembras, o bien en el cuello o en la sutura debajo del primer espiraculo toracico.
El equipo disefiado por Rosen et al., es de facil manejo y permite controlar el
volumen de suspension viral a inocular. La parte que mas se debe reponer es el
capilar-aguja, el cual debe ser aguzado al calor o en un equipo especial. Estos
capilares son graduados a distancias de 1mm lo que corresponde a un volumen

de 0,17uL
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Al escoger la especie de mosquito para ser inoculada se debe tener en cuenta, qué
es lo que queremos aislar o amplificar. A través de los estudios de Rosen se

conocion que el Dengue no se replica en Culex quinquefasciatus.

A partir de la implantacion de esta técnica se comenzaron a utilizar mosquitos del
género Toxorhynchites, que aunque no son vectores debido a que sus estructuras
bucales no estan acondicionadas para la hematofagia, son excelentes

amplificadores de varios arbovirus como el dengue.

Las principales ventajas que implica el uso de este método son:

1. Los mosquitos vivos son mas sensibles a la infecciéon por dengue que ningin
otro método de ensayo.
No se necesitan grandes recursos ni equipos sofisticados.
La replicacion de virus en mosquitos vivos puede ser mantenida en un rango
mas amplio de temperatura a diferencia de lo que ocurre cuando se utilizan

cultivos celulares.

Materiales:

» Capilar aguja: Diametro exterior 0.7-1 mm, diametro interior
aproximadamente 0.5 mm y grosor de la pared 0.2 mm.

Porta capilar.

Jeringuilla de 20 cc.

Tubos de goma.

Llave de 3 salidas.

YV V V V V

Microscopio estereo.

Método:

1. Preparar el sistema de inoculaciéon y materiales a utilizar.

2. Colocar los mosquitos en tubo de cristal y dentro de un bafio de hielo por
espacio de 10 - 15 minutos.

3. Cargar el capilar con la suspension del material a inocular evitando que el
liquido llegue al porta-capilar.

4. Colocar el mosquito sobre la platina del estéreo para localizar el area de

inoculacion.
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S. Introducir aproximadamente 1 mm de la punta del capilar en la zona de
inoculaciéon y accionar la jeringuilla de manera tal que deje pasar 1 mm de
suspension viral (0,17 ul).

6. Colocar el mosquito en una pequena jaula sin tocarlo y sobre esta colocar un
algodon embebido en una soluciéon de sacarosa al 10%.

7. La jaula es colocada dentro de una bolsa de plastico transparente como
medida de seguridad para evitar el escape de los mosquitos inoculados.

8. Los mosquitos deben ser observados a las 24 horas para detectar la
mortalidad ocasionada por la inoculacion.

9. El tiempo para colectar los mosquitos después de inoculados dependera del
virus o de los propésitos de investigacion.

10.La deteccién viral se puede realizar por medio de las siguientes técnicas: FC,

IFI, neutralizacion (Nt), ELISA y otras.



15

LINEA CELULAR C6\36

La linea celular C6\36 (Igarachi, 1978) es un clono obtenido de la linea_Aedes
albopictus de Singh (1967), que presenta una alta sensibilidad a los virus del
dengue y Chikungunya, aunque en estudios realizados (Kuno, 1985) se ha
demostrado que resultan menos sensibles en comparaciéon con otras lineas
celulares de mosquitos tales como la AP61 (aedes albopictus) y las TRA-284.
Algunas cepas de dengue son capaces de producir ECP (efecto citopatogénico) de
tipo sincitial en las C6\36 pero este fenémeno no es caracteristico de la linea.
Con mucha frecuencia se observa toxicidad en las células a causa de los indculos
empleados.

Medios y Materiales:

Medio de Crecimiento para 100 ml

MEM (Earle) 10X 10 mL
SFB (Inactivado) 10 mL
Solucién 100X aminoacidos no 2 mL
esenciales

Glutamina 200 mM 1 mL

Completar a 100 mL con agua bidestilada y ajustar el pH a 7,2-7,4. De las firmas
comerciales Gibco y Flow puede obtenerse el medio MEM Earle con aminoacidos
no esenciales y glutamina, al que sélo es necesario anadir STF.

Se requieren pipetas de 5-10 mL con la punta doblada en angulo de 90 grados o

policia de goma.

Siembra de las células

1. Decantar el medio de un frasco Roux con monocapa confluente

2. Desprender las células en 10 mL de medio de crecimiento de forma tal que el
medio caiga perpendicular a la monocapa celular o desprender raspando la
superficie con un policia de goma (grstoit).

3. Anadir 1 mL de suspensiéon celular a cada Roux que contenga de 100-120 mL
de medio de crecimiento (“split” 1:10 semanal) lo que es equivalente a 8x104

células/mL incubar a 28° C. La monocapa estara completa en 4-5 dias.
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Si fuera necesario realizar la inoculacién a los tres dias de sembradas las
células, debe aumentarse la concentracion a 2-3x105 células/ mL utilizando
para ello una razéon de pase de 1:5-1:6. El medio que se emplea para
mantener las células después de inoculadas es el medio de crecimiento de la

linea, pero so6lo es necesario suplementarlo con 2% SFB.

Congelacion

1.

Anadir 4 mL de medio de crecimiento y 1 mL de SFB en un frasco de 10 mL
rotulado como #1. Coloquelo en un bafno de hielo.

Anadir 4 ml de medio y 1 mL de Dimetilsulféxido (DMS) en otro frasco de 10
mL rotulado como # 2. Coloquelo en un bano de hielo.

Decantar el medio de un Roux (monocapa confluente de tres a cinco dias de
sembrada).

Con la pipeta de 5SmL de punta curva, extraiga los 5 mL del frasco #1 y
desprenda las células del Roux. Opcionalmente puede utilizar policia de goma

y pipeta normal.

S. Echar la suspension en el frasco #1.

6. Anadir con una pipeta de 5 mL el medio del frasco # 2 al frasco # 1, gota a

gota y agitando (siempre en bano de hielo).
Colocar 1 mL de la suspension celular (1-2x106 células/mL) en cada ampula
de congelacién y manténgalas en el bafio de hielo. Deje 0.1 mL para la prueba

de esterilidad.

8. Guardar las ampulas a -20°C durante 1 hora

9. Pase las ampulas a una caja de poliespuma y guardelas a -70°C por toda la

noche.

10.Coloque las ampulas en termo de nitrégeno liquido (-196).

Descongelaciéon

1.

Saque el ampula del nitrégeno y échela directamente en agua a 37°C hasta

que se descongele su contenido.

2. Desinfecte el ampula (exterior) con alcohol al 70%

3. Con una pipeta de 1 mL extraiga el contenido del ampula y échelo en un

frasco de 25 cm? que contenga 4.9 ml de medio de crecimiento. Guarde a
28¢C.

Cambie el medio a las 24 horas, por medio fresco de crecimiento.
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S. Cuando la monocapa esté completa pase las células con split 1:5 inicialmente,
luego puede restablecer el split acostumbrado.

Inoculaciéon

1. Decante el medio de un frasco de 25 cm? con monocapa célular confluente.

2. Inocule 0.2mL de una dilucién 1:20 de la muestra de suero e incube por 1
hora a 28°C. En ocasiones se produce efecto toxico por lo que es necesario
inocular la muestra directamente en el medio contenido en el frasco (Se anade
0.2 mL de la muestra a los 4 ml del medio del frasco)

3. Observar durante 10-14 dias. Cambiar el medio si se produce efecto téxico.
Para la identificacion, realizar la IFI utilizando anticuerpos monoclonales o
LAH. También puede utilizarse el sobrenadante como inéculo para
neutralizacién por reduccién del namero de placas.

S. En caso de utilizar tubos con monocapa confluente, inocular 0.1mL de una

dilucién del suero 1:30. Después de lh de adsorcion a la temperatura

indicada, anadir 1mL de medio de mantenimiento.

En las fotos 1 y 2 se presenta un cultivo control de células C6\36 y otro

inoculado con virus dengue 2 donde puede observarse un sincitio caracteristico.

Foto 1 Foto 2
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Linea Celular TRA-284-SF

La linea celular TRA-284-SF, es una sublinea de la TRA-284 obtenida por G.Kuno

a partir de mosquitos T. amboinensis. Crece en medio libre de suero fetal bovino

(SFB) y algunas cepas de dengue pueden producir ECP. Estudios realizados han
mostrado que es mas sensible para el aislamiento del virus dengue que la AP61 y
la C6\36.

Materiales:

» Medio de crecimiento: L-15 + 50 % decaldo Triptosa Fosfato (TBP) al 2.9 %

» Policia de goma

» Dimetil Sulféxido (DMSO)

Multiplicacion de la linea

1. Decante el medio de un frasco de 25 cm?.

2. Anada 0.3 mL de medio de crecimiento al frasco.

3. Desprenda las células con el policia de goma.

4. Pipetee delicadamente la suspension celular para disgregar los grumos con
pipeta de 1 mL.

S. Anada 0.1mL de la suspension celular a un frasco de 25 cm? que contenga 4.9
mL de medio de crecimiento. Split maximo semanal de 1:3. Incubar a 28 C.

6. A las 24-48 horas, si no hay buena adhesion o en los grumos celulares no se
observa crecimiento, cambie la mitad del medio de crecimiento de cada frasco
por medio fresco. La monocapa tiene aspecto poroso, y raras veces es
completamente confluente.

Congelacion

1. Coloque un frasco de 10 mL en bafio de hielo.

Decante el medio del frasco de 25 cm?.

Anada 1 mL de medio fresco.

Desprenda las células con el policia de goma.

a kLN

Con una pipeta de 1 mL tome la suspension celular y péngala en el frasco
sobre el bafio de hielo.

6. Anada 0.1mL de DMSO al frasco (del bano de hielo) que contiene la
suspension celular.

7. Ponga en un ampula de congelacion y guardela a -20° C durante 30 minutos.
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8. Manténgala en una caja de poliespuma a -70° C durante toda la noche.

9. Pase el ampula directamente a nitrégeno liquido (-196°C).

Descongelacion

1. Saque el ampula del nitrégeno directamente a un bano de agua a 37° C hasta
que se descongele su contenido.

2. Con pipeta de 1mL saque el contenido del ampula y viértalo en un frasco de
siembra de 25 cm? que contenga 4.9 ml de medio de crecimiento. Incube a 280
C.

3. A las 4 horas cambie la mitad del medio por medio fresco. Tenga cuidado de
no arrastrar las células. Para ello, ponga en posiciéon vertical el frasco durante
1-2 minutos y deje sedimentar las células que aun no se han adherido y
extraiga el medio de la mitad superior.

4. Incube a 280 C y cambie nuevamente el 50% de medio a las 24-48 horas.

Inoculacién

1. En un frasco de 25 cm?2 con capa celular casi confluente al que previamente se
le habian quitado 3 mL del medio de crecimiento inocular 0.05mL de la
muestra (suero).

2. Incube a 28°C por una hora.

3. Anada 3 mL de medio.

4. Incubar a 28°C por 10 dias.

S. En algunos casos se puede producir ECP.

6. La identificacion se realiza por medio de la IFI utilizando LAH o Acs.

En la foto se presenta un cultivo de

células TRA-284 no inoculadas.

monoclonales o por neutralizacién por reducciéon del nimero de placas.
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Linea Celular AP-61

Las células de mosquito AP61 (Aedes pseudoscutellaris) han sido ampliamente

utilizadas para el aislamiento e identificacion de los virus del dengue los que
producen efecto citopatico de tipo sincitial en las mismas. También han sido
utilizadas para aislar e identificar el virus de la Fiebre Amarilla el que provoca
desprendimiento celular. Estas células fueron obtenidas a partir de larvas de

mosquitos Aedes pseudoscutellaris por Varma y cols en 1974. Es sensible a

varios arbovirus como Chikungunya, Encefalitis Japonesa B, Oeste del Nilo y
otros. Se mantiene creciendo en frascos de vidrio y los autores recomiendan
pasarlas a plastico para la inoculacion. Su mayor sensibilidad ocurre a pases
bajos (menores de 60).

Materiales:

Medio de crecimiento.

Medio de mantenimiento.

Policia de goma.

Suero de fetal bovino (Inactivado a 56° C por 30 minutos).

Antibioticos.

Incubadora de 28° C.

Unidad de filtracion.

V V V V V V VYV VY

Cristaleria preparada para cultivo de tejidos.

Medio de mantenimiento

El medio de mantenimiento puede obtenerse comercialmente y esta constituido a
base de medio Leibovitz (L-15). El mismo se prepara de la siguiente forma:
1. Filtrar el medio L-15 por membrana 0.22 um

2. Realizar prueba de esterilidad.

Medio de Medio de
crecimiento mantenimiento
L-15 (con L glutamina) 80 mL 88 mL
Caldo Triptosa fosfato (TPB) 10 mL 10 mL
STF 10 mL 2 mL

Antibioticos (0.1 mL/100mL total de medio).O sea, 100 U/ml de penicilina y 100

ng/mL de estreptomicina. El SFB, debe estar inactivado a 56° C por 30 minutos.



Medio de crecimiento MM/VP12 combinado:

Para un total de... 800 mL 1600 mL
NaCl 5060 mg 10120 mg
NaH,PO4 2H20 320 mg 640 mg
MgCl,; 6H20 490 mg 980 mg
MgS0O4 7H20 480 mg 960 mg
KC1 320 mg 640 mg
CaCl; 2H,0 260 mg 520 mg
NaHCO3 260 mg 520 mg
Glucosa(anhidro) 2800 mg 5600 mg
Cloruro de colina 100 mg 200 mg
Inositol 160 mL 320 mg
HLA 5250 mg 10500 mg
Albumina bovina(V) 400 mg 800 mg
Yestolate 2500 mg 5000 mg
Glutamina (200mM) 2.4 mL 4.8 mL
BME vitamina (100x) 8 mL 16 mL
Agua destilada 789.6 mL 1579.2 mL
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Al preparar 800ml, el pH es de aproximadamente 6.5, llevar hasta 6.8 con 2ml
de KOH 2%.
Al preparar 1600mL, el pH es de aproximadamente 6.5, llevar hasta 6,8 con 5 ml

de KOH 2%.

Propagacion de la linea

El volumen de medio por frasco de 25 cm? es de 4 mL y el total de células de

1.6x106 dependiendo del tiempo de sembrado. La razén de pase o split es de 1:10.

1. Preparar el medio de crecimiento de acuerdo al volumen requerido (para
propagar la linea se utiliza el medio de crecimiento).

2. Eliminar el medio del frasco que se va a pasar y anadir 1 mL de medio
MMVP12 de crecimiento (para un frasco de 25cm?2).

3. Desprender las células usando un policia de goma.

4. Dispersar las células pipeteando varias veces con una pipeta Pasteur o pipeta
de 1 mL.

S. Sise usa mas de un frasco, hacer un “pool” de células.

6. Contar las células: Usar 1 volumen de la suspension de células y anadir 1
volumen igual de tripan azul al 0.4 % en solucion salina. (Esta dilucion de 1:2

debe ser tomado en cuenta en el conteo).
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7. Calcular el volumen total de células necesarias de acuerdo a la cantidad de
frascos a sembrar (preparar 10 ml extra)

8. Para obtener la monocapa en tres dias, sembrar los pases bajos a 5x105
células /mL y los pases altos a 4x105 células/mlL.

9. En la practica se toma 0,1 mL de la suspension celular y se annade a un frasco
de 25cm? conteniendo 4,9 ml de medio de crecimiento. Incubar a 28°C. La
monocapa debe completarse en una semana.

10.Aunque el split de la linea es 1:10 semanal, se debe comenzar desde 1:3
(después de la descongelacion) hasta que la misma esté completamente
adaptada a las condiciones del laboratorio.

Preparacion de células para inocular

1. De un frasco de 25 cm? realizar el desprendimiento celular como se describi6
anteriormente, utilizando como medio de crecimiento L-15 + 10% TPB (Caldo
Triptosa Fosfato en solucién al 2,9%) + 10% SFB. El medio de mantenimiento
posterior a la inoculacion es igual pero con SFB al 2%.

2. Tomar 0,3 mL de la suspension celular y anadirlo a un frasco plastico de
25cm?2 que contenga 4,7 mL de medio de crecimiento para la inoculacion. La
concentraciéon celular aproximada es de 4x105 para que la monocapa sea
semiconfluente en 3 dias que es el momento idoneo para la inoculacion.

3. Incubar a 28cC.

Al aumentar la concentracion de células se puede producir una monocapa celular

completa en tres dias, lista para inocular con el virus. Con las AP61, el efecto

citopatico es mejor cuando se siembran en superficies plasticas por eso se
utilizan frascos plasticos de 25 cm?2.

La densidad de siembra debe ser de 4x105 células/mL para inocular en 2-3 dias y

de 1-2x105 células/mL para mantener la linea y pasar semanalmente.

Congelacion

1. Eliminar el medio de un frasco Roux de 3 6 4 dias de sembrado con monocapa
celular semiconfluente.

2. Colocar 4 mL de medio MMVP12 y 1 ml de SFB en un frasco de 10 mL (rotular
como # 1 y poner en bano de hielo).

3. Colocar 4 ml de medio MMVP12 y 1 ml de DMSO en otro frasco de 10 mL,

rotularlo como # 2 y ponerlo en bano de hielo.
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4. Echar los 5 ml de frasco # 1 en el Roux y desprender con policia de goma la
monocapa celular.

5. Homogenizar la suspension con pipeta de S mL y pasarla al frasco # 1 en el
bano de hielo.

6. Con pipeta de 5 mL anadir el medio del frasco # 2 sobre el frasco # 1 gota a
gota y con agitacion manual. Mantener en bano de hielo.

7. Con pipeta de 1 mL dispensar la suspension celular a 1 mL por cada ampula.
Mantener en frio. Dejar 0,1 mL para la prueba de esterilidad.

8. Guardar las ampulas a -20°C durante 1 hora.

9. Guardar las ampulas en cajas de poliespuma durante toda la noche a -70° C.

10.Colocar las ampulas en termo de nitréogeno liquido (-196 °C).

Descongelacion

1. Extraiga un ampula del nitrégeno y descongélela completamente a 37 C en
bafno de agua.

2. Extraiga el contenido de la misma con una pipeta de 1 mL y pasela a un
frasco de 25 cm? que contenga 4 mLde medio de crecimiento (MMVP12 + 10%
de SFB).

3. Incubar a 280 C y cambiar el medio a las 24 h.

4. Pasar con split 1:2 o 1:3 cuando se complete la monocapa.

Aislamiento de virus Dengue en AP61

1. Eliminar el medio a los frascos plasticos de 25cm? sembrados para inocular.

2. Inocular 0,2 mL de suero. Los sueros pueden ser toxicos para las células por
lo que en ocasiones se prefiere diluirlos 1:10 o 1:20. Los sueros hemoliticos
frescos, o la sangre congelada son menos toxicos, pudiendo inocularse 0,2
mL. Las suspensiones de macerados de larvas o mosquitos adultos pueden
inocularse en volumenes de hasta 1mL. Si en lugar de frascos de 25 cm? se
utilizan tubos de cultivo, puede inocularse 0,2 mL de la muestra diluida 1:10
en medio de mantenimiento L-15.

3. Incubar por 1 h a 28°C.

4. Anadir el medio de mantenimiento (L-15 + 10% TPB + SFB 2%)).

S. Incubar a 28°C por 14 dias. Generalmente no se necesita un cambio de medio.
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6. Observar al microscopio diariamente y cambiar el medio si se observa

toxicidad.

Nota: La contaminacion bacteriana de la muestra puede eliminarse diluyendo la
misma en 1-2 mL de medio y filtrando por membrana 0,22 um. Las membranas

deben ser pre-tratadas con PBS + 10% de SFB para prevenir la pérdida de virus.

El virus Dengue induce ECP de tipo sincitial al 4to 6 Sto dia de la inoculacion. Se
observan areas alargadas de sincitios que en 3-5 dias muestran una fusion
completa de la monocapa celular, seguido por retraccion y formacion de grandes
masas de células. Los cultivos que no presentan efecto citopatico pueden pasarse
nuevamente a los 14 dias previa congelacion y descongelacion.

Para la identificacion se debe guardar una alicuota del sobrenadante a-70° C. Las
células pueden ser fijadas para inmunofluorescencia o puede realizarse una
neutralizacion por reduccion de placas o una fijacién de complemento utilizando
como antigeno el sobrenadante y como antisuero liquidos asciticos hiperinmunes

especificos de referencia.

En la foto se puede observar un sincitio caracteristico producido por la

multiplicacién del virus dengue 2 en células AP61.




25

Linea Celular C6\36 HT

Las células de mosquito se cultivan tradicionalmente a 28°C, sin embargo Zhu y
cols., demostraron que el clono C6\36 podia adaptarse a crecer a 36°C pero bajo
esas condiciones las células dejan de multiplicarse cuando la temperatura
sobrepasa los 35°C. Asi, Kuno y Oliver (1989) enuncian que las lineas de células
de insectos, altamente sensibles y acostumbrada a crecer a 28°C al adaptarse a
temperaturas mas elevadas mejoran su capacidad para la replicacion viral
(siempre que la temperatura no exceda los 35°C).

Esta sublinea C6\36 HT esta adaptada a crecer a 34°C por Kuno y cols. Exhiben
el mismo ECP que las C6\36 originales aunque éste se manifiesta mas

rapidamente y se obtienen mayores titulos virales que a 28°C.

Materiales:

» Medio de crecimiento: Eagle MEM + 2% aminoacidos no esenciales 100X + 2%
soln. glutamina 200mM + 1% vitaminas BME + 10% suero fetal bovino (SFB)
(pH 6.8).

» Medio de inoculacion o de mantenimiento: el mismo medio pero suplementado

s6lo con 2% de SFB.

Propagacion de las células

1. Elimine el medio de crecimiento de las células del frasco de 25cma?.
2. Anada 1ml de medio fresco y desprenda las células golpeando vigorosamente
el frasco.
Homogenice con pipeta Pasteur o de 1mL.
Resuspenda en medio de crecimiento de acuerdo al fin de las células en
cultivo:
a) Si es para el pase de la linea realizar un split de 1:8 6 ajustando la
concentracion a 1x10% cel\ml.
b) Si se prepara para aislamiento, aplique un split de 1:3-1:4 6 ajustando
la concentracion 1x105 cel\mL. Podra utilizarse en 48h. Por tanto de un
frasco de 25cm? se pueden preparar 75 tubos aproximadamente.

5. Incubar a 34°C.
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Congelacion.
Similar a la sublinea C6\36.

Descongelacion.

Similar a la sublinea C6\36.

Inoculacion en tubos.

Decantar el medio de cada tubo.

Inocular 100uL de una dilucién 1:30 del suero.

Incubar por 1h a 34°Csi hay evidencias de citotoxicidad, elimine el vehiculo.
Anadir el medio (1mL) de inoculaciéon o mantenimiento.

Incubar a 34°C 9-10 dias y observar diariamente.

o R b

Realizar una IFI antes de dar la muestra como negativa.
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AISLAMIENTO DE VIRUS DENGUE EN CELULAS C6/36 HT POR EL METODO
DE CENTRIFUGACION RAPIDA (SHELL VIAL)

Muestras para el aislamiento viral: Suero o sangre de pacientes en fase aguda,
fragmentos de tejidos obtenidos durante la autopsia de casos fatales (higado,
bazo, cerebro, ganglios linfaticos, pulmoén, etc.) y mosquitos infectados.

Sistemas de aislamiento: Cultivos Celulares: LLC-MK, (rifion de mono Rhesus),
Vero (rindn de mono verde), BHK-21 (rinén de hamster recién nacido), AP-61
(Aedes pseudoscutellaris) 28°C, TRA-284 (Toxorrhinchitis amboinensis) 28°C,
C6/36 Sublinea de AAL (A. albopictus) 28°C y C6/36HT Sublinea de C6/36 de
alta temperatura 34°C
SHELL VIAL. Consiste en la centrifugacion de la muestra durante el tiempo de
contacto virus-célula sobre una superficie excavada o el fondo de un tubo en el
cual se encuentren las células y se realiza a la temperatura 6ptima para el virus.
Tiene como objetivo favorecer la adsorcion y la penetracion del virus a las células.

SHELL VIAL + C6/36HT = MAYOR EFICIENCIA DE AISLAMIENTO

Método:
Para placas de 24 pozos con células C6/36 HT (24-48 horas de sembradas)

1. Eliminar el medio de crecimiento utilizando una pipeta de 5 mL.
. Inocular 100 uL de una dilucion de suero por triplicado.
. Centrifugar a 2000 rpm durante 30 min a 33°C.
. Eliminar el inéculo aspirando cuidadosamente.
. Anadir 1 mL de medio de mantenimiento por pozo.
. Incubar a 33°C en atmoésfera de CO2.

. Observar diariamente durante 7-10 dias.

o N O o W N

. Identificar mediante IFI utilizando LAH o AcM.

Referencias:

Rodriguez-Roche R, Alvarez M, Guzman MG, Morier L and Kouri G. Isolation of
dengue 2 virus in C636/HT cells by rapid centrifugation/shell vial assay.
Comparison with conventional virus isolation method. J Clin Microbiol.2000; 38:
3508-3510.
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INMUNOFLUORESCENCIA

La inmunofluorescencia (IF) o Técnica de Anticuerpos Fluorescentes se basa en la
union inmunolégica de un anticuerpo marcado con un fluorocromo a su antigeno
homoélogo.

Se considera un fluorocromo a una sustancia que al ser excitada por una onda
luminosa, es capaz de emitir luz de menor energia (mayor longitud de onda) que
la de la onda que provoca la excitacion. El fluorocromo de mas amplia aplicacion
en esta técnica es el isotiocionato de fluoresceina.

En 1941, la IF fue introducida por Coons y colaboradores, quienes emplearon el
isocianato de fluoresceina para marcar tanto antigenos como anticuerpos.
Posteriormente, las técnicas de conjugacion fueron modificadas por Riggs y
colaboradores. Estos investigadores reemplazaron el radical isocianato por el
isotiocianato, este ultimo mas estable, mas facil de conjugar y de obtener
comercialmente.

A partir de los anos 50, la IF ha sido ampliamente utilizada para la identificacion
de parasitos, bacterias y numerosos virus, asi como para la deteccion de

anticuerpos contra estos agentes.

Principio de la técnica

Las moléculas proteicas de los anticuerpos se unen al marcador fluorescente
(fluorocromo) por medio de firmes enlaces quimicos. Como la actividad
inmunoloégica de estos anticuerpos no se altera, la capacidad de los mismos de
unirse a los antigenos homologos permanece integra.

Debido a la alta especificidad de la reaccion Ag-Ac, la IF se ha convertido en un
método muy util para el diagnéstico. Otra de sus ventajas, es el tiempo
relativamente corto que se requiere para el procesamiento de la muestra hasta
llegar al resultado final.

La IF es aplicable a cualquier sustancia antigénica que se localice dentro o fuera
de las células, sean antigenos protozoarios, bacterias, ricketsias, virus,

hormonas, enzimas, antigenos tisulares y otros.
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La extensa variedad de estructuras y propiedades fisico-quimicas de los antigenos
implica que sus requerimientos para ser marcados con el fluorocromo variaran
para cada caso en especifico, de ahi que se haya generalizado el procedimiento de
marcar los anticuerpos (todos los anticuerpos son proteinas). Por ello, la IF se

conoce también con el nombre de Técnica de Anticuerpos Fluorescentes.

Microscopio para fluorescencia

El principio de funcionamiento del microscopio para la fluorescencia es similar al
de un microscopio Optico convencional, pero en el caso del primero ha de
utilizarse un sistema de excitacion que proporcione una energia tal que sea capaz
de excitar a los fluorocromos empleados para marcar los anticuerpos.

Se ha comprobado en la practica que el sistema de excitacion ultravioleta es el
mas conveniente, debido a que en gran medida su empleo elimina la posibilidad
de confundir la fluorescencia especifica con la autofluorescencia propia de las
células y tejidos. Por ello, en general se emplea como fuente de luz una lampara
de mercurio acompanada de un sistema de filtros de absorcion de calor, de
excitacion, de "barrera" y otros. Estos filtros aseguran una mayor nitidez en la
observacion de las muestras ya que seleccionan las longitudes de onda mas
apropiadas para la excitacidon, eliminando aquellas que resulten perjudiciales
para el observador.

Existen dos métodos basicos de iluminacién en el microscopio para fluorescencia:
la luz transmitida y la luz incidente, este ultimo método presenta diversas
ventajas ya que al no requerirse un condensador campo-oscuro pueden utilizarse
objetivos de mayor aumento lo que permite una observaciéon de mayor brillantez e
intensidad. Por otra parte, su uso resulta mas seguro para la vista del

observador.

En dependencia de los objetivos trazados, se pueden emplear distintas variantes

de tinciéon en la inmunofluorescencia:

Método Directo: El material se tifie directamente con el correspondiente
anticuerpo marcado.

Antigeno (Ag) + Ac fluorescente (Ac-F) = Ag-Ac-F
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Este es el método mas simple y especifico aunque es menos sensible que el
indirecto. Tiene la desventaja de que para cada antigeno especifico se requiere de
un anticuerpo homologo marcado con el fluorocromo, lo cual no resulta

econémico ni practico.

Método Indirecto: El anticuerpo primario (no marcado) se anade sobre la
muestra y el anticuerpo secundario (marcado) se combina con el complejo Ag-Ac
primario. Si la fluorescencia es especifica, se puede identificar el antigeno cuando
se conoce el anticuerpo primario o viceversa.
Ag + Ac primario = Ag-Ac primario
Ag-Ac primario + Ac secundario (Ac-F) = Ag-Ac primario-(Ac-F)

Este método, en comparacion con el directo, presenta 3 ventajas fundamentales:
es mas sensible, sirve para detectar tanto Ag como Ac y se puede trabajar una

amplia variedad de Ag-Ac siempre que se utilicen sueros de la misma especie.

Preparacion del sustrato antigénico para la inmunofluorescencia

Raton:

1. Si se parte de un ratéon agonizante, hay que extraerle el cerebro y colocarlo
sobre un papel de filtro.

2. Con la punta de un bisturi se tomaran pequenas porciones de cerebro, con las
cuales se practicara frotis sobre los portaobjetos cuidando que queden bien
extendidos para poder lograr una capa de célula lo mas fina posibles.

Esperar que los frotis sequen completamente a temperatura ambiente.
Después de secos se colocaran las laminas en un vaso koplin y se afade
acetona a 4°C hasta cubrir los frotis. Se mantendran en acetona durante 10
minutos.

S. Se elimina la acetona y en los mismos vasos se conservan las laminas en
congelacion (20 6 -70°C). Mientras menor sea la temperatura, por mas tiempo
se conservaran las muestras. Si estan mantenidas a -20°C, no deben

almacenarse por mas de 1,5 meses.



31

Células:

1.

Para utilizar las células como sustrato antigénico para la IFA, estas deben ser
inoculadas como esta establecido para cada linea celular en especifico, es
decir, teniendo en cuenta los requerimientos individuales de cada una de
ellas.

En el caso del virus Dengue las células deben ser fijadas a partir del tercer dia
y no antes.

Para la fijacion, se eliminara el sobrenadante del cultivo y la monocapa celular
se lavara con 2-3 ml de PBS, evitando desprender las células.

Posteriormente, a la monocapa se anaden 3 ml de PBS y se desprenden las
células con un policia de goma o golpeando el frasco que las contiene
vigorosamente.

La suspension celular obtenida se gotea sobre laminas porta objeto y se
observa al microscopio 6ptico la concentracién celular, que no debe ser ni
muy baja (pocas células), ni muy alta (muchas células que se superponen y
dificultan la observacion).

Después de ajustada la concentracion adecuada de células por adiciéon de
PBS, el sustrato antigénico se distribuye sobre las laminas y estas se dejan
secar a temperatura ambiente. No deben utilizarse secadores eléctricos porque

provocan aerosoles de las células infectadas.

. Ya secas las muestras, los portaobjetos se colocan en un vaso koplin y se

anade acetona a 4°C durante 10 minutos.
Se elimina la acetona y en los mismos vasos koplin se guardan las laminas en
congelacion hasta su uso. Mientras menor sea la temperatura, por mas

tiempo se conservaran las laminas.

Procedimiento para la IF Indirecta

1.

Sobre la muestra se anade el antisuero especifico en la diluciéon apropiada y
en cantidad suficiente para cubrirla por completo (aproximadamente 10 ml de
esta solucion). El antisuero especifico puede ser liquido ascitico hiperinmune
de referencia, sueros hiperinmunes, sueros de pacientes en fase

convalesciente, anticuerpos monoclonales y otros en dependencia del objetivo
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de la experiencia. Las laminas se mantienen a 37° C durante una hora en
camara humeda.

Posteriormente se colocanlas laminas en los vasos koplin. Se annade PBS que
se elimina al instante. Se agrega nuevamente PBS y se realiza un lavado de 5
minutos, se elimina el PBS y de esta misma forma se realizan otros lavados
dos lavados.

Se extraen las laminas de los vasos koplin, se dejan secar a temperatura
ambiente y entonces, se anade el conjugado comercial que ha sido
previamente titulado para determinar la dilucién de trabajo. Esta dilucion se
prepara utilizando PBS + Azul de Evans, que servira de contraste.

Las muestras se mantienen en contacto con el conjugado durante 30 min a
37°C en camara humeda.

Después de lavadas, las laminas se secan a temperatura ambiente y se
anaden 2 gotas por lamina de glicerina buferada (9 volimenes de glicerina + 1
volumen de Tris 100 mM). Sobre la glicerina se coloca cuidadosamente el
cubreobjeto con un angulo de 45 grados con respecto a la superficie de las
laminas de forma tal que no se forme burbujas que dificulten
considerablemente la observaciéon al microscopio.

Se observan las laminas al microscopio para fluorescencia y se determina si
las muestras son positivas o negativas teniendo en cuenta lo observado en los
controles que deben incluirse en cada experiencia. La IF especifica, en el caso

del virus dengue, se describe como citoplasmatica perinuclear.

Referencias:

1. Henchal EA, McCown JM, Seguin MC, Gentry MK, Brandt WE. Rapid
identification of dengue virus isolates by using monoclonal antibodies in an

indirect immunofluorescence assay. Am J Trop Med Hyg 1983;32(1):164-9.
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TITULACION DEL VIRUS DEL DENGUE Y NEUTRALIZACION POR
REDUCCION DEL NUMERO DE PLACAS

Entre los métodos de identificacion del dengue, la técnica de neutralizaciéon por
reduccion del ntmero de placas ha sido ampliamente utilizada por su elevada
especificidad. Para esta prueba los virus pueden ser aislados en cualquier
sistema aunque en ocasiones es necesario realizar un pase por una linea de
células de mamifero permisiva como son las células LLCMK2, Vero y las de
mosquito.

La utilizacion de las células BHK21 en la técnica de placas (por micrométodo) ha
brindado resultados satisfactorios y rapidos. La misma es util, no sélo para la
identificacion, sino también para la deteccién de anticuerpos contra virus
dengue. Esta linea celular, fue obtenida en 1963 a partir de una mezcla de
rinones de hamsters sirios recién nacidos. La misma ha mostrado ser util para la
multiplicacién del virus de la rabia, los adenovirus y numerosos arbovirus, entre

otros.

Titulo de Dengue por micrométodo
Medios y soluciones:

» Medio Hanks + 0.5 % STF + Antibioticos

Solucién salina tamponada con fosfato (PBS)(pH 7.95)
Solucién de tripsina al 0.25%, pH 7.4-7.6

Solucién de versene al 0.02%, pH 7.4-7.6

vV V V V

Medio de crecimiento de las células BHK21(clono 15):

MEM con glutamina 2mM y aminoacidos no |90 ml

esenciales 1%

Suero fetal bovino 10 ml

Antibioticos 0.1 mL

Ajustar a pH 8 con solucion de bicarbonato de sodio al 7.5%
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» Medio Overlay:

STF 10 ml
L-Glutamina 1 ml
2x MEM (MBA) sin R.Fenol | 100 ml
CMC 3% esteéril 50 ml
Antibioticos 0.2ml

Ajustar a pH 8 con solucién de bicarbonato de sodio al 7.5%.

La carboximetilcelulosa (CMC) SIGMA # C-4888, viscosidad media se prepara al
3%: A 50 ml de agua bidestilada, se anaden 1.5 g de CMC dejando que se deja
disolver a 4° C durante uno o dos dias.

» Colorante: Naphthol Blue Black (NBB)

Nafthol Blue Black lg
Acetato de sodio 13.6 g
Acido acético glacial 60 ml
H>0O a completar 1000 ml

Nota: El NBB puede obtenerse de Matheson Coleman y Bell. El mismo puede no

estar estéril y almacenarse por largos periodos.

Materiales y Equipos:

» Tubos de diluciéon (100 x 13) o placas de 96 pocillos
Pipetas de cristal
Placas de 24 pozuelos
Puntas amarillas estériles
Pipetas "Eppendorf' de 1000, 200, 100, 50 y 20 ul
Incubadora de CO,

YV V V V

Siembra de células BHK21 Clono 15

1. Frasco Roux de monocapa completa (5 6 7 dias).
2. Decantar el medio.

3. Lavar las células con PBS (10 ml).
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4. Anadir 10 ml de tripsina - versene (1:1). Dejar a temperatura ambiente por 3
minutos. Eliminar el medio e incubar durante 5-10 minutos a 37° C (el
desprendimiento se hara evidente).

S. Anadir 9 ml de medio de crecimiento. Resuspender las células pipeteando
vigorosamente (10-15 veces).

Comprobar que la monocapa se ha desprendido completamente.

Distribuir 3 ml de células por cada frasco Roux (de cada Roux se obtienen 3
similares: split 1:3 semanal).

Completar el volumen de cada frasco a 100-120 ml de medio de crecimiento.
Incubar a 37° C por 5-7 dias. Aproximadamente a los 4-5 dias la monocapa

sera confluente y las células creceran de forma organizada en remolinos.

Preparacion de las células para la titulaciéon del virus

1. Calcular el numero de células necesarias para la prueba (2.5 x 105 células /
ml x 0.5 ml / pozuelo x 24 pozuelos x placa). Hacer una cantidad extra
(aproximadamente de un frasco de 75 cm?, se obtienen 3-6 x 10 células). Un
frasco de 75 cm? de monocapa confluente (4-5 dias) da para 10 placas.

2. Decantar el medio y lavar con PBS.

3. Anadir 4 ml de tripsina-versene y realizar el desprendimiento como se
describi6é anteriormente.

4. Desprender las células en 5 ml de medio de crecimiento.

S. Anadir toda la suspension celular a un frasco de 200 ml de boca ancha que
contenga 120 ml de medio de crecimiento. Este volumen es suficiente para 10

placas a razon de 0,5 ml/pozuelo.

Congelacién de las células BHK-21

1. De un frasco Roux con monocapa casi confluente (3-4 dias) desprender las
células como se describi6 anteriormente.

2. Colocar la suspension celular en tubos de centrifuga y centrifugar 3-5
minutos a temperatura ambiente a 1000 r.p.m.

3. Decantar el sobrenadante y resuspender las células en 5 mL de medio MEM +
glutamina + aminoacidos no esenciales + 1 mL de STF. Colocar en un frasco

rotulado con el # 1 que previamente debid estar en bano de hielo.



36

Preparar otro frasco que contenga 4 mL del mismo medio (sin STF) pero
anadiendo 1 ml de dimetilsulféxido. Colocarlo sobre el banio de hielo. Rotular
con el # 2. Comprobar que ambos frascos tienen bien mezcladas sus
soluciones.

Con una pipeta de 5 mL tomar el medio del frasco # 2 y anadir lentamente,
gota a gota y agitando, el contenido del frasco # 2 en el # 1. Siempre en bano
de hielo.

Distribuir 1 mL de la suspension (aprox. 1 x 10 células / mL) por ampula

(siempre en frio). Dejar 0,1 mL para la prueba de esterilidad.

7. Guardar durante 1 hora a -20° C.

8. Colocar las ampulas en una caja de poliespuma y guardar a -70° C por 24

horas. Pasarlas después a nitrégeno liquido.

Descongelacion de células BHK-21

1.

Extraer el ampula directamente del nitréogeno liquido y colocarla a 37 Ce en
bano de agua hasta que se descongele.
Extraer su contenido con pipeta de 1 mL y verterlo en un frasco plastico de 25

cm? que contenga 4 mL de medio de crecimiento. Incubar a 37°C.

3. Cambiar el medio a las 24 horas.

4. Cuando la monocapa celular se complete, pasar la linea en split 1:2.

Titulo de Dengue en células BHK21

1.

Preparar un grupo de tubos marcados desde 10-! y hasta 10-7, dependiendo
del titulo viral sospechado.
Pipetear asépticamente 0.9 ml del diluente (medio Hanks + 0.5% STF) en cada

uno de los tubos. Mantener en hielo.

. Descongelar rapidamente un vial del virus (preferiblemente a 37°C). Transferir

0.1 mL del virus al primer tubo con diluente, eliminar la pipeta

4. Mezclar vigorosamente en el agitador.

S. Transferir con una pipeta nueva 0.1 mL de la dilucion de virus 10! al

siguiente tubo y asi sucesivamente.
Anadir 0.5 mL de la suspension celular en cada pozuelo de la placa de 24 y

dejarlas en reposo 1 hora a temperatura ambiente.
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Marcar las placas, se toman 3 pozuelos por cada dilucion de virus como
minimo.
Dejar las diluciones virales por 1 hora a 37° C.

Inocular 50 uL de cada dilucion viral a las células.

10.Incubar por 4 horas a 37° C en incubadora de COo, al 5 %.
11.Anadir 0.5 mL de medio con CMC.EI medio debe tener un pH de 8-8,5 para

dengue 1, 3 y 4. Para dengue 2 puede encontrarse entre 7- 8,5

12.Incubar a 37° C por 8 dias para el dengue 4, 5 dias para el dengue 2 y 9 dias

para el dengue 1y 3, en incubadora de CO, 5%.

13.Descartar el medio. Lavar suavemente con agua corriente. Tenir las células

con NBB (0.5 mL por pozuelo). Después de 30 minutos lavar con agua de

nuevo. Las placas pueden ser contadas inmediatamente o cuando se sequen.

Neutralizacion por reduccion del nuimero placas

1.

Preparar las diluciones de los sueros en estudio, usando como diluente
Hanks + 2% de SFB .Estas diluciones puedne ser preparadas previamente y
mantenidas a 4°C no mas de una semana).

Preparar una dilucién de trabajo del virus que contengan aproximadamente
de 15 a 20 ufp / SOuL. Se prepara una dilucion de trabajo de 40 ufp /
S0uL,que al ser mezcladas con igual volumen, dichas diluciones de virus
contengan las 20 ufp/50uL

Calcular el volumen de virus necesario de la dilucion de trabajo
multiplicando por 100uL, el nimero de sueros en estudio mas el numero de
controles.

Realizar las mezclas de virus-suero en placas de 96 pozuelos. Cada pozuelo
de esta placa, contendra una mezcla de virus-suero en cantidad suficiente
para inocular 3 pozuelos de la placa de 24 pozos. Incluir en esta ultima
placa 2 pozuelos como minimo para el virus control, y 2 pozuelos con una
dilucion del control de virus 1:10 y 2 pozuelos dilucién del control de virus
de 1:100. Colocar la placa sobre hielo.

Anadir 100 pL de la dilucién de trabajo del virus y a los pozos controles de la

forma siguiente:
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Control de virus

100 pL de la diluciéon de virus

Ala 1:10

100ulL de la dilucion de 1:10

Ala 1:100

100uL de la dilucién de 1:100

Al control de células

100uL de Hanks

6. Utilizar una pipeta "Eppendorf’ de 100 pL, anadir 100 uL de cada suero o

de las diluciones de sueros en estudio. Mezclar 5 veces.

7. Cubrir la placa y mantener a 37°C por 1 hora.

8. Marcar las placas de 24 pozuelos y anadir 0.5 mL de la suspension de

células BHK?2.

9. Dejar las células en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente.

10.Inocular 50 uL de la mezcla virus-suero a cada pozuelo (por triplicado).

11.Incubar por 4 horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO..

12.Anadir a cada pozuelo 0.5 mL del medio overlay.

13.Incubar a 37°C en CO; por 8 dias para dengue 4, 5 dias para dengue 2y 9
dias para dengue 1 y 3.

14.Tenir las placas de la misma forma que se describié en el tépico de

titulacion viral.

Lectura de las placas

Titulo viral: Para conocer el titulo de un virus se aplica la siguiente formula:

Titulo UFP/mL = P x 10X
VvV
Donde:

P: Promedio del ntimero de placas obtenido en la dilucion en que se contaron

las placas.

10=: Dilucion en que se contaron las placas (Factor de dilucion).

V: Volumen del in6culo expresado en mL

Nota: Siempre que se utilice un volumen de inéculo de 50 pL la formula queda de

al siguiente forma: Titulo UFP/mL =P x 10= x 20
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Ejemplo:
Dilucién # de placas Promedio
101 NC NC NC NC
102 15 19 17 17
103 4
104 0 0 0 0

NC - No contable

Titulo= 3x 103x 20 = 6.0 X 104 UFP/mL

Calculo de la dilucion de trabajo de virus a utilizar:

La manera mas facil de calcular la dilucion de trabajo es observando el numero
de placas virales en la placa de titulacion y tomando una dilucion 2 veces mas
concentrada de la que muestra el numero ideal de placas. Por ejemplo: Si en la
dilucion 1/10000 se observa un promedio de placas virales entre 20 y 30

(nimero ideal de placas), la dilucion de trabajo adecuada sera de 1/5000

Calculo del punto final del 50% de reduccion de placas:

» Calcular el promedio del nimero de placas en el control de virus o en su

lugar, en el control de virus mas suero negativo control.

Calcular el % de reduccién de placas para cada mezcla virus-suero con respecto

al promedio del virus control. Ejemplo:

# de placas Promedio (P)
Control de Virus (CV) | 19 20 21 20
Virus + suero (V+S) 6 4 S S

% de reduccién= (1 - P (V+S)) x 100 = (1- 5/20) x 100 = 75%
P (CV)
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Para conocer el titulo de anticuerpos de un suero pueden utilizarse 2

métodos:

1. El suero se prueba a una dilucion especifica frente a una dilucién constante
de virus. En este caso se obtiene el % de reduccion de placas para la diluciéon
de suero utilizada, lo cual indicaria si el suero tiene o no anticuerpos (% de
reduccion). Cuando este % de reducciéon es de >=50%, se considera que el
suero es positivo (presencia de Acs).

2. El suero se prueba en varias diluciones frente a una concentracion constante
de virus, esto nos permite conocer el titulo de anticuerpos del suero. Para
cada dilucién de suero se halla el % de reduccion del numero de placas.
Estos datos se llevan a un papel semilogaritmico, para hallar la dilucion que
reduce en 50% el numero de placas, la cual representa el titulo del suero.
Este método es también utilizado para identificar virus, pues se pone un
virus aislado a una concentracién constante previamente definida frente a

diluciones de un suero hiperinmune conocido.

En la foto pueden observarse las placas producidas por una cepa de virus dengue
2 y una de cepa dengue 1 en células BHK21 (diluciones virales desde 10-2 a 10-9).
Las tres primeras filas rpresentan las diluciones de dengue 1 y las tres restantes

de dengue 2.

102 10° 10* 10°
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En la neutralizacién se puede utilizar el método de diluciones variables de virus
frente a una diluciéon constantes de suero. La dilucion de virus que infecta el 50%
del hospedero se considera el punto final. Los resultados obtenidos se comparan
con el titulo del virus sin suero (control de virus) y se halla el indice de
neutralizacion. Una diferencia de al menos 2 en el logaritmo de base 10 se
considera como un criterio de neutralizacion significativa. Este método puede ser
utilizado para identificar un virus (frente a un suero hiperinmune conocido a una
dilucion constante) o para conocer diferencias en el titulo neutralizante entre un
suero de paciente en fase aguda y un suero en fase convaleciente.

El método de neutralizacién basado en una diluciéon variable del virus que se
pone en contacto con diluciones variables de suero, no se utiliza en la practica,

dada su complejidad.

Referencias

1. Morens, D.M., Halstead, S.B., Repik, P.M., Putvatana, R.P., and Raybourne, N.
Simplified plaque reduction neutralization assay for dengue viruses by
semimicro methods in BHK-21 cells: Comparison of the BHK suspension test
with standard plaque reduction neutralization. J. Clin. Microbiol. 1985; 22: 250-
54

2. Alvarez M, Rodriguez-Roche R, Bernardo L, Morier L, Guzman G. Improved
Dengue Virus Plaque Formation on BHK21 and LLCMK2 Cells: Evaluation of
Some Factors. Dengue Bulletin 2005;29.
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PREPARACION DE ANTIiGENO POR EL METODO
DE SACAROSA-ACETONA

Aunque existen varios métodos para la preparacion de antigenos para arbovirus,
la técnica mas utilizada es la extraccién con sacarosa-acetona descrita por Clarke
y Casals en 1958, la cual proporciona antigenos estables con altos titulos.

El proceso es potencialmente peligroso y deben tomarse las medidas necesarias
para la manipulacion del virus infeccioso, de la acetona (inflamable) y de la
sustancia inactivadora del virus.

Este método proporciona antigenos hemaglutinantes y fijadores del complemento
por lo que pueden utilizarse para ambas técnicas.

La acetona permite un mayor rendimiento viral al actuar sobre los lipidos del
cerebro. La sacarosa protege de la accion de la acetona sobre la envoltura del
virus mediante un mecanismo que aun no ha sido dilucidado por completo. La
relacion entre las concentraciones de sacarosa, cerebro, acetona y agua parecen

ser criticas en el rendimiento viral.

Materiales y Equipos:

» Gabinete de seguridad

» Centrifuga refrigerada

» Homogenizador mecanico o eléctrico

> Cristaleria

Reactivos:

» Sacarosa

» Acetona , calidad reactiva a -70°C

» Solucién Borato Salina pH 9 (BS)

» Tris ( Hydroxymethyl aminomethane, Gibco 130910 )

» Beta propiolactona (BPL) (Betaprone, Fellows Testagar, Detroit, Michigan)
» Alcohol 70%
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Obtencion de cerebros de ratones infectados:

1. Inocular por via intracerebral los ratones lactantes de 1-2 dias de nacidos
con 0.02 ml de una suspension de cerebro de raton infectado con alguno de
los serotipos en cuestion. Esta suspension usualmente se prepara a una
dilucion 1/50 del cerebro en PBS con 5 % de suero de ternera inactivado
por calor y antibioticos. Puede usarse en lugar de PBS, medio 199 u otro.

2. Examinar los ratones inoculados entre el 4to y el 7mo dia post inoculacion
(dependiendo de la cepa y el serotipo inoculado) en busca de los signos de la
enfermedad. Cuando la mayoria de los ratones estén enfermos deben
congelarse preferiblemente a -20 6 -70° C hasta su uso.

3. Los ratones se desinfectan con alcohol al 70% y se dejan secar. El tejido
cerebral de cada ratén se extrae asépticamente por aspiraciéon colocandolo en
un frasco con hielo.

4. Para preparar el antigeno pueden utilizarse los cerebros previamente
extraidos y guardados a -70 C o pueden guardarse los ratones a -20 6 -70° C
hasta el dia antes de la preparacion del antigeno momento en el cual se dejan
durante toda la noche a 4°C para su descongelacion y posterior extraccion

del cerebro.

Extraccion del antigeno

El antigeno se prepara asépticamente en un gabinete de seguridad grado 2
preferiblemente. Tanto el antigeno como la acetona utilizada son infecciosas por
lo que deben manipularse con extremo cuidado. Debe evitarse el uso de
mecheros durante el proceso.

1. Por cada volumen de cerebro de raton extraido afiadir 4 volumenes de
sacarosa al 8.5 % en agua destilada. Homogenizar la suspension
exhaustivamente en frio.

2. Anadir la suspension de cerebro a 20 volumenes de acetona fria (kitasato).
Utilizar para esto una aguja #18 larga sumergida en la acetona.

3. Agitar vigorosamente en ambos sentidos y dejar reposar en bano de hielo

durante 15 minutos.
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4. Aspirar la acetona completamente y afiadir otros 20 volimenes de acetona

fria. Romper el precipitado con un agitador de vidrio. Dejar sedimentar el
antigeno y reposar en bano de hielo durante 1,5 horas con agitacion

ocasional durante la primera hora.

S. Aspirar la acetona y secar el precipitado utilizando una bomba de alto

vacio (102 mB) hasta la aparicion de wun polvo rosado claro

(aproximadamente 30 min).

6. Rehidratar con buffer tris-borato salina + 5% sacarosa a 0.5 voliumenes del

homogenizado de cerebro-sacarosa (el tris se prepara al 1 M en cloruro de
sodio al 0,85% y posteriormente se lleva a 0,1 M en buffer borato-salina
pH 9 chequeandose este posteriormente).
Dejar rehidratanto toda la noche a 4°C con agitacion.
Centrifugar 30 minutos a 4°C a 3000 rpm y desechar el precipitado.
Para inactivar el antigeno se anade BPL para una concentracion final de
0.1% para dengue 1, 3 y 4; al 0.19 % para dengue 2. Agitar bien y
mantener a 4°C durante 48 horas.

10.Distribuir en alicuotas para guardar a -70°C o para liofilizar y guardar a -
20eC.

11.Chequear si la inactivacion fue efectiva inoculando con el antigeno
inactivado por via intracerebral dos familias de ratones lactantes y
observar por 21 dias.

12.Para los virus Dengue la concentraciéon de BPL es critica de acuerdo al
serotipo, ya que concentraciones mayores reducen la actividad del
antigeno.

13.Durante el proceso de extraccion deben reenvasarse varias ampulas
conteniendo cerebro de raton solo en suspension al 10% (en PBS o medio
de cultivo + suero de ternera al 5% + 100 U por ml de antibi6ticos) las
cuales se guardaran a -70° C y serviran como virus "semilla" para el

proximo pase en ratones y de esta forma mantener el virus.
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HEMAGLUTINACION E INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Algunos virus son capaces de aglutinar los glébulos rojos. La hemaglutinacion
(HA) es la union de los eritrocitos producida por el virus o por alguna estructura
del mismo. El resultado visible de la HA viral es un patrén formado en el fondo
del pozuelo por los eritrocitos unidos por la hemaglutinina viral.

En la hemaglutinacién directa el virus acttia directamente sobre las células y esta
propiedad puede ser inhibida por anticuerpos especificos al virus. En el caso de
los arbovirus la propia particula viral es la hemaglutinina no existiendo enzima
destructora del receptor como en los orthomyxovirus.

Los anticuerpos obtenidos contra los diferentes arbovirus poseen una amplia
reactividad de grupo por lo que la prueba de inhibiciéon de la hemaglutinacion (IH)
se utiliza para clasificar los mismos en grupos antigénicos.

Equipos:

» Centrifuga refrigerada

» Placas en fondo U desechables

» Pipetas eppendorf de 25 y 50ul. Pipeta multicanal de 25-250ul.

» Cristaleria

Reactivos:

» Solucion de Alsever

Dextrosa 20.5 g
NaCl 4.2 g
Acido citrico(C¢HsO7.H20) 0.55¢g
Citrato de sodio(Na3zCeHs07.2H20) 80 g
H>0 destilada a completar 1000 mL

Esterilizar en autoclave por 10 minutos a 10 libras de presion.

» Globulos rojos de ganso, adulto, macho (sangrar s6lo cada 6 semanas). Las
hembras no se utilizan ya que los cambios en el ciclo hormonal pueden variar
los titulos hemaglutinantes.

» Cloruro de sodio 1.5 M.

» Fosfato dibasico de sodio (NaoHPO4.12 H20) 0.5 M.

» Fosfato monobasico de sodio (NaH2PO4.2H,0) 1 M.



Acido Bérico 0.5 M.
Solucion borato salina pH 9.

Albumina bovina (fraccion V) al 0.4 % en buffer borato salina, pH 9 (BABS)

YV V V V

Kaolin (lavado en acido) al 25% en buffer borato salina (Flow laboratories) del
utilizado para el diagnostico de Rubéola.
» Antigenos (preparados por el método sacarosa-acetona).

» Soluciones stocks:

NaCl (1.5 M). 87.6g en 1000mL de agua destilada

NaH,PO4 (anhidro) 1M 120g en 1000 mL de agua destilada

NaoHPO4(anhidro)0,5 M |70.59g en 1000mL de agua destilada

» Solucién A (pH 8.8):

» Solucién B (pH 4.3):

NaCl(1.5M) 100 mL
NaH,PO4(1 M) 200 mL
Completar con agua destilada 1000 mL

Tabla de Valores de pH

pH Solucion A | Solucion B
(mL) (mL)
5.75 |3.95 97
6.0 12.5 87.5
6.2 22 78
6.4 32 68
6.6 45 55
6.8 55 45
7.0 64 36
7.2 72 28
7.4 79 21

NOTA: El pH final es obtenido mezclando volumenes iguales de buffer borato-
salina pH 9 con cada una de las soluciones anteriores. El ajuste de los pH se
hace con las soluciones A y B (dependiendo si hay que acidificar o alcalinizar).
Las soluciones de pH pueden guardarse a 4°C excepto las que estan por encima

de 6.8 que pueden cristalizar.



47

» Soluciones stocks para buffer borato-salina pH 9:

NaOH(1.0M) [40.02g |[Completar hasta 1000mL con agua
destilada.

BO3H3(0.5 M) [{30.912g | Completar hasta 1000mL con agua
destilada.

NaCl(1.5 M) |87.6g Completar hasta 1000mL con agua
destilada.

Buffer borato-salina:

NaOH(1.0 M) |24 mL

BO3H3(0.5 M) | 100 mL

NaCl(1.5 M) |80 mL

Completar a 1000 mL con agua destilada y ajustar el pH a 9. No debe usarse por

mas de 30 dias.

> Albumina bovina 0.4%:

Albumina bovina 0.8¢g

Buffer borato salina pH 9 |200 mL

Ajustar el pH a 9 utilizando NaOH 2N. Puede prepararse una solucion al 4% en
cantidad de 100 ml y filtrar por "millipore" la que puede guardarse en frio hasta
su uso momento en el cual debe diluirse 10 veces en buffer borato salina pH 9.
Una vez preparada debe utilizarse en una semana y guardarse a 4 C.

Dilucién del Antigeno: Las diluciones de antigenos y sueros se realizan con

albumina bovina 0.4%.

Preparacion de los gldbulos rojos de ganso:

1. Extraer la sangre de forma estéril (1 parte de sangre y 4 de Alsever). Usar
una aguja de # 20. Filtrar por gasa estéril.

2. Lavar las células 3 veces en solucion salina (0.9g de NaCl en 100 mL de
agua destilada) o PBS. Centrifugar en un tubo de fondo redondo y
posteriormente de fondo coénico a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Eliminar el sobrenadante.
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Para la técnica preparar una solucion al 0.5 % de globulos en los buffers
de diferentes pH previamente ajustados.
Si no se emplean los globulos inmediatamente pueden ser guardados a 4°C

en solucion salina o PBS

Tratamiento de los sueros con Kaolin:

El kaolin se wutiliza para eliminar los inhibidores inespecificos de la

hemaglutinacién, que puedan estar presentes en los sueros humanos. Pueden

existir lotes de kaolin que no brinden resultados satisfactorios.

1.

No g ks e d

Tomar 0.1 mL de suero.

Anadir 0.4 mL buffer borato salina pH 9 (el suero queda diluido 1:5).
Anadir 0.5 mL de Kaolin previamente agitado.

Agitar la mezcla.

Dejar a temperatura ambiente por 20 minutos con agitacion ocasional.
Centrifugar a 2,500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente.

El suero queda diluido 1:10.

Para eliminar las aglutininas inespecificas se absorben los sueros ya tratados con

globulos rojos de ganso de la siguiente forma:

1.

a kLN

Preparar una suspension de glébulos rojos de ganso al 50% en soluciéon
salina 6 PBS.

Anadir 0,025 mL de la sunspension anterior al suero ya tratado y agitar.
Mantener a 4°C durante 20 minutos con agitacion ocasional.

Centrifugar a 1,500 rpm 10 minutos a 4°C.

Guardar en frio (si se transfiere a otro tubo puede mantenerse durante
varios dias a 4° C sin pérdida apreciable del titulo de anticuerpos) No
deben almacenarse por tiempo indefinido ya que los titulos no son estables

y las aglutininas inespecificas pueden reaparecer.
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Hemaglutinacién (HA)

1.

Hidratar los antigenos liofilizados y mantenerlos a 4°C por al menos 1
hora, pero preferiblemente toda la noche.

Preparar diluciones seriadas (al doble) en las placas previamente
rotuladas, a los diferentes pH de trabajo (el pH 6ptimo para el antigeno, el
valor superior de pH y el valor inferior). De no conocer el pH 6ptimo de

cada antigeno, debe titularse a todos los pH.

3. Anadir 0,025 mL de BABS a cada pozuelo de la placa.

4. Anadir 0,025 mL del antigeno al primer pozuelo de cada hilera.

5. Hacer diluciones al doble comenzando por el primer pozuelo y utilizando

pipetas “multicanal”.

6. Agitar la placa.

7. Anadir 0,025 mL de la solucion glébulos rojos al 0.5% preparados en cada

uno de los diferentes pH.

8. Agitar y dejar reposar de 30-40 minutos a temperatura ambiente.

9. Leer la hemaglutinacion (una capa fina y bien distribuida de glébulos).

Para determinar el titulo hemaglutinante y el pH 6ptimo de antigeno se usa como

punto final la mas alta dilucién de antigeno que muestra aglutinacion completa

(titulo del antigeno). El pH 6ptimo es aquel donde el titulo del antigeno es mayor.

Para la IH se utiliza una dilucién de antigeno que contenga de 4 a 8 unidades

hemaglutinantes (UH) por 0,025 ml:

Ejemplo:

Si el titulo del antigeno es 1:2048, entonces:

2048 |1 UH
1024 |2 UH
512 |4 UH
256 |8 UH

Por tanto, debe realizarse una dilucion del antigeno de 1:256 que dara las 8 UH /

0,025 mL. La dilucién del antigeno se hace en BABS, y es aconsejable retitular el

mismo una vez hecha la diluciéon para comprobar que contenga las 8 UH.
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Patron de hemaglutinacion:

>

No hemaglutinacién: Los glébulos rojos sedimentan en el fondo del pozuelo

observandose como un boton.

Hemaglutinacion parcial: Se observa un anillo de células aglutinadas

alrededor de un botén en el centro. No se lee como punto final de
hemaglutinacion.

Hemaglutinacién completa: Los gloébulos rojos dan una capa fina y bien

distribuida en el pozuelo. Se lee como punto final de la hemaglutinacion.

Inhibicién de la hemaglutinacion (IH)

1.

a kLN

Rotular las placas con el numero de los sueros a probar y el antigeno a
utilizar. Es recomendable usar una placa por antigeno. Los sueros son
probados utilizando 4, 8 6 12 diluciones de los mismos contra el antigeno;
dependiendo esto del tipo de suero, del propésito y de la experiencia del
laboratorio en el diagnéstico o encuestas serologicas. Los pares de suero de
un paciente deben ser tratados y probados en el mismo ensayo.

Anadir 0,025 mL de BABS a cada pozuelo.

Anadir 0,025 mL del suero a titular en el primer pozuelo de cada hilera.
Diluir los sueros con pipeta “multicanal”.

Anadir a cada pozuelo 0,025 mL de la dilucién de antigeno que contiene 8
unidades hemaglutinantes.

Agitar y dejar reposar a temperatura ambiente durante 45 minutos.

Anadir 0,05 ml de glébulos rojos diluidos en el pH o6ptimo para el virus.

Agitar y dejar reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Lectura:

La inhibiciéon de la hemaglutinacion presenta un patréon de no hemaglutinacion.

El titulo de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion es la mayor diluciéon de

cada suero que produce inhibicion de la hemaglutinacion completa o casi

completa y se expresa como la dilucién del suero. Como el patréon de aglutinacion

puede cambiar con el tiempo, el punto final puede ser marcado sobre la placa con

un plumén tan pronto como se forme.
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Controles:

» Control de glébulos rojos de ganso (permite detectar aglutinacion inespecifica
de las células en ausencia de suero y antigeno); solo contiene BABS y globulos
rojos.

» Control de suero positivo o liquido ascitico hiperinmune con anticuerpos al
antigeno utilizado.

» Control de suero negativo al antigeno utilizado.

» Control de células para cada suero para detectar aglutinacion no especifica
(s6lo contiene una dilucién baja de suero 1:10 o 1:20 y glébulos rojos.

» Control de las unidades hemaglutinantes del antigeno.

En la foto se muestra el titulo de
AcsIH en 6 pares de sueros frente
a virus dengue 2.

Suero 1 (<20\<20)

Suero2 (<20\80)

Suero3 (20\20)

Suero4 (20\320)

SueroS (640\640)

Suero 6 (80\640)

NOTA: En el caso del virus Dengue deben incluirse en cada prueba varios
serotipos y algtin otro flavivirus como Encefalitis de San Luis o Fiebre Amarilla de
acuerdo a los virus que circulen en el area.

Interpretacion de los resultados:

Para el diagnostico deben utilizarse sueros pareados ya que los monosueros no
son utiles para confirmar un caso como dengue, sin embargo, la detecciéon de
titulos elevados de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion (>=1\1280) en
un monosuero es criterio de caso probable de infeccion por dengue. Dada la
reaccion cruzada que presentan los flavivirus, una prueba serologica positiva
nunca puede ser tomada totalmente como criterio de identificaciéon del virus
infectante (en cada brote debe intentarse el aislamiento y la identificacion del

virus). Puede ocurrir una variedad de respuestas serologicas:
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Interpretacion de la respuesta de Acs IH a dengue

Respuesta de

Intervalo ler y 2do

Titulo suero

Anticuerpos suero convaleciente Interpretacion
infeccion
aumento >= 4 veces >=7 dias <=1:1280 comprobada,
primaria
infeccion
aumento >= 4 veces | cualquier muestra >=1:2560 comprobada,
secundaria
infeccion
_ . _ comprobada, posible
aumento >= 4 veces < 7 dias <=1:1280 . M
primaria 6
secundaria
sin cambio cualquier muestra >= 1:2560 presunta 1nfef:c1on,
secundaria
sin cambio >= 7 dias <=1:1280 no dengue
sin cambio < 7 dias <=1:1280 sin interpretacion
solo una muestra < 1:1280 sin interpretacion
- = 1280 caso probable

Referencias

1. Clarke DH, Casals J. Techniques for hemagglutination and hemagglutination

inhibition with arthropodborne viruses. Amer. J. Trop. Med. Hyg. 1958;7:561-

573.
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PREPARACION DE CONJUGADO ANTI-DENGUE-PEROXIDASA

Desde hace varios anos se han desarrollado métodos inmunolégicos que han
tenido una aplicacion creciente en el campo de la virologia entre los cuales se
destaca el Inmunoensayo Enzimatico Sobre Fase Solida conocido como ELISA,
que por reunir caracteristicas que lo hacen 1til para la deteccion de anticuerpos y
antigenos ha reforzado o reemplazado algunos de los métodos clasicos.

Uno de los componentes principales de este sistema lo constituyen los
conjugados, los cuales estan formados por una enzima ligada a un antigeno o
anticuerpo determinado.

Existe una gran variedad de enzimas que han sido utilizadas como marcadores,
por ser estables, altamente reactivas y puras, entre las que se encuentran: la
Acetil colinesterasa, Citocromo C, B-D-galactosidasa y otras. Sin embargo la
Fosfatasa alcalina y la peroxidasa han sido las mas utilizadas por su bajo costo,
facil conjugacion y su variedad de sustrato.

En el proceso de conjugacion es importante que tanto la enzima como el
anticuerpo o antigeno mantengan al maximo su actividad, ademas de lograr un
optimo acoplamiento de ambos componentes. Entre los métodos de conjugacion
mas utilizados se encuentran el de Glutaraldehido de 2 pasos y el del Peryodato,
siendo este ultimo el que brinda mejores resultados cuando se trabaja con

peroxidasa (Nakane PK et al., 1974).

Precipitacion de inmunoglobulinas con sulfato de amonio

Materiales:

» Solucién saturada de sulfato de amonio (pH 7). La solucion debe prepararse
con varios dias de anticipacion para garantizar su saturacion y debe ser
filtrada antes de usarse.

» Solucion salina al 0.85%: 8,5 g en 1L de agua destilada.

Método:
» Adicionar 2 ml de suero humano conteniendo anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacion con titulos de 1280 o mas contra los 4 serotipos de virus

dengue, a 2 mL de solucion salina al 0,85%.
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La mezcla es mantenida en agitaciéon con la adicion lenta de 4 mL de la
solucion saturada de sulfato de amonio, continuar la agitacion durante 45
minutos.

La mezcla es centrifugada a 5000 rpm por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante
es eliminado.

El precipitado es resuspendido en 2 mL de solucién salina. Se adicionan
lentamente y agitando, 2 mL de sulfato de amonio, manteniéndose la agitaciéon
por unos 5 minutos. Centrifugar nuevamente.

Se repite el paso anterior.

Se resuspende con 2 mL de solucion salina y se dializa contra grandes
volumenes de dicha solucioén (3 veces por 1 litro de salina) a 4°C en agitacion.
Determinar la concentracion de inmunoglobulinas mediante la lectura de la

densidad optica a 280 y 260 nm.

Concentracion de inmunoglobulinas

Para determinar la concentracion de proteinas de una muestra, se determina la

densidad o6ptica de la muestra a 280 y a 260; se calcula la relaciéon (R 280 / 260),

y se determina el factor (F) correspondiente en la tabla, se procede entonces a

sustituir en la siguiente ecuacion:

Concentracion de proteinas (mg/mL) =F x 1/d x DO 280

Donde: d es el ancho de la cubeta en cm.



Algunos valores de F y R (280 / 260)

R 280 / 260 |% Acidos nucleicos F
1.75 0.00 1.116
1.63 0.25 1.081
1.52 0.50 1.051
1.40 0.75 1.023
1.36 1.00 0.994
1.30 1.25 0.970
1.25 1.50 0.944
1.16 2.00 0.890
1.09 2.50 0.852
1.03 3.00 0.814

0.979 3.500 0.770
0.939 4.00 0.743
0.874 5.00 0.628
0.846 5.50 0.650
0.822 6.00 0.632
0.801 6.50 0.607
0.781 7.00 0.585
0.767 7.50 0.565
0.753 8.00 0.545
0.730 9.00 0.506
0.705 10.00 0.478
0.671 12.00 0.422
0.644 14.00 0.377
0.615 17.00 0.322
0.505 20.00 0.278

Conjugacion por el método del peryodato de sodio

Materiales:

» Buffer Acetato de sodio 1mM, pH 4.4.

Solucion A: Acetato de sodio anhidro 0,824 g en 100 mL de agua destilada
Solucién B: Acido acético 0,6 mL en 100 mL de agua destilada.
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Anadir una parte de A para dos partes de B. Diluir 1:100 con agua destilada

para obtener 1mM. Chequear pH 4,4

» Buffer Bicarbonato de sodio 0,2 M pH 9,5.

Solucién A: Carbonato de sodio anhidro 0,2 M 0.212g/10mL de agua

destilada.

Solucién B: Bicarbonato de sodio 0,2 M 0.168g/10mL de agua destilada.

Anada A a B hasta obtener pH 9,5.
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> Buffer Carbonato / Bicarbonato 0,01M pH 9,5.

Carbonato de sodio anhidro 1,59g; Bicarbonato de sodio 2,93g. Disolver en
1 L de agua destilada y ajustar el pH si es necesario. Diluir 1:5 para obtener
0,01 M.

» Peryodato de sodio

» Borohidruro de sodio.

Método:

1. Disuelva 8 mg de Peroxidasa de Rabano picante (tipo VI) "Sigma'"en 1 mL de
agua destilada.

2. Prepare soluciéon de peryodato de sodio 0.01 M (21 mg/mL) en agua destilada
al momento de su uso. Anada 0.2 mL de esta solucion a la de peroxidasa
suavemente y agitando, manténgalo en agitacion durante 20 min. a
temperatura ambiente.

3. La mezcla de peroxidasa y peryodato es dializada toda la noche contra un
volumen de 1L de buffer acetato de sodio 1 mM pH 4,4 a 4°C. Se dializa
también 1mL de las Igs de dengue a conjugar en concentraciones de 10
mg/mL contra buffer carbonato-bicarbonato 0.01M pH 9,5.

4. Anadir 20 uL de buffer bicarbonato de sodio 0.2M pH 9.5 a la peroxidasa.
Chequear pH y anadir otros 20 uL si fuese necesario. Adicione 1mL de Igs
dializadas. Agite la mezcla suavemente por 2 horas a temperatura ambiente.

S. Adicione 0.1 mL de borohidruro de sodio (4mg/mlL) recién preparada, a la
mezcla. Mantenga la agitacion por 2 horas a 4°C.

6. Después del tiempo de agitacion con el borohidruro afadir al conjugado
igual volumen de sulfato de amonio saturado gota a gota y agitando. Dejar 5
minutos en agitacion y centrifugar a 5 000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Eliminar sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL de PBS. Dializar
contra PBS a 4°C en agitaciéon toda la noche.

7. Pasar el conjugado a un tubo y agregar albumina bovina fraccién V para una
concentracion final del 1 % y glicerol a igual volumen del conjugado.
Homogeneizar bien.

Determinar el titulo del conjugado mediante la técnica ELISA

Envasar en alicuotas y almacenar a -20°C.
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ELISA DE CAPTURA DE IgM (MAC- ELISA)

A partir de la década de los 80 se comenzaron a desarrollar los sistemas inmuno
enzimaticos conocidos como ELISA, los cuales han sido de gran utilidad en el
diagnéstico serologico del virus dengue. E1 MAC-ELISA aplicado para la deteccion
de anticuerpos IgM a dengue, se ha convertido en una de las pruebas mas
utilizadas en los laboratorios, brindando un alto grado de sensibilidad y
especificidad. Hasta el presente, este sistema es un invaluable método para la
vigilancia de la FD y FHD/SCD, considerandose los anticuerpos IgM un
importante marcador serolégico de las infecciones por dengue. Estos
anticuerpos comienzan a ser detectable con la caida de la fiebre, por lo que se
recomienda que las muestras de suero utilizadas sean obtenidas después del 5to

dia de comienzo de los sintomas (1-3).

ELISA DE CAPTURA ANTI-IgM

conjugado anti-virus

antigeno

IgM (suero del paciente)

2t

anti IlgM
soporte sélido

Materiales:

= Buffer fosfato-salina (PBS) pH 7,4: Cloruro de sodio (NaCl) 8g; Cloruro de

potasio (KCl) 0,2g; Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4) 0,2g; Fosfato
dibasico de sodio anhidro (Nap,HPO4) 1,2g. Disuelva en 1L de agua destilada.
Mantenerlo a temperatura ambiente.

= Diluyente de muestra: PBS conteniendo ASB al 0,5%.

= Buffer de Recubrimiento (coatting) Carbonato/Bicarbonato 0,05 M pH 9,5
= Carbonato de sodio (NaxCOs3) anhidro 1,59g ; Bicarbonato de sodio (NaHCOg)

2,93g. Disuelva en 1L de agua destilada, ajuste pH si es necesario. (Duracion

maxima de 15 dias, mantener a 4°C)
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Inmunoglobulinas anti-IeM humana purificada por cromatografia de afinidad

(SIGMA).

Albumina bovina sérica fraccion V (ABS) al 1% (solucion para bloqueo):

Disuelva 1g de ABS en 100mL de buffer de recubrimiento (coatting). Se
requiere 15 mL por placa. Prepararlo al momento de ser usado.

Suero humano negativo de anticuerpos a virus dengue (SNH): Suero de

paciente sano negativo de anticuerpos IgM e IgG a virus dengue

Antigeno de los cuatro serotipos del dengue obtenidos por el método de

sacarosa-acetona: Se prepara una mezcla de los cuatro serotipos a una

proporcion que contengan 16-32 UH (se calcula segun titulo hemaglutinante)
cada uno en PBS conteniendo 5% de SHN. Se requiere 5 mL por placa.
Conjugado anti-dengue peroxidasa (ver método de conjugacion): Se prepara

una diluciéon del conjugado 1:7000 en PBS conteniendo 5% de SHN. Se

requiere S mL por placa.

Buffer Fosfato-citrato 0,05M pH 5: Acido citrico 5,1g; Fosfato dibasico de

sodio anhidro 7,47g. Disuelva en 1L de agua destilada. Ajuste el pH a 5.
Sustrato: 10 mL de buffer fosfato-citrato; 2,5 mg de Ortofenilendiamina (OPD)
+ 4 ul Peréxido de hidrogeno (p.a.) H2O.. Proteger de la luz.

Método:

1.

A una placa (NUNC Maxisorp) se le agrega 100 uL por pozo de IgG de carnero
anti- IgM humanas a una concentracion de 7,5 ug/mL en buffer de
recubrimiento (coatting). Esta concentracion se determina mediante una curva

de saturacién. La placa es colocada en camara humeda a 4°C toda la noche.

2. Lavar 5 veces con PBS.

3. Anadir 150uL por pozo de ABS al 1% en buffer de recubrimiento (coatting).

Incubar la placa en camara htimeda por 1 hora a 37°C. Se requiere un total de

15 mL por placa.

4. Lavar 5 veces con PBS.

S. Agregar los sueros a probar diluidos 1/20 en PBS-ABS al 0.5%. SOuL por

pozo. Se deben incluir suero positivo (por duplicado) y suero negativo (por
cuadruplicado) como controles diluidos también 1/20. Incubar la placa en

camara humeda por 2 horas a temperatura ambiente.
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6. Lavar 5 veces con PBS.

7. Anadir S0uL de la mezcla de antigeno por pozo. Colocar la placa en camara
htumeda a 4°C toda la noche.

8. Lavar 5 veces con PBS.

9. Agregar SOuL del conjugado anti-dengue peroxidasa por pozo e incubar en
camara humeda 1 hora a 37° C. La dilucién del conjugado

10.Lavar 7 veces con PBS.

11.Agregar el sustrato 100 uL por pozo. Mantener la placa en la camara protegida
de la luz durante 30 minutos a temperatura ambiente y detener con100 pL
por pozo de acido sulfarico al 12.5%.

12. Leer la placa en un lector de ELISA a 492nm.

Calculo de los resultados: Determinar la media aritmética de las DO de los

controles negativos y multiplicar por 2. Toda muestra que tenga un valor mayor o
igual al calculado sera positiva (3).

Validez del ensayo: Se determina la media de los valores de densidad o6ptica (DO)

del control positivo y del negativo y se dividen (DOm positivo/DOm negativo) y el

valor obtenido debe ser mayor o igual que 10.

Otras aplicaciones del ELISA de captura
Esta técnica puede ser utilizada para la deteccién de anticuerpos IgA e IgE. Se
emplea el mismo principio y los mismos reactivos excepto la IgG de carnero anti-

IgA y anti-IgE que sustituyen a la IgG de carnero anti-IgM (3-4).

Muestras de sangre en papel de filtro

Determinacion de la presencia de anticuerpos IgM en muestras de sangre total
tomadas en papel de filtro (Blood Sampling Paper, NOBUTO, Toyo Roshi Kaisha,
Ltd. Japon): Para la toma de sangre total, se punciona con lanceta estéril el
pulpejo del dedo indice dejando absorber la sangre sobre el papel de filtro hasta
que el mismo se impregne totalmente por ambos lados (zona A). Previamente,

cada papel de filtro debe ser rotulado en la zona B utilizando grafito.
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Después que la sangre es totalmente absorbida sobre el papel, esta se deja secar
a temperatura ambiente en posicion vertical, con la zona B hacia abajo.

Posteriormente, se guardan en sobres preferiblemente a 4°C.

PAPEL EMPLEADO EN EL ESTUDIO, SENALANDOSE LAS ZONAS
A (ABSORCION DE SANGRE) Y B (IDENTIFICACION).

30 mm 18 mm

Procesamiento

El papel de filtro conteniendo la sangre seca es cortado en varias partes y
colocado en un vial de 1.5mL Posteriormente se anade un volumen del diluyente
de muestra (PBS-ASB al 0,5%) en dependencia de la dilucién final que se desee
(Ejemplo: 400 uL es equivalente a una dilucién de 1/10 de suero; 800 uL a 1/20).
Para el MAC-ELISA se afiaden 800 uL de diluyente para trabajar con la dilucion
1/20. Después de anadido el diluyente de muestra y verificar que todo el papel
con sangre se encuentra dentro del volumen del diluyente, se deja el vial durante
toda la noche a 4°C para facilitar la completa elusion de la muestra. Para la
determinacion de anticuerpos IgM por MAC-ELISA se sigue el mismo
procedimiento que para los sueros, colocando directamente 50 uL de la sangre

eluida en el pozo (4).
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METODO ELISA DE INHIBICION (MEI)

Dos tipos de respuesta serolégica se observan principalmente en el dengue: primaria
y secundaria. La primaria se presenta en aquellos individuos que no son inmunes a
flavivirus. La respuesta secundaria se observa en aquellos individuos con una
infeccion aguda por dengue que han padecido previamente una infeccion por
flavivirus (1). La inmunidad a un serotipo se considera de larga duraciéon y efectiva
frente a una segunda infeccion por el mismo serotipo. La existencia de los cuatro
serotipos virales posibilita que se produzcan infecciones terciarias y cuaternarias.

En los individuos que sufren su primoinfeccion, los anticuerpos IgG antidengue
comienzan a incrementarse lentamente a partir del St-6t° dia de comienzo de los
sintomas siendo maximos hacia los 15-21 dias. Posteriormente declinan
permaneciendo detectables practicamente durante toda la vida. En el transcurso de
una infeccién secundaria, los anticuerpos IgG se elevan casi simultaneamente al
comienzo de los sintomas, permaneciendo elevados durante varias semanas
declinando posteriormente. Estos altos niveles de anticuerpos IgG permiten un
diagnostico presuntivo en monosueros tomados durante la fase aguda de la
enfermedad (1).

Ademas del MAC-ELISA para la deteccion de anticuerpos IgM a dengue, se han
desarrollado otros ELISAs para la deteccion de anticuerpos IgG que son de gran
apoyo para el diagnostico serologico de esta enfermedad (2-4) entre ellos el ELISA de
Inhibicion ha sido ampliamente aplicado, ya que ademas de su utilidad en poder
confirmar un caso y definir el tipo de infeccion (primaria o secundaria) puede también ser
empleado para estudios sero-epidemiologicos (5-8).

ELISA DE INHIBICION

MUESTRA NEGATIVA MUESTRA POSITIVA
(SIN ANTICUERPOS)

conjugado .
anti-dengue
muestra
antigeno
Y Ig anti dengue Y
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Materiales:

» Inmunoglobulinas humanas anti-dengue; Pool de sueros humanos conteniendo

anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion con titulos mayores o iguales a
1280 contra los diferentes serotipos del virus dengue, precipitados por el método
del sulfato de amonio y determinando su concentracién mediante la lectura de la
densidad optica a 280 y 260 nm (ver Método de conjugacion).

» Antigeno de Dengue 2: Antigeno preparado segin el método de sacarosa-

acetona (9)
» Buffer de Recubrimiento (coatting) Carbonato/Bicarbonato 0,05 M pH 9,5:
Carbonato de sodio (NaxCO3) anhidro 1,59g ; Bicarbonato de sodio (NaHCOs3)

2,93g. Disuelva en 1L de agua destilada, ajuste pH si es necesario. (Duraciéon
maxima de 15 dias, mantener a 4°C)

» PBS-Tween 20 (PBS-T) pH 7.4; Cloruro de sodio (NaCl) 8g; Cloruro de potasio
(KCl) 0,2g; Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4) 0,2g; Fosfato dibasico de

sodio anhidro (NaoHPO4) 1,2g. Disuelva en 1L de agua destilada y agregue 0,5
mL de Tween-20. Mantenerlo a temperatura ambiente.

> Fosfato-citrato 0,05M pH 5: Acido citrico 5,1g; Fosfato dibasico de sodio

anhidro 7,47g. Disuelva en 1L de agua destilada. Ajuste pH a 5.
» Albumina bovina sérica fraccion V (ABS) al 1%: Disuelva 1g de ABS en 100mL

de buffer de recubrimiento (coatting). (Prepararlo al momento de ser usado)

» Sustrato: 10 mL de buffer fosfato-citrato; 2,5 mg de Ortofenilendiamina (OPD)

+ 4 ul Peréxido de hidrogeno (p.a.)H20,. Proteger de la luz.

Método:

1. Adsorber en placa de poliestireno (Greiner) IgG humanas anti-dengue en
buffer de recubrimiento Carbonato / Bicarbonato pH 9,5 a una concentraciéon
de 10ug/mL (100uL por pozo). Dejar las placas en camara humeda tapada
toda la noche a 4¢ C. Se necesita un volumen de 10 mL por placa.

2. Vaciar el contenido de las placas y hacer un bloqueo con 150uL en cada pozo
de la solucion de ABS al 1% en buffer Carbonato/Bicarbonato. Incubar en
camara humeda a 37°C por 1 hora. Volumen total de 15 mL por placa.

3. Lavar las placas 3 veces con PBS-T.

4. Agregar 100ul de una dilucién 1/50 del antigeno en PBS-T por cada pozo
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S. Incubar la placa en camara humeda 1 hora a 37°C.

6. Lavar 3 veces con PBS-T.

7. Agregar 100uL por pozo de los sueros diluidos 1/20 hasta 1/10240 en PBS-T,
al igual que los sueros controles (positivo y negativo). Agregar en 2 pozos
PBS-T a igual volumen que los sueros. Incubar en camara humeda a 37° C
por 1 hora. Nota: Este método también es util para detectar anticuerpos IgG
en muestras de sangre en papel de filtro (7) siguiendo el mismo procedimiento
que en el MAC-ELISA pero eluyendo la muestra en PBS.

8. Lavar 3 veces con PBS-T.

9. Anadir 100 uL por pozo del conjugado anti-dengue-peroxidasa diluido 1/6000
en PBS-T con 2% de suero de ternera. Dejar incubando en camara humeda
lhora a 37°C.

10.Lavar 3 veces con PBS-T.

11.Anadir el sustrato 100uL por pozo. El sustrato debe ser preparado unos
minutos antes de su utilizacion. Esperar 30 minutos de reaccion.

12.Detener la reaccion agregando 100 uL de acido sulfurico al 12,5 % en cada
pozo.

13.Determinar los valores de densidad éptica a 492nm en un lector Micro-ELISA.

14.Calcular los % de inhibicion para cada muestra segin la siguiente formula:

% Inhibicién = [1-(DO muestra/DO control negativo)] x100

Criterio de positividad

Aquellos sueros que presenten un % de inhibicion mayor o igual al 50% con

relacion al control negativo.

Definicion del titulo de anticuerpos: El titulo de anticuerpos se define como la

mayor dilucién a la cual cumple el criterio de positividad.

O En monosueros: En pacientes con un diagndstico clinico de dengue y positivos a IgM podemos
definir:

Criterio de infeccion primaria: Un caso es considerado como infeccion primaria si

el titulo de anticuerpo IgG en el suero colectado entre los dias S y 7 de comienzo

de los sintomas es <20 (8).
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Criterio de infecciéon secundaria: Un caso es considerado como infeccion

secundaria si el titulo de anticuerpo IgG en el suero colectado entre los dias Sy 7

de comienzo de los sintomas es 21280 (8).

En pares de sueros:

Criterio de infeccion primaria: Seroconversion en el titulo de anticuerpos entre los

sueros de fase aguda y convaleciente (6).

Criterio de infeccién secundaria: Incremento del titulo de anticuerpos en cuatro

veces o mas entre los sueros de fase aguda y convaleciente o elevacion del titulo

de anticuerpos en ambos sueros (6).
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SISTEMA ULTRA MICRO ELISA PLUS PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS IgM AL VIRUS DENGUE (UMELISA-DENGUE IgM PLUS)

El UMELISA DENGUE IgM plus es un ensayo heterogéneo desarrollado por el
Centro de Inmunoensayos, La Habana, Cuba y que utiliza la variante de captura
de anticuerpos IgM, empleando las ventajas de la reacciéon de alta afinidad entre
la estreptavidina y la biotina (1).

Las muestras se incuban por duplicado en los pocillos de la placa y la IgM
presente en el suero se fijara a los anticuerpos de recubrimiento. A continuacion,
previo lavado que elimina los componentes no fijados, se anade el antigeno
especifico de Dengue (los 4 serotipos); seguido nuevamente de incubaciéon y
lavado. A continuacion se anade un anticuerpo monoclonal de ratéon contra virus
Dengue conjugado con fosfatasa alcalina. En caso de reaccion positiva, este
anticuerpo marcado se unira al complejo formado previamente sobre la fase
sélida. Un nuevo lavado de la placa eliminara el conjugado en exceso. Al anadirse
un sustrato fluorigénico, este sera hidrolizado y la fluorescencia emitida permitira
detectar la presencia de anticuerpos IgM especificos contra el virus Dengue.

El estuche UMELISA Dengue IgM Plus para la deteccion de anticuerpos IgM al
virus dengue en suero humano es un sistema util para el diagnostico y la
vigilancia sero-epidemiolégica del virus dengue, principalmente en aquellos

laboratorios que requieren procesar un gran numero de muestras.

El sistema UMELISA-DENGUE esta compuesto por los siguientes elementos:
» Lector SUMA
» Paquete de Programas UMELISA-DENGUE
» Multipipeta ERIZO
>

Juego de accesorios de laboratorio SUMA

La técnica detallada aparece en el prospecto adjunto al Kit Comercial
"UMELISA-DENGUE IgM Plus" para la deteccion de anticuerpos IgM al virus
Dengue
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SDS-PAGE / Western Blot

El blotting de proteinas fue originalmente descrito en 1979 como resultado de las
técnicas de acido nucleico; recibiendo la designaciéon de Western Blot (WB) en

1981.

Esta técnica ha permitido que las proteinas corridas por electroforesis se
encuentren accesibles al analisis a través de la reaccion con anticuerpos o

antisueros, lo cual ha tenido aplicacion clinica e investigativa.

En nuestro laboratorio la técnica de WB fue normalizada para observar la
respuesta de los sueros, tanto de infeccion primaria como secundaria, ante las
proteinas de los virus dengue. De esta forma hemos podido apreciar diferencias
en cuanto a cantidad de proteinas que reconocen los sueros de infeccion primaria

y secundaria, asi como la intensidad de la respuesta.

El principio de la técnica esta basado en la transferencia de las proteinas
separadas por electroforesis, en gel de poliacrilamida en presencia de
duodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE, Laemmli, 1970) a una membrana de
nitrocelulosa. Luego de la transferencia, las membranas son tefiidas para
chequear la eficiencia de este proceso (el colorante empleado es Rojo Ponceau S).
Una vez eliminado el colorante la membrana debe ser bloqueada con leche para
prevenir las uniones inespecificas. Los polipéptidos transferidos pueden ser
identificados usando anticuerpos que se unen a ellos y el complejo antigeno-
anticuerpo es reconocido por un segundo anticuerpo que es conjugado con
peroxidasa de rabano picante. Las proteinas pueden ser localizadas segun su
peso molecular, utilizando los marcadores moleculares de proteinas (Rainbow ™,
Amersham) o pueden ser identificadas por anticuerpos monoclonales segun la
disponibilidad. La actividad de la enzima es visualizada luego de una incubacién
de la membrana con un sustrato cromogeno apropiado, el cual proporciona color
a un producto insoluble en la membrana. De esta forma, queda identificado el

complejo antigeno- anticuerpo.
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Materiales:

®
0’0

Tampon separador:

Ajustar pH 8.8 con HCl

Enrazar a 250 mL

Tampo6n concentrador:

Ajustar pH 6.8 con HCI

Enrazar a 250 mL

Acrilamida-Bisacrilamida:

Acrilamida ----------- 73 g
Bisacrilamida -------- 2g
Amberlite HB1------- 25¢g

Enrazar a 250 mL

Agitacion toda la noche a 4°C en oscuridad

Filtrar para eliminar el amberlite.

Tampon muestra:

Tris-HCI pH 6.8 (1M) -------------- 6.2 mL
Solucién Bromo fenol azul 1% ----- 1 mL
Glicerol -----------—--mmmmmmmm - 10 mL
H>0 destilada ----------------=--—-——- 2.8 mL
Tampoén de Corrida:

Tris ----------=——=-———- 3g

Glicina --------------- 144 ¢g

SDS —---mmmmmmeeee lg

Completar a 1 L con H,O destilada.
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+ Tampébn de Transferencia:

Tris-------mmmmmmmmmoee 3.03 g
Glicina -------------- 144 g
Metanol ------------- 100 mL

Completar a 1 L de H2O destilada.

% Solucién Rojo Ponceau S:
Rojo Ponceau ------------ 0.5g
Acido acético glacial --- 1 mL

Completar a 100 mL con H,O destilada.

+ Solucioén de lavado:

Diluir en Solucién de lavado.

¢ Sustrato:

4-cloro-1-naftol -----------=———mmmmmm 10 mg
Diluirlo en 5 ml de Metanol

3.3 diaminobenzidina-tetrahidroclorhidrico ----- 30 mg
Diluirlo en 40 mL de PBS 1X.

Mezclar ambos y adicionar 25 uL de peroéxido.

Procedimiento:
Preparaciéon del material:

Se cosechan cepas de los 4 serotipos en frascos Roller correspondientes, con
monocapa de células confluentes Vero, una vez que el efecto citopatico sea del 70
% se procede a la preparacion del antigeno de trabajo segun el diagrama de flujo
siguiente. La fraccién seleccionada sera la que contenga las proteinas NS5, NS3,

NS1, E, PreM y C.
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CENTRIFUGACION
3000 rpm, 49 C, 30 minutos

CELULAS l
Congelar (N2liquido) y
descongelar (379 C) 8 veces

CENTRIFUGACION
3000 rpm, 4° C, 30 minutos
rd N
SOBRENADANTE SOBRENADANTE RESTOS CELULARES [1]
v
CENTRIFUGACION CONGELAR
10 000 rpm, 49 C, 40 minutos l (-700C)
PRECIPITADO [2] SOBRENADANTE
CONGELAR PRECIPITAR TODA LA NOCHE
(-700C) (7% PEG y 2 % NaCl)

CENTRIFUGACION

15 000 rpm, 49 C, 40 minutos

/N

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(Resuspender PBS 1X) (Descartar)

}

CENTRIFUGACION
10 000 rpm, 4 C, 5 minutos

/ N

PRECIPITADO SOBRENADANTE
131 41

SDS-PAGE

% Preparacion del gel de acrilamida separador al 10%. Mezclar los reactivos en el

*

siguiente orden:

Tampon separador pH8.8 -------- 9mL
Acrilamida-Bisacrilamida -------- 8mL
H,O destilada ------------------—--- 7TmL
Persulfato de amonio 10% ------- 60uL
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Una vez adicionado a la camara y polimerizado se adiciona el gel concentrador
% Preparacion del gel concentrador:

Tampo6n concentardor pH6.8 ----3.1 mL

Acrilamida-bisacrilamida--------- 1.9 mL
H>0O destilada ------------------—--- 7TmL
Persulfato de amonio 10% ------- 60uL
TEMED ---------mmmmmmmem - 30uL

Una vez polimerizado el gel, se procede a la corrida electroforética en presencia de
tampon de corrida, preparandose la muestra con la unién del antigeno y el
tampon de muestra (100uL de la fraccion y 300uL del tampédn) y previo
calentamiento durante 2 min a 80°C. Se adiciona por cada pozo entre 15-20uL de
la mezcla calentada e igual volumen en un pocillo del marcador molecular

Raibow™, aplicando una corriente constante de 100 mA durante 1h.
Western Blot

Equilibrar los papeles de filtro, membrana de nitrocelulosa y gel de poliacrilamida

15 min antes en tampoén de transferencia.

1. Colocar en el equipo de transferencia en este orden:
a) 8 papeles de filtro
b) membrana de nitrocelulosa
c) gel de poliacrilamida corrido
d) 8 papeles de filtro.

2. Aplicar corriente constante de 85 mA por gel durante 1h.

3. Colocar la membrana en soluciéon Rojo Ponceau S durante 15 min.

4. Retirar la solucién y lavar la membrana con H2O destilada hasta vizualizar
bandas de proteinas (una vez que se verifique la eficiencia de la
transferencia se sigue lavando con H,O destilada hasta que desaparezca de

la membrana la coloracion rojiza).

S. Colocar la membrana en solucién bloqueadora durante lh en agitacion a

temperatura ambiente (TA).
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9.

Retirar solucién bloquedora e incubar con los sueros (dilucion de trabajo a
partir de 1/50 con PBS-Txo-leche) y como controles un liquido ascitico
hiperinmune de ratén (control positivo) diluido 1/100 y un suero humano

negativo a dengue diluido 1/50 durante 1h en agitacion a TA.

Lavado de la membrana con PBS-T»o.Un lavado rapido y 3 lavados de 10 min.

en agitacion a TA.

Incubar membrana con conjugado humano (anti Ig humana-peroxidasa,
Amersham) y conjugado anti-raton (anti Ig ratéon —peroxidasa, Amersham)
diluidos 1/2000 y 1/1000 con PBS-Ty-leche, respectivamente segun

corresponda, durante 1h en agitacion a TA.

Lavado de la membrana similar al anterior.

10.Adicionar sustrato para revelar e incubar durante 5 min. en agitacion a TA.

11.Detener la reaccion con H;O destilada.

Referencias
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DETECCION DE ANTIGENOS DE VIRUS DENGUE EN TEJIDOS EMBEBIDOS EN

PARAFINA

El dengue es la arbovirosis mas importante en términos de morbilidad y
mortalidad. Cada afo ocurren a causa de esta enfermedad alrededor de 20 000
muertes en las areas subtropicales y tropicales del mundo (Calisher 2005).

La confirmacion de una infeccion por virus dengue (VDEN) en los casos fatales es
de gran interés. Sin embargo, en la mayoria de estos casos solo se obtiene una
Unica muestra de suero de valor limitado para el diagnéstico virolégico (Gubler
1998). En el caso que se logre realizar la autopsia se pueden obtener tejidos
fijados en formol y embebidos en parafina (FFEP). En dichos tejidos es posible
realizar la deteccion de antigenos de VDEN mediante inmunohistoquimica (IHQ)
que es un método inmunoenzimatico de deteccion de antigenos en tejidos (Hall,
Crowell et al. 1991; Miagostovich, Ramos et al. 1997; Jessie, Fong et al. 2004;
Rigau-Perez and Laufer 2006; Limonta, Capo et al. 2007). Esta técnica requiere
anticuerpos conjugados con enzima peroxidasa (Limonta, Capo et al. 2007) o
fosfatasa alcalina (Huerre, Lan et al. 2001) y para aumentar su sensibilidad se
pueden utilizar los sistemas biotina/estreptavidina o biotina/avidina (Hall,
Crowell et al. 1991; Pelegrino, Arteaga et al. 1997; Couvelard, Marianneau et al.
1999; Jessie, Fong et al. 2004).

Muy recientemente este método de deteccion de antigenos virales ha servido para
estudiar la asociacién de la fisiopatologia de esta compleja enfermedad con el
tropismo del VDEN en diferentes tejidos de fallecidos por dengue hemorragico y

de un modelo experimental murino de dengue (Balsitis, Coloma et al. 2009).

Materiales:

» 3 frascos con xilol y 4 frascos con etanol (95%, 90%, 80%, 70%,
respectivamente) frescos

Buffer de lavado de TBST (Tris-Buffered Saline-Tween 20) de pH 7.4

Tripsina (Difco)

Peroxido de hidrégeno (H202) al 30% y metanol

Albuimina bovina sérica (ABS)

YV V V V V

Anticuerpo Policlonal (AcP) anti-Dengue (liquido ascitico hiperimune) (IPK)
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» AcP de conejo anti-ratén conjugado con peroxidasa (DAKO)

» Polvo de 3, 3"-Diaminobenzidina, DAB (Sigma)

» 4 frascos con etanol (70%, 80%, 90%, 95%, etanol absoluto, respectivamente)
para deshidratar y 3 frascos con xilol frescos

» Hematoxilina de Mayer y balsamo de Canada

Equipos

» Micrétomo con bano histologico a 58 °C
Estufa a 60 °C
Estufa a 37 °C con camara humeda (CH)

Camara fria a 4 °C

YV V V V

Microscopio de luz

Tejidos controles

Los tejidos FFEP controles positivos de VDEN se obtienen de ratones lactantes
como se describiera en el capitulo de aislamiento del VDEN. Brevemente, los
cerebros de ratén post-inoculados son extraidos y fijados en solucién de formol
tamponado neutro (solucion al 10% de formol al 40% en soluciéon tampon
fosfatada neutra 0.1 M) por 48 horas antes del procesamiento histologico de
rutina para inclusién en parafina. Los tejidos cerebrales de ratén empleados
como controles negativos son procesados de igual manera que los controles
positivos con excepcion de que la solucion inoculada por via intracerebral no

posee VDEN.

Procedimiento de IHQ por el método indirecto de inmunoperoxidasa

1. Corte y Montaje

Realizar cortes de los tejidos FFEP de 4 um de grosor con micrétomo y
montarlos en laminas portaobjetos tratadas con silane (3-
triethoxisilylpropylamine, Sigma). Incubarlos a 37 ° C toda la noche (o al
menos 12 horas) o a 60 ° C por 1 hora.

Nota: Los cortes de los controles positivos y negativos de tejidos deben ser

realizados simultaneamente.
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2. Desparafinacion y rehidratacion

Colocar los cortes histolégicos en xilol durante 5 minutos. Repetir en total
3 veces por 5 minutos (3xSmin).
Colocar los cortes histolégicos en soluciones de etanol seriados
descendentes (etanol absoluto, y al 95%, 90%, 80%, 70% en agua
destilada) durante 5 min cada uno.
Lavado con TBST, 3x5 min.
Nota: a partir de este paso no se debe dejar secar ningiin corte histologico o sus
bordes para evitar coloracion falsa positiva. Circular los cortes con

DakoCytomaton Pen o algin producto hidréfobo.

3. Recuperacion de antigenos por digestion enzimatica

Incubar los cortes histologicos cubiertos con tripsina 0.1 % con CaCl,

0.1%, pH 7.8, en agua destilada a 37°C durante 20-30 minutos en CH.
Lavado con TBST 2x5 min.

4. Bloqueo de la actividad de peroxidasa endégena
Cubrir los cortes histologicos con una solucion de metanol al 90%, H20, al
5% en agua destilada durante 20 minutos a TA en CH.
Lavado con TBST 2x5 min.

Nota: el peréxido de hidrogeno es un potente oxidante, evitar su contacto con la

piel.

S. Bloqueo de la union de los anticuerpos a sitios inespecificos

Incubar con soluciéon de ABS recién preparada al 5% en TBST durante 30
min. a TA en CH.
Nota: No Lavar a continuacion! Sacudir la lamina con la solucién de bloqueo,

secar alrededor del tejido y aplicar anticuerpo primario inmediatamente.

6. Aplicacion de anticuerpo primario
Aplicar AcP anti-Dengue diluido 1:100 en Tris/HCL 0.05 M, pH 7.4 con

ABS al 1% mas Tween 20 al 0.1%. Calcular el volumen final teniendo en
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cuenta un volumen de 50-100 uL por cada corte en dependencia de su
tamano.

Incubar los cortes histologicos cubiertos con el anticuerpo primario en CH
a 379C durante 30 min. 6 a 21-25°C por dos horas 6 a 4° C toda la noche.
Lavado con TBST 3x5 min.

7. Aplicacion de anticuerpo secundario (conjugado) (Figura 1)

Aplicar AcP de conejo anti-ratén conjugado con peroxidasa diluido 1:100 o

1:200 en Tris/HCL 0.05 M, pH 7.4.

Incubar los cortes histolégicos cubiertos con el anticuerpo conjugado en

CH a TA durante 1 hora.
Lavado con TBST 3x5 min.

«— AcP conjugado
con peroxidasa

Jk «— AcP anti-Dengue

«— Antigenos de Virus Dengue

Figura 1. Inmunohistoquimica por el método indirecto de inmunoperoxidasa. El

anticuerpo secundario conjugado reacciona con el anticuerpo primario unido a

los antigenos del tejido (Boenisch 2001).

8. Revelado

Diluir la DAB como indique el fabricante. Brevemente, se disuelven 6 mg
de DAB en 10 mL de Tris/HCIl pH 7.4. Agitar bien para diluir (aconsejable
utilizar vortex por 30 segundos), filtrar para eliminar particulas (se sugiere
filtro de 0.2 um), y luego afadir H»O, al 3% en agua destilada antes de

aplicar.
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Nota: Controlar bajo microscopio de luz la reacciéon, lamina a lamina, no debe
pasar de 5-10 minutos para evitar el sobre-revelado. Las muestras de pacientes
deben observarse al final.

La DAB es cancerigena y su preparacion debe ser con guantes y camara de gases.
Para mejores resultados debe ser utilizada la solucion de DAB inmediatamente y

evitar su exposicion a la luz.

+ Detener la reaccion con agua corriente.

9. Coloracién de contraste (opcional) y montaje

+ Introducir y extraer inmediatamente las laminas en hematoxilina de Mayer

fresca.
+ Lavar en agua corriente.

+  Deshidratar los cortes en etanoles seriados ascendentes (70%, 80%, 90%,

95%, etanol absoluto) por 2 min.
* Aclarar los cortes en xilol, 2 pases de 2 min.
*  Montar cubreobjetos con balsamo de Canada.

*  Observar bajo microscopio de luz (Figura 2).

Figura 2. Se observan células de Kupffer positivas (flechas) de antigenos de virus

dengue por el método de inmunohistoquimica en un corte de higado humano.
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DETECCION DE APOPTOSIS EN TEJIDOS EMBEBIDOS EN PARAFINA

La fisiopatologia de la fiebre hemorragica del dengue/sindrome de choque por
dengue (FHD/SCD) es muy compleja y no esta completamente dilucidada
(Halstead 2007). Sin embargo, existen numerosos estudios que asocian esta
compleja enfermedad viral con inmunoamplificacion dependiente de anticuerpos
heterologos, células T de memoria de reactividad cruzada, incremento de la
produccion de citocinas, altas cargas virales, activacion del complemento y
citotoxicidad dependiente de anticuerpos. la apoptosis, una forma de muerte
celular programada, se ha implicado en la patogénesis de la FHD/SCD
(Courageot, Catteau et al. 2003; Myint, Endy et al. 2006). Este evento celular se
ha demostrado con anterioridad en diferentes lineas celulares inoculadas con
virus dengue (Avirutnan, Malasit et al. 1998; Su, Lin et al. 2001; Matsuda,
Almasan et al. 2005), cerebro de raton infectado con virus dengue (Despres,
Frenkiel et al. 1998) y en hepatocitos de fallecidos por FHD/SCD (Couvelard,
Marianneau et al. 1999; Huerre, Lan et al. 2001). Por otra parte, en un trabajo
mas reciente se demostr6é apoptosis de células endoteliales de vasos sanguineos
en un modelo murino de hemorragia por dengue (Yen, Chen et al. 2008). Se ha
postulado que la apoptosis puede ser inducida por la replicacion viral (Avirutnan,
Malasit et al. 1998; Couvelard, Marianneau et al. 1999; Huerre, Lan et al. 2001) o
mecanismos inmunes (Lin, Lei et al. 2003; Cardier, Marino et al. 2005; Matsuda,
Almasan et al. 2005).

Muy recientemente, se reportd por primera vez apoptosis por el método de TUNEL
(marcaje por dUTP de extremos finales de fragmentos mediado por Transferasa
deoxinucleotidica Terminal, del inglés —Terminal deoxynucleotydil Transferase-
mediated dUTP nick-end labeling-) de células endoteliales de la microvasculatura
de intestino y pulmén, células cerebrales y leucocitos sanguineos en tejidos
fijados en formalina y embebidos en parafina (FFEP) de casos fatales de
FHD/SCD de una epidemia de dengue en Cuba en el ano 1997 (Limonta, Capo et
al. 2007; Limonta, Torres et al. 2008) y en el 2001 (Limonta, Gonzalez et al.
2009).
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Reactivos

= 3 soluciones de xilol y soluciones de etanol seriados frescos.

= Buffer de lavado de PBS (Phosphate-Buffered Saline) de pH 7.4 y coplin
limpios.

= Proteinasa K recombinante (Roche Applied Sciences, No. Cat. 03 115 879 001)

= DNase I, grado I (Roche Applied Sciences, No. Cat. 10 104 132 001)

= Tabletas listas para su uso, NBT/BCIP (Roche Applied Sciences, No. Cat. 1
0697 451)

= Hematoxilina

Equipos
Micrétomo, incubadora de 37 °C, camara htumeda (CH), microscopios de luz y de

fluorescencia

Tejidos controles de apoptosis

En cada corrida del protocolo de TUNEL se incluyen controles de tejidos FFEP
desparafinados, rehidratados y digeridos con Proteinasa K siguiendo las
instrucciones del fabricante (Roche Applied Sciences). El control positivo de tejido
incluye cortes de amigdala humana. Los controles negativos de tejidos estan
constituidos por tejido de amigdala u otro tejido humano correspondiente al tejido

muestra.

Deteccidon in situ de células apoptéticas por el método de TUNEL (In Situ Cell

Death Detection Kit, AP, Roche Applied Sciences, No. Cat. 11 684 809 910) Es un

kit para la deteccién y cuantificacion inmunohistoquimica de la apoptosis a nivel

celular, basado en la técnica del marcado de fragmentos de ADN (TUNEL)
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Vial/tapa Etiqueta Contenido
1/Azul Enzime Solution -Transferasa deoxinucleotidica Terminal
(Solucién de Enzima) | de timo de ternero (EC 2.7.7.3.1),
recombinante de E. coli, en buffer de
almacenamiento
-10X (5 x 50 ulL)
2/Violeta Label Solution - Mezcla de nucle6tidos en buffer de
(Solucién de | reaccion
Marcado) -1 X (5x 550 ulL)
3/Amarillo | Converter-AP - Anticuerpo anti-fluoresceina, fragmento
(Convertidor-FA) de unién al anticuerpo (Fab, del inglés -

fragment  antibodies  binding-) de
carnero, conjugado con Fosfatasa

Alcalina (FA) (3.5 mL)

Principio de la técnica: La incisién del ADN genémico durante la apoptosis puede

producir ADN de doble cadena, fragmentos de ADN de bajo peso molecular (mono

y oligo-nucleosomas) asi como fragmentos de cadenas de alto peso molecular.

Estos fragmentos de ADN pueden ser identificados en una reaccion enzimatica a

través del marcado de los extremos libres 3°-OH terminales con nucleétidos

modificados.

Método

1. Marcaje de los fragmentos de ADN con una Transferasa deoxinucleotidica

Terminal (TdT), la cual cataliza la polimerizaciéon de nucleétidos marcados a

los extremos libres 3°-OH terminales (reaccion de TUNEL)

2. Deteccion de los nucledtidos con fluoresceina incorporados con un fragmento

de Fab de anticuerpo anti-fluoresceina de carnero, €l cual esta conjugado con

FA

3. Luego de la reaccion del substrato, las células teniidas pueden ser analizadas

con un microscopio de luz
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1. Corte y Montaje

Realice cortes de los tejidos FFEP de 4 um de grosor en micrétomo y moéntelos en
laminas portaobjetos tratadas con silane (3-triethoxisilylpropylamine, Sigma).
Incubelos a 37 °C overnight (al menos 12 horas) o a 60 °C por 1 hora.

Nota: los cortes de los controles positivos y negativos de tejidos deben ser

realizados simultaneamente

2. Desparafinacion y rehidratacion

- Colocar los cortes histolégicos en xilol durante 5 minutos. Repetir 3 veces por 5
minutos (3x5min)

- Colocar los cortes histolégicos en soluciones de etanol seriados descendentes
(etanol absoluto, y al 95%, 90%, 80%, 70% en agua destilada) durante 5 min
cada uno

- Lavado con PBS 3x5 min

Nota: a partir de este paso no se debe dejar secar ningin corte histologico o sus
bordes para evitar coloracion falsa positiva. Circular los cortes con

DakoCytomaton Pen

3. Tratamiento de los tejidos por digestion enzimatica

- Incubar las secciones de tejido por 15 minutos a 37°C con la solucién de trabajo
de Proteinasa K recombinante [10-20 ug/mL in 10mM Tris/HCL, pH 7.4-8]

- Lavar con PBS 2x3 min

4. Procedimiento de Marcaje:

Un par de tubos (vial 1: Solucion de Enzima y el vial 2: Solucién de Marcado) son
suficientes para colorear 10 muestras al utilizar 50 uL de la mezcla de reaccion de
TUNEL por muestra y 2 controles negativos al utilizar 50 uL de la Solucién de
Marcado por cada control.

Nota: La reaccion de TUNEL debe ser preparada inmediatamente antes de su uso
y no debe ser almacenada. Mantener la mezcla de reaccion de TUNEL en hielo
hasta su utilizacién. El control positivo se prepara antes de adicionar la mezcla

de reaccion de TUNEL a las muestras.
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- Tome 100 uL de la Solucién de Marcado (vial 2) para los dos controles negativos

- Adicionar el volumen total (50 uL) de la Solucién de Enzima (vial 1) a los
restantes 450 uL de la Solucién de Marcado en el vial 2 para obtener 500 uL de la
mezcla de reaccién de de TUNEL (dilucion 1:10)

- Mezclar bien para equilibrar los componentes

Controles:

Dos controles negativos y un control positivo deben ser incluidos en cada

experimento.

Control Incubar los tejidos desparafinados, rehidratados y digeridos en

Negativo 50 pL de la Solucién de Marcado (sin la Transferasa Terminal) en
vez de la mezcla de reaccién de de TUNEL

Control Incubar los tejidos desparafinados, rehidratados y digeridos con

Positivo DNase I, grado I [1000 U/mL en 50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 10
mM MgCl, 1mg/mL BSA] por 10 minutos a temperatura
ambiente para inducir el rompimiento en fragmentos de ADN

antes de los procedimientos de marcado.

Procedimiento:
1. Lavar con PBS 2x3
Seque el area alrededor de la muestra

Adicione 50 uL de la mezcla de reacciéon de TUNEL sobre la muestra.

Sl

Nota: Para el control negativo adicione 50 uL de la Solucién de Marcado a cada
uno

S. Incube por 60 min a 37°C en CH

6. Lavar con PBS 3x3

7. Las muestras pueden ser analizadas con una gota de PBS bajo un microscopio
de fluorescencia en este paso. Utilice una onda de excitacion en el rango de

450-500 nm y una de deteccion en el rango de 515-565 nm (verde)
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Revelado vy Analisis:

Procedimiento:

1.

a ok LN

Seque el area alrededor de la muestra

Adicione 50 uL del Convertidor-FA (vial 3) sobre la muestra

Incubar la lamina en CH por 30 min a 37°C

Lavar con PBS 3x3

Adicionar 50-100 uL de Solucién de Substrato (1 tb NBT/BCIP en 10 mL de

agua bidestilada) justo antes de usar

6. Incubar la lamina por 10 minutos a temperatura ambiente

7. Lavar con PBS 3x3

8. Montar la muestra bajo un cubreobjeto de cristal (con PBS/glicerol) y

analizarla bajo el microscopio de luz. Alternativa: las muestras pueden ser

contrastadas con Hematoxilina antes del analisis con microscopio de luz.

Nota: Una vez abierto el vial 3 de solucion de Convertidor-FA debe ser almacenado

de 2-8°C (estabilidad maxima de 6 meses) jNo congelar!
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DETECCION DE LOS VIRUS DEL DENGUE MEDIANTE REVERSO
TRANSCRIPCION/REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (RT/PCR)

Los 4 serotipos de los virus del Dengue son miembros del género Flavivirus,
Familia Flaviviridae. El dengue es la mas importante enfermedad viral trasmitida
por artrépodos, con un estimado de mas de 50 millones de casos anualmente,
con mas de 250 000 casos de FHD 70 000 fallecidos (Gibbons and Vaughn,
2002). Solo en las Américas estos virus afectaron a mas personas durante el ano
2002 que durante toda la década de los 80 (Guzman y Kouri, 2003). El
diagnostico de la infeccion por estos virus se realiza mediante el aislamiento viral
en cultivo celular, los estudios serolégicos de deteccion de anticuerpos especificos
tipo IgM y de IgG, asi como a partir de los anos 90 la introduccion rapida de
diversos protocolos para la deteccion del ARN viral mediante la técnica de la PCR,
que en el caso de los virus ARN como ests resulta imprescindible realizar
previamente la reverso transcripcion (RT) del genoma en un ADN copia (ADNc)
(Morita et al 1991, Lanciotti et al 1992, Rosario et al 1998, Harris et al 1999).

En este folleto nosotros le proponemos el protocolo del método por Lanciotti y col,
1992, con algunas modificaciones (Rosario y col, 1998) que durante mas de 8
anos hemos empleado para el diagnoéstico molecular en nuestro laboratorio. En
su desarrollo se realiza la amplificacion del fragmento gendémico que comprende
parte de los genes C-prM. Este fragmento esta flanqueado por una secuencia
conservada entre todos los virus del Dengue, que permite la amplificacion
genomica usando cebadores universales de dengue. El serotipo es entonces
identificado mediante el uso de primer serotipo- especifico en un semi-nested
PCR (nPCR).

Ademas proponemos el protocolo mas reciente de PCR empleado en nuestro
laboratorio en el que se usan primers degenerado que permiten la deteccion de
los virus miembros del género Flavivirus y la identificacién mediante una nPCR

de los 4 serotipos de los virus dengue.
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A. Extraccion del ARN viral RT-PCR/nPCR para la tipificacion de los virus
del dengue segin Lanciotti y col, 1992.

Extraccion del ARN viral. Para la extraccion del ARN viral estan disponibles en
la bibliografia un gran numero de protocolos. En este manual se detallan los

protocolos que hemos utilizado con mayor frecuencia:

I. Extraccion del ARN viral mediante el método del Guanidinium
isotiocianato
II. Extraccion del ARN viral mediante el método del Trizol

II1. Extraccion del ARN viral mediante el Kit

I.1. De cepas multiplicadas en cultivo celular o en cerebro de raton lactante

1) Los aspectos relacionados con la infeccién, multiplicaciéon y cosecha se
describen en los acapites correspondientes en este mismo folleto.

2) Se monitorea la multiplicacion viral mediante IFI. Cuando existe mas de un
S50% de células fluorescentes, se cosecha 200 ul del sobrenadante del cultivo

infectado.

I.2. En muestras de suero se realiza a partir de 200 uL de suero o plasma (Igual

volumen que de sobrenadante de cultivo infectado, etc.), el resto del
procesamiento es idéntico en todos los casos.
- Tranferir los 200 uL a un tubo eppendorf y se le adiciona igual volumen de 1x
Tampoén lisis (4M guanidinium isotiocianato, 25mM de tampoén de citrato de
sodio, pH 7.0, 0.5% sarkosyl, 100mM de 2-mercaptoetanol y 1ug/mL de tRNA de
levadura). Agitar manualmente y adicionar secuencialmente:
e 40 uL de 2M acetato de sodio, pH 4.0, agitacion manual.
e 500 uL de fenol equilibrado con agua (libre de RNasas*), agitacion manual,
30 seg.
e 150 pL de cloroformo (cloroformo: alcohol isoamilico; 49:1), agitaciéon
manual vigorosa.
- Mantener en hielo 15 minutos, y centrifugar a 10 000 -13 000 r.p.m., 15 min.
4oC.
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- Remover la fase acuosa, pasandola a un tubo nuevo, y adicionar igual volumen
de Isopropanol, mantener a menos 20 ° C al menos 1 hora (se puede dejar en este
paso a -20°C toda la noche y se puede conservar asi el ARN por varios dias.

- Centrifugar en iguales condiciones por 20 min. Descartar el sobrenadante y
adicionar 1 mL de Etanol al 75% al precipitado resultante en el fondo del tubo
(pellet), centrifugar en iguales condiciones 5 min.

- Remover el etanol con mucho cuidado (con pipeta) y poner a secar el precipitado
colocando al tubo en posicion invertida, abierto sobre un papel estéril, e irradiado
con luz UV.

- Resuspender el pellet en 20 pL de agua (libre de RNasas*).

*Agua libre de RNasas: es agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC): agua
destilada estéril se le anade 1ml de dietil pirocarbonato por cada litro de agua a
tratar, se deja en agitacion por 16-18 horas y se esterilizar para inactivar el
DEPC. Se hacen alicuotas segun el uso.

1.3 De muestras de tejidos en blogues de parafina

Desparafinacion:

e Realizar cortes seriados entre 15-20 micras utilizando un micrétomo
horizontal LEICA. Colocar los cortes en viales eppendorf de 1.5L

e Adicionar 1mL de xilol y mantener por 10 min. a temperatura ambiente (TA)
en una plataforma con movimientos suaves.

e Centrifugar por 3 min. a 10000 rpm.

e Eliminar el sobrenadante y repetir este proceso 2 veces mas hasta no observar
restos de parafina.

e Adicionar 1ml de etanol absoluto y mantener durante 5 min. a TA y
posteriormente al 95% y al 70% durante igual periodo con centrifugaciones
entre cada paso de 3 min. a 10000 rpm.

e Dejar secar el tejido en flujo laminar hasta eliminar los restos de etanol

(mediante evaporacion). Aproximadamente durante 30-45 min.
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Extraccion del ARN viral (Método del guanidinium isotiocianato):

Resuspender el pellet en 300uL de tampoén de lisis (100mM Tris-CIH pH 8.5,
0.5M EDTA, 10% SDS, 25mg\ml de Proteinasa K y 20u Rnasin) e incubar por
1h a 569C en bano de agua.

Anadir 300 uL de fenol-cloroformo en incubar por 10 min a TA utilizando
plataforma o balancin. Centrifugar por 5 min a 7000 rpm. Extraer la fase
acuosa (superior) y pasarla a un tubo eppendorf nuevo. Repetir la extraccion
una vez mas.

Anadir 300 uL de cloroformo y realizar un proceso similar al anterior. Repetir
por segunda vez la extraccion con cloroformo.

Precipitar el ARN con 2.5 volimenes de etanol absoluto frio y acetato de sodio
(1\10) durante 18h a -700°C.

Centrifugar por 15 min. a 4°C y 12000 rpm, lavar con 1 mL de etanol al 70%,
centrifugar en iguales condiciones y dejar secar el pellet en flujo laminar
durante 30 min.

Resuspender el pellet anadiendo 10uL de agua DEPC y mantener en hielo

hasta la sintesis del cADN o a menos 70 °C por mas tiempo.

1.4. De Sangre total seca en papel de filtro

e Toma y colecta de la muestra:

v" Obtener la sangre total por punciéon capilar hasta un volumen de
100 uL.

v" Impregnar la regiéon A de cada papel de filtro (Blood Sampling Paper,
NOBUTO, Toyo Roshi Kaisha, Ltd. Japan, Type I).

v" Colocar los papeles de filtro a TA hasta su completo secado (Figura
1).

v" Almacenar los papeles en un lugar seco a TA, para prevenir la
humedad y la contaminacion, envolverlos en papel de aluminio cada

uno por separado.
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Figura 1. Papel de filtro empleado en el estudio. Izquierda A) Region donde se

impregna la sangre infectada. Derecha) Posicion de los papeles para el secado de

la sangre impregnada.

e FElusion y extraccion del ARN viral.

v

AR NN

Cortar el area "A" del papel de filtro en 12-15 segmentos pequenos y
transferirlos a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Anadir 400 pL de agua libre ARNasas.

Colocar los tubos a 37°C durante 30 min.

Dar un golpe de centrifuga para precipitar los papeles.
Posteriormente transferir la mezcla de sangre y agua a un tubo
eppendorf limpio (con pipeta).

200 pL de la mezcla del paso anterior se utilizan para continuar el
protocolo como se describe en el siguiente acapite (lI) para la

extraccion del ARN viral empleando Trizol.

II. Extraccion del ARN viral empleando el reactivo TRIZOL LS Reagent

(Gibco BRL).

e En un tubo eppendorf de 1.5 mL con 200 uL de sobrenadante de cultivo

celular infectado, homogenizado de tejido cerebral o suero, se annade 1 mL de

Trizol.

e Agitar manualmente, incubar 10 min. a TA.

e Adicionar 200 uL de cloroformo, agitar manualmente 15 seg., incubar 15 min

a TA.



93

e Centrifugar a 12 000 rpm, 10 min., a 4°C.

e Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo, agrega 500 uL o igual volumen de

la fase acuosa transferida, de isopropanol, incubar 10 min. a TA.

EN ESTE PASO SE PUEDE CONSERVAR A -20 °C POR MAS HORAS O VARIOS
DiAs

e Centrifugar a 12 000 rpm, 10 min., 4°C.

e Descartar la fase acuosa y al precipitado obtenido se le adiciona 1 mL de
etanol al 75%, se mezcla manualmente con suavidad y se centrifugar a 12 000

rpm, S min.a 4°C.

e Remover el etanol con mucho cuidado (con pipeta) y poner a secar el
precipitado colocando al tubo en posicion invertida, abierto sobre un papel

estéril, e irradiado con luz UV.
o El material seco se resuspende en 20-50 uL de agua DEPC.

III. Extraccion del ARN viral mediante el QIAamp Viral RNA Mini Kit
Handbook
Componentes del Kit:

Columnas QIAamp, Tubos de coleccion (2 mL), Buffer AVL, Buffer AW1

(concentrado),
Buffer AW2 (concentrado), Buffer AVE, Carrier RNA (poly A).

Preparacion de los reactivos del Kit:

e Buffer AVL, calentar a 80° C para disolver y adicionar 1 mL al
Carrier (liofilizado): pasar al Frasco Buffer AVL/ RNA carrier y
conservar a 2-8 °C.

e Buffer AW1: 175 mL + 230 mL Etanol

e Buffer AW2: 127 mL + 300 mL Etanol

Procedimiento:

1. En un tubo de micro —centrifuga de 1.5 mL, adicionar:
140 yL de muestra + 560 uL de buffer AVL/RNA carrier, mezclar con vortex
e incubar 10 min. a TA, Ctg breve a TA.
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2. Adicionar 560 uL etanol (96-100%), mesclar por vortex breve. Ctg breve
a TA

3. A un QIAamp columna incertada en un tubo de coleccion de 2 mlL,
aplicar 630 uL de la solucion que se obtiene en el paso 3. Cerrar la
tapa, Ctg 8000 rpm, 1 min

4. Colocar la columna en otro tubo de coleccion nuevo y descartar el

anterior. Cuando se trabajan varias extracciones es prudente cerrar

cada columna, segun se trabajen para evitar contaminaciones

cruzadas.

Adicionar a la columna 500uL del buffer AW1, Ctg a 8000 rpm, 1 min.

Repetir el paso 7

Adicionar 500 pL del buffer AW2, Ctg a 13 000 rpm, 3 min.

® N o 0

Descartar el tubo de colecciéon con el filtrado. Colocar la columna en
un tubo de micro-centrifuga 1.5 mL. Adicionar 60 uL del buffer AVE.
Cerrar la tapa de la columna. Incubar a TA 1 min, Ctg. 8000 rpm, 1
min.

9. Recuperar el RNA eluido en el tubo de 1.5 mL, guardar a - 70 °C, o

emplear directamente para la amplificacion mediante RT-PCR.

B. RT/PCR (Protocolo propuesto por Lanciotti y col 1992 y modificado por
Rosario y col, 1998.)

La RT y posterior amplificacion del cADN se realizan en un solo paso en un tubo
(de 0.5 mL) donde se adicionan secuencialmente:

- Tampoén 10x [50 mM KCI1, 10mM Tris (pH 8.5), 1.5 mM MgCl,, 0.01% gelatina]

- 200uM de cada uno de los 4 deoxinucleotidos trifosfatos (ATP, CTP, GTP y TTP)

- 100 mM ditiotreitol (DTT)

- 50 pmoles de cada uno de los cebadores D1 y D2 (cebadores universales). Ver
Tabla 1.

- 10 U de AMV-RT (Promega)

- 2.5 U de Taqg DNA polimerasa (Promega)

- Agua DEPC (hasta completar 90 pl)

- Se adiciona a cada tubo con la mezcla anterior 10 puL del ARN.
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Se llevan los tubos al termociclador automatico para realizar las 2 reacciones

secuencialmente con la siguiente programacion:

30 min - 420 C (transcripcion reversa)

30 seg - 94 oC (desnaturalizacion del ADN)
30 ciclos 1 min - 55 °C (hibridacion de los cebadores/ADN)
2 min - 72 °C (elongacion de la cadena)

S min - 72 °C (extension final)

Segunda amplificacion o nPCR

Igualmente en un tubo estéril y horneado de 0.5 mL se adicionan los reactivos
anteriores excluyendo el DTT, la AMV-RT y el cebador D2, este ultimo es
reemplazado por los cebadores serotipo-especificos (TS1, TS2, TS3, y TS4). Se
completa el volumen hasta 99 uL con agua DEPC y se adiciona 1pL del producto
de la primera amplificacion. La reaccion preparada se somete a 26 ciclos de las
siguientes temperaturas:

30 seg. - 94 °C, 1 min. - 55 °C2 min. - 72 °C

Después del ciclaje, mantener las muestras a 72 °C 5 minutos extras.

Tabla 1. Cebadores empleado en el diagndstico de dengue segin Lanciotti et
al, 1992.

Cebado Secuencia nucleotidica Talla del producto

D1 5’ TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 3’ 511 bp
D2 5’ TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 3’ 511 bp

TS1 5’ CGTCTCAGTGATCCGGGGG 3’ 482 bp (D1 and TS1)
TS2 5" CGCCACAAGGGCCATGAACAG 3’ 119 bp (D1 and TS2)
TS3 5’ TAACATCATCATGAGACAGAGC 3’ 290 bp (D1 and TS3)

TS4 5’ CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 3’ 392 bp (D1 and TS4)
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Analisis directo de los productos del PCR por Electroforesis

Preparar un gel de agarosa al 2 % en tampon TBE 1X (0,4M de Tris, 0,5 M de
acido borico y 0,01 M de acido etilendiamin tetracético), tefido con bromuro de
etidio (0.Sug/mL). A 10uL del producto amplificado se le adiciona 2 pL de tampdn
de corrida (Tampo6n Loading 6X, Promega) se someten a electroforesis en el gel de
agarosa, en camara de electroforesis sub-marina (LKB) utilizando para ello como
tampon de corrida el TBE 1X , a 100 V, durante 1 hora. Al finalizar, las bandas
del ADN amplificado son visualizadas mediante un transiluminador de luz UV,
determinando sus tallas por comparacion con un marcador de peso molecular de

ADN como el DNA Leader 100 pb y PCR Marker (Promega).

Interpretacion de los resultados:

El producto del RT/PCR tiene una talla de 511 pb, y generalmente se visualiza
con buen rendimiento, no asi en los casos de muestras clinicas en que la
visualizacion del primer producto depende de la concentracion viral y calidad de
la muestra entre otros factores. Normalmente este producto no se chequea sino el
producto final de la nPCR.

La talla del producto del nPCR, depende del serotipo que se este amplificando
(Fig.1).

Figura 1. Esquema de la RT-PCR/n PCR segin Lanciotti y col, 1991.

= ARN viral
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C. RT-PCR/ nPCR genérico para la deteccion de los Flavivirus y

tipificacion de los virus del dengue.

Tabla 2. Cebadores empleados en la RT/PCR genérica de Flavivirus y PCR m

de dengue.
Secuencia de bases (5-3))

Talla del ADN Cebadores
RT-PCR genérico Flavi  Flavi 1+ GAYYTIGGITGYGGIIGIGGIGGMTGG
1
(1300 pb) Flavi 1- CCASTGITCYKCRTTIAIRAAICC
PCR genérico Flavi 2 Flavi 2+ TGYRTITAYAACAYSATGGG
(144 pb) Flavi 2- TCCCAICCIGCIRTRTCRTCIGC
PCR multiple de Dengen AGICCTTCYCCTTCYACTCCAC
Dengue
(480 pb) Den 1 GTGGTTATGGGGTTTTCTCTCTAG
(834 pb) Den 2 CCGYAAYATYGGRATTGAAAGTGA
(244 pb) Den 3 GAGCTGCTGTTGAGGACGARGAATT
(658 pb) Den 4 ATGAACCTCCTTCGACAGGCTCTCC

Segun el coédigo de bases ambiguas IUB: I (A,C, G, T); Y(C/T); R(G/A); M(C/A); S(G/C);
K(T/G).

RT-PCR genérico para Flavivirus (RT-PCR Flavi 1).

La RT y la PCR se realizan en un mismo tubo de reacciéon. Se adicionan 10 uL de
ARN viral extraido a 90 uL de una mezcla que contiene: SOmM de KCL, 10mM de
Tris pH 8.5, 1,5 mM de MgCl,, 0,01% de gelatina (componentes del tampon de
reaccion), 200 uM de cada deoxinucleotido trifosfato (ANTP), SmM de ditiotreitol,
50 pMoles de cada uno de los cebador Flavi 1+ y Flavi 1- (ver Tabla 2), 5 U de RT-
AMV (Promega) y 2,5 U de Taq DNA polimerasa (Promega).

El programa para la RT-PCR es el mismo que se emplea para la RT-PCR
propuesta por Lanciotti y col, 1992.
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nPCR Flavivirus (PCR Flavi 2) y PCR miltiple de Dengue (PCRm Dengue)

PCR Flavi 2: Un 1 pL del producto de la RT-PCR Flavi 1 se emplea como molde
para la PCR Flavi 2. La mezcla para la reaccién (en volumen final de 100 pl)
consiste de los mismos componentes del tampoén de reaccion empleado para la
RT-PCR, 50 pMoles de los cebadores Flavi 2+ y Flavi 2-, 200uM de los dNTP y
2,5U de Taq DNA polimerasa.

El programa para que se produzca la reaccion es: 94°C, 5 min.; (94°C, 1 min.;

52°C, 1 min.; 72°C, 2 min.) por 26 ciclos y una extension durante 7 minutos.

PCRm Dengue: 1 uL del producto de la RT-PCR Flavi 1 se utiliza también como
molde de ADN para esta reaccion, empleando las mismas condiciones que la PCR
Flavi 2 pero en este caso 50 pMoles de los cebadores DenGen, Denl, Den2, Den3

y Den4 y sometidos al mismo ciclaje que la PCR Flavi 2.

Es posible incorporar en esta reaccion ademas los cebadores Flavi 2+ y Falvi 2-,

con similar concentracion.

Analisis directo de los productos del PCR por Electroforesis:

Se sigue el protocolo propuesto para el analisis de la PCR propuesta por Lanciotti

y col. 1992,

Para la interpretacion de los resultados, se determina el serotipo empleando el
patron de peso molecular incluido en la electroforesis y conociendo las tallas para

cada uno de los serotipos como se indica en la Tabla 2 y en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema de la PCR para la detecciéon de los miembros del género

Flavivirus y tipificaciéon de los virus del Dengue
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Un ejemplo de los resultados se puede observar en la siguiente foto:

1234567 8

1y 7. Marcadorde peso molecular PCR Marker
2. Den-2
3. Den-4
4. Den-1
5. Den-3
6. Control negativo
8

. Den-2 frente a la mezcla de los cebadores

para la detecciéon de flavivirus y tipificacién

de los virus del dengue (multiple de dengue)

Referencias

1. Generic detection of flaviviruses using degenerated primers and internal
control and specific identification by jeans of sequencing. Sanchez-Seco MP,
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IDENTIFICACION DE LOS SUBTIPOS DE LOS VIRUS DEL DENGUE
MEDIANTE RESTRICCION ENZIMATICA

La introduccién de una nueva cepa es frecuente que suceda con la aparicion de
un nuevo brote epidémico. El movimiento del virus del Dengue entre diferentes
areas geograficas es un importante elemento en la epidemiologia de esta
enfermedad. Sin embargo la caracterizacion rapida del agente causal pudiera
ayudar a instituir las medidas para el control de los brotes. Mas aun, la
identificacion de las variaciones y evolucion del genoma viral, pudieran contribuir
a un mejor entendimiento de la epidemiologia y de los aspectos moleculares de la
enfermedad. La informacion acerca de la variacion genética en un tipo de virus o
sobre el origen epidemiolégico de un nuevo aislamiento de dengue ha sido
obtenido mediante: Finger printing de ARN (Repick et al., Am. J. Trop. Med. Hyg.,
1983, 577-589; Trent et al., Virol.,, 1983, 128, 271-284; Henchal et al., Am. J.
Trop. Med. Hyg., 1986, 35, 393-400), Hibridacibn de ARN usando
oligonucleotidos sintéticos como probes (Kerschner et al., J. Gen. Virol., 1986, 67,
2645-2661), Restriccion enzimatica de un fragmento previamente amplificado por
PCR (conocido por sus siglas en inglés, RFLP) (Vorndan et al., J. Virol. Meth.,
1994, 48, 237-244), o por analisis comparativo de secuencias de RNA o cDNA
(Blok et al., Arch. Virol., 1989, 105, 39-53; Rico Hesse, Virology, 1990, 174, 479-
493; Deubel et al., Arch. Virol., 1993, 197, 216-224; Chungue et al., J. Gen.
Virol., 1993, 74, 2765-2770; Lewis et al., Virology, 1993, 216-224; Lanciotti et al.,
J. Gen. Virol., 1994, 75, 65-75).

En este estudio, se digiere el fragmento genémico del virus del Dengue obtenido
por RT/PCR usando los primer universales de dengue D1 y D2, con un panel de
enzimas de restriccion (Figura 3). Los fragmentos producto de la digestion son
visualizados por electroforesis de agarosa, constituyendo un patron de
restriccién, que puede ser bservado en presencia de luz UV, y analizado de esa
forma sin necesidad de un aditamento adicional o programa computarizado. El
procedimiento es util para estudiar aislamientos de cepas de dengue, debido a
que la banda de amplificacion de la RT-PCR a partir de muestras clinicas,
generalmente no se visualiza, por lo que no es util para su restriccion con

enzimas y definir patrones (Rosario y col 1998).
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Figura 3. Esquema de la RT-PCR-RE para la determinaciéon de subtipos de los

serotipos de los virus dengue

5 _sts: [C-PrM]
o ARNY
RT-PCR
of D2 Restriccion
— enzimatica
482 pb b1 Ts1 Den-1
392 pb o1 T8¢ Den-4 | semi-nested

290 pbo1—7s3  Den-3 | PCR
119 pbp1=— Ts2 Den-2

Andlisis de los patrones de Restriccion

Restriccion enzimética del producto de la RT-PCR (511 pb).

l.

Rotular 5 tubos eppendorf de 0.5 mL (1 con el nombre de cada enzima empleada y 1
tubo control, al que no se le afiade ninguna de las enzimas. Adicionar secuencialmente:
8 uL del producto amplificado del RT/PCR

1 uL del tampodn de la enzima de restriccion correspondiente

1 uL de la enzima de restriccion segun el rotulo (Haelll, Alul, Rsal, Hinfl) o 1 uL de
agua (Control).

. Incubara37°C, 1 hora

2 uL de tampon de aplicacion para electroforesis

Preparar un gel de agarosa al 4 % con TBE 1X con 1 pg/mL de bromuro de etidio
(igual procedimiento al descrito en 1V.1.)

Aplicar todo el volumen de la reaccion con cada enzima, en un orden fijo en el gel

Visualizacion de las bandas a través de luz UV (Fig.4).
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Figura 4: Los patrones de restriccion con las 4 enzimas en cepas prototipos de

los 4 serotipos de los virus del dengue.

PCR Haelll Alul Rsal Hinfl PM PCR Haelll Alul Rsal Hinfl

Referencias
1. Los Métodos Moleculares para el Diagndstico y Caracterizacion de los Virus del

Dengue. D Rosario. Rev Latinoam Microbiol 2002; 4 (4): suppl. Version electronica.
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DETECCION DE LA CARGA DE VIRUS DENGUE MEDIANTE REVERSO
TRASCRIPCION- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO
REAL (RT/PCR-TR O CV).

1. Extraccion del ARN viral mediante el QIAamp Viral RNA Mini Kit.: Se

realiza siguiendo el protocolo propuesto por el fabrican. (Ver acapite A-III)

2. Transcripcion reversa.

El ADN copia (ADNc) es obtenido a partir de 8 uL de ARN extraido, que se
adicionan a una mezcla de reaccion que contiene: 200ng de cebador al azar (en
inglés, random hexamers) (Roche), dNTP 10mM (Qiagene) y agua libre de
nucleasas (Sigma), para un volumen final de 13ul. Esta mezcla es llevada al
termociclador (Mastercycler, Eppendorf), donde se sometie a 65 °C por 5 min.
Seguidamente se colocan los viales en hielo por un minuto y a esta mezcla se le
anade una segunda que contiene: 4 uL del tampén 5x, DTT SmM, 16U RNAsa
Inhibitor, 40U Superscript III-RT (Invitrogene) y agua libre de nucleasas, cantidad
suficiente para 20ul de reacciéon. La transcripcion reversa se llevé a cabo en el
mismo termociclador con el siguiente programa: durante 5 min a 25° C, seguido
de 1h a 500 C y por ultimo 70° C por 15 min. El ADNc obtenido puede ser
guardado a 49 C hasta su utilizacién, por corto tiempo (no mas de una semana) o

utilizarlo directamente en el proximo paso.

3. Ensayo TagqMan.

Para la realizacion del ensayo TagMan se emplean las sondas y los cebadores
especificos para cada serotipo, propuestos por Laue y col. en 1999, que
amplifican parte de la regién del genoma viral que codifica para la proteina no
estructural NS5, con modificaciones realizadas en la unidad en la Universidad de
Oxford del Hospital Ho Chi Minh de Vietnam (Simmons C, datos no publicados) y

empleando las concentraciones propuestas por esta institucion.
Para la realizacion de esta técnica se siguieron los siguientes pasos:

1. Se aniaden S uL del ADNc a cada capilar de cristal (Roche) que contiene: 4

nl de la mezcla de reaccion (Taq FastStart DNA polimerasa, tampoén de
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reaccion, MgCL2 y mezcla de dNTP, con dUTP en lugar de dTTP, contenido
en el estuche comercial LightCycler TagMan Master PCR, Roche), los
cebadores especificos segin el serotipo a una concentracion final de
0,75pM, la sonda TagMan segun el serotipo a una concentracion final de
0,25 pM para los virus DEN-1, DEN-2 y DEN-4 y 0,3 pM para el virus
DEN-3 (Tablas 1 y 2) y agua libre de nucleasas, cantidad suficiente para
un volumen final de 20 pl. Estos capilares se colocan en una gradilla con

soportes para capilares, previamente refrigerada.

Los capilares en su soporte se someten a una centrifugacion durante 1 min

a 1300 rpm.

Posteriormente, cada capilar conteniendo la mezcla de reacciéon se coloca
en el carrusel del equipo LightCycler 1.5 (Roche) y se inicia el programa
siguiente: 95°C por 14 min, 45 ciclos (95°C, 15 seg; 60°C, 1 min; 72°C, 1
seg) y S min a 72°C.

1. Cebadores empleados para el ensayo TagMan, secuencia de bases y talla

del producto amplificado.

TALLA
CEBADOR POSITIVO CEBADOR NEGATIVO (pb)
DEN-1 5°ATCCATGCCCACCAYCAATG 3~ 5°CAGGGATCCACACCAYTGATC 3° 162
DEN-2 5°’ACAAGTCGAACAACCTGGTCCAT 3° 5°"GCCGCACCATTGGTCTTCTC 3° 177
DEN-3 5'TTTCTGCTCCCACCACTTTCAT 3~ 5"TGGCGTTGGATGCYAGTCT 3~ 229
DEN-4 5°"GYGTGGTGAAGCCYCTRGAT 3° 5°’AGTGARCGGCCATCCTTCAT 3° 186

Tabla 2. Sondas utilizadas para el ensayo TaqgMan y secuencia de bases de las mismas.

SEROTIPO SONDAS
DEN-1 5'FAM-TCAGTGTGGAATAGGGTTTGGATAGAGGAA- 3°'TAMRA
DEN-2 5'FAM-GTTTTGTCTTCCATCCA-3°'BHQ-1
DEN-3 5'FAM-AAGAAAGTTGGTAGTTCCCTGCAGACCCCA-3'TAMRA
DEN-4 5'FAM -ACTTCCCTCCTCTTYTTGAACGACATGGGA-3'TAMRA

4. Calculos

Por las caracteristicas de este tipo de ensayo, mientras transcurre el ciclado se

puede

observar en pantalla las muestras que comienzan a mostrar un resultado

positivo de acuerdo a la lectura de fluorescencia que va haciendo el equipo de

cada muestra debidamente individualizada.

Andlisis de los resultados: para el analisis del resultado por TagMan se utiliza el

programa 3.5.3 (modo aritmético del método SDMM) del LightCycler 1.5.
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Criterio de positividad y de negatividad: se considera positiva toda muestra de
suero o de sobrenadante de cultivo celular infectado, cuya seinial de fluorescencia
es detectada por el LightCycler y como negativa aquella que no detecta sefial.
Cuantificacion de amplicones en muestras clinicas: para la cuantificacion
del ADNc amplificado en cada muestra de suero, se importa la curva
estandar correspondiente segin el serotipo.

Al concluir el programa de corrida se puede cuantificar la carga viral presente en
la muestra importando una curva estandar previamente realizada y guardada en
el programa o empleando los valores de la curva que ha corrido en el mismo
ensayo con las muestras clinicas. Los resultados de carga viral se cuantifican en
UFP/mL, como se establecieron durante la estandarizacion de la técnica, acorde a
las unidades que tienen cada punto de la curva. Otros parametros del programa

pueden ser chequeados para conocer que los resultados son validos.

File: CighiCyoleraiisersiLC_User\data\dengue 16 Ago ABT  Frogras: ampiffication  Run By LC_User
Fun Db, S 18, 2008 1214 Pried Dabe; 2008

Fluorescence (F1)

(R D [ i i i
0 F 4 B B W 1@ @ W W W ¥ P4 W WM M @ 03 I8 N & &2 43 a8 @

Cycle Number

Daneling Aspetmant Meite Tland Cutess WA Asatym Mathad: Secand
Propurtivnal Dasiralive Mazisrs

Referencias

1. Laue T, Emmerich P, Schmitz H. Detection of dengue virus RNA in patients
after primary or secondary dengue infection by using the TagMan automated
amplification system. J Clin Microbiol. 1999 Aug; 37(8):2543-7.
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AMPLIFICACION DEL GENOMA VIRAL DE LOS VIRUS DEL DENGUE PARA
SECUENCIACION NUCLEOTIDICA

I. Extraccion del ARN viral:

Se utiliza muestras virémicas de suero, macerados de tejidos (obtenidos durante
la autopsia de casos fatales de dengue) y sobrenadante de cultivo de células
infectadas con virus dengue.

Se emplea el estuche comercial: QIAamp Viral RNA Mini Kit, QIAGEN, siguiendo
las instrucciones del fabricante, descritas en el acapite anterior.

II. Obtencion del ADN copia mediante Transcripcion Reversa (RT):

Se utilizan los estuches comerciales:
1. Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche (05 081 963 001)

La reaccion de RT se lleva a cabo en un volumen total de 20 puL. Mezcle 8 pL del
ARN extraido, 2 uL de dNTP (10mM) y 2 puL del cebador correspondiente a una
concentracion de 10 pmol/uL. Para la reacciéon con el cebador especifico, se
calienta la mezcla a 65°C por 5 min y se enfria en hielo por 1 min. Luego se
anade una mezcla de 8ul que contiene: 2uL. de DTT (0.1 mM), 1 uL. de RNAsin (40
unidades/pL), 4 uL buffer de reacciéon 5x y 1 pL de Transcriptasa Reversa
(Roche). La mezcla final se coloca en el termociclador a 50°C por 50 min y
posteriormente se inactiva la enzima a 85°C por 5 min. Cuando se utilice el
Random primer el procesamiento es similar aunque es necesaria una incubacion
de la mezcla final a 25°C por 5 min antes de comenzar con la reacciéon de

transcripciéon reversa a 50°C.

2. SuperScript III First-Strand Synthesis Sysytem for RT-PCR, Invitrogen
(18080-051)

La reaccion de RT se lleva a cabo en un volumen total de 20 puL. Mezcle 8 pL del

ARN extraido, 1 pL de dNTP (10mM) y 1 uL del cebador correspondiente a una

concentracion de 10 pmol/uL para primer especifico y 100 umol/uL para random

primer. Para la reaccién con el cebador especifico, se calienta la mezcla a 65°C

por 5 min y se enfria en hielo por 1 min. Luego se anade una mezcla de 10 uL que

contiene: 2uL de DTT (0.1 mM), 1 pL de RNAsin (40 unidades/uL), 4 uL de MgCl,
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25 mM, 2 pL del buffer de reaccion 10x y 1 pL de Transcriptasa Reversa
Superscript III (200U /uL) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EUA). La mezcla
final se coloca en el termociclador a 50°C por 50 min y posteriormente se inactiva
la enzima a 85°C por 5 min. Cuando se utilice el Random primer el
procesamiento es similar aunque es necesaria una incubacion de la mezcla final a
25°C por 5 min antes de comenzar con la reaccion de transcripcién reversa a

50°C.

III. Amplificacién de fragmentos del genoma viral de hasta 3000 pb.

Se utiliza el estuche Expand High Fidelity PCR system (500U), Roche (11 732
650 001) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Mix 1

MgCl, 2 pL
Buffer 10x | 2.5 pL
dNTPs 0.6 uL
DMSO 1.25 pL
Primer + 1 pL
Primer - 1 uL
H,O 8.65 pL
Total 17 pL
cDNA 3 pL
Total 20 pL
Mix 2

Taq Pol 0.4 pL
H,O 4.6 pL
Total 25 pL

Cuando se preparan varias reacciones de PCR es recomendable afadir la enzima

al final, por eso aparece como una segunda mezcla.

Para genotipificacion de los virus del dengue a partir del gen completo de la
Envoltura viral estan disponibles diversos protocolos, donde se utilizan
diferentes juegos de primers de acuerdo con el serotipo que se quiera amplificar
(Rodriguez-Roche et al., 2005a, Rodriguez-Roche et al., 2005b, Uzcategui,
Comach et al. 2003).
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Por otra parte, con fines de investigacion es util la amplificacion del genoma viral
completo. En este momento nuestro laboratorio utiliza los primers descritos por
Christenbury, Aw et al. 2010, con algunas modificaciones (Rodriguez-Roche et
al., publicacién en preparacion). Este protocolo permite la amplificacién del
genoma viral completo en 5 fragmentos solapados (F1, F2, F3, F4 y F5). El
fragmento F1 es util para amplificar los genes que codifican para las proteinas
estructurales partiendo de la regién 5’ UTR. Todos los primers se utilizan en

concentraciones de 10 pmoles/ pL.

Referencias

1. Christenbury, J. G., P. P. Aw, et al. (2010). "A method for full genome
sequencing of all four serotypes of the dengue virus." J Virol Methods

doi:10.1016/j.jviromet.2010.06.013.

2. Rodriguez-Roche, R., M. Alvarez, et al. (2005a). "Virus evolution during a
severe dengue epidemic in Cuba, 1997." Virology 334(2): 154-159.

3. Rodriguez-Roche, R., M. Alvarez, et al. (2005b). "Dengue virus type 2 in
Cuba, 1997: conservation of E gene sequence in isolates obtained at

different times during the epidemic.” Arch Virol 150(3): 415-425.

4. Uzcategui, N. Y., G. Comach, et al. (2003). "Molecular epidemiology of
dengue virus type 3 in Venezuela." J Gen Virol 84 (Pt 6): 1569-1575.



110

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DIRECTA DEL PRODUCTO DE PCR

Se emplea el equipo de secuenciacion automatica: CEQ 8800, Beckman Coulter

[
CERLITH

El sistema de analisis genético CEQ 8800 es totalmente automatizado y capaz de
determinar la secuencia nucleotidica del ADN problema mediante la separacion
por electroforesis capilar de los fragmentos obtenidos durante la reaccion de
secuencia. Se basa en el método de Sanger-Coulton o de terminaciéon de la
cadena, con el empleo de dideoxinucle6tidos marcados que emiten flourescencia a
diferentes longitudes de onda, de modo que es posible diferenciar cada una de las
bases (A,G,C,T).

El equipo permite el procesamiento continuo de dos placas de 96 pocillos y
cuenta con un arreglo de 8 capilares, por lo que es posible realizar un método de
separacion diferente en cada una de las columnas de 8 pocillos.

El procesamiento ocurre de forma consecutiva de columna en columna de la
placa. Primero ocurre la desnaturalizacion y luego la separacion por electroforesis
capilar. El gel de separacion es reemplazado automaticamente en los ocho
capilares después de cada separacion. El cartucho de gel es reemplazable y

contiene la cantidad suficiente para dos microplacas completas.
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La deteccién se realiza por fluorescencia inducida por laser en cuatro canales
espectrales. Los datos de cada columna de 8 muestras se procesan
automaticamente para Dbrindar la secuencia y los coromatogramas
correspondientes que se almacenan en una base de datos y también pueden ser
exportados en formatos compatibles con diferentes aplicaciones de analisis de
secuencia. En el IPK se realiza el procesamiento de las secuencias y el ensamblaje
de varios fragmentos utilizando el programa Sequencher 4.8, Gene Codes

Corporation.

Para las reacciones de secuencia se utiliza un estuche comercial (CEQ DTCS
quick start kit, Becman Coulter).Este estuche incluye una mezcla lista para usar
que contiene la enzima, dNTPs, dideoxinucleo6ticos marcados y buffer de reaccion

para 96 reacciones de secuencia.

Dependiendo del tamano del gen que se desee secuenciar se deben disenar
primers cada 400 pb aproximadamente (sentido y antisentido) para secuenciar
tanto la cadena positiva como la negativa. De forma usual en nuestro laboratorio
se amplifica el gen de la Envoltura viral para cada uno de los serotipos de
dengue, con vistas a la genotipificacion viral. En este protocolo se utilizan 8
primers de secuencia para cada serotipo. Con fines de investigacion se amplifica
el genoma viral completo a partir de S fragmentos como se describié en acapite
anterior. Dichos fragmentos son secuenciados empleando alrededor de 40

primers en total para cada serotipo.

Materiales suministrados por Beckman Coulter:
1. Formamida (conservar a -20°C)
Aceite mineral (conservar a 4°C)
Glucégeno (conservar a -20°C)
Genome Lab Separation gel LPA-1 20ml (conservar a 4°C)
Genome LAB DNA Sequening capillary array 33cm (conservar a 4°C)
Buffer de separacion (conservar a 4°C)

Placas para muestras

® N o a s wd

Placas para buffer
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Materiales requeridos no suministrados por Beckman Coulter

1. Tubos eppendorfde 0.2 mLy 1.5 mL
2. Puntas para micropipetas
3. Primers o cebadores disefiados para el estudio en concentraciones de 5

pMoles/puL

4. Agua estéril

El agua se utiliza en las reacciones de secuenciacion en el CEQ, debe ser
desionizada y esterilizar. NO debe tratarse con DEPC. E1 DEPC residual interfiere
con las reacciones enzimaticas y puede provocar una sefnal baja y corriente
inestable.

S. Etanol al 95% diluido con agua; etanol al 70% diluido con agua.

Estos reactivos se utilizan para precipitar las reacciones CEQ después de la
secuenciacion ciclica. El etanol debe ser puro, 100% (grado biologico molecular) y
la solucion se debe almacenar y utilizar a -20°C. Use agua estéril para diluir el
etanol a la concentracion deseada, como se describié anteriormente.

6. Acetato de Sodio - 3M (pH 5,2)

El acetato sodico se utiliza como componente de la soluciéon terminadora. El pH
es muy importante. Asegurese de que el acetato soédico sea del pH correcto. De lo
contrario, los disedeoxinucleétidos no incorporados no se eliminaran
eficientemente. La solucién de Acetato de Sodio 3M, pH 5,2 puede obtenerse de
Sigma (100 6 500mL, Referencia S7899).

7. Nas, EDTA - 100 mM (pH 8,0)

Este es el segundo componente de la soluciéon terminadora requerida para la
purificacion que sigue a la reaccion. Ademas, la solucion terminadora debe
prepararse fresca a partir de las bases; de no hacerlo, es posible que las sales
precipiten. La solucién de Na;EDTA 0,5M (~ pH 8-8,5) puede obtenerse de Sigma
(100mL, Referencia E7889).
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Preparacion de las reacciones de secuencia:

1. Para las reacciones de secuencia se prepararan las siguientes mezclas:

Componentes Cantidades

ADN (producto de PCR purificado)* 25-100 fmoles

Primer S pmoles (1 pl)

Master Mix 8 ul

Agua Completar hasta 20 ul

*Purificar el producto de PCR utilizando el QIAquick PCR purification protocol, QIAGEN

2. La mezcla final se coloca en un termociclador y la reaccion de secuencia se
lleva a cabo siguiendo 30 ciclos del siguiente programa:
96 °C 20 seg
50 °C 20 seg
60 °C 4 min

3. Posteriormente se procede a la purificacion de los productos de la reaccion de

secuencia mediante el método de precipitacion con etanol:
a) Prepare un microtubo estéril etiquetado de 1,5mL para cada muestra.
b) A cada tubo etiquetado, anada SpuL de solucién terminadora (2 pL de NaOAc

3M + 2 uL EDTA 100mM (soluciones base mencionadas anteriormente) y 1L de

glucégeno 20mg/mL (suministrado en el estuche).
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Asegurese de preparar la solucion terminadora en el momento de usarla y
mantenerla a temperatura ambiente. Si la soluciéon terminadora se refrigera o se
deja a temperatura ambiente durante demasiado tiempo, el EDTA se precipitara.

El glucogeno se debe almacenar a -20°C con el estuche.

c) Transfiera las reacciones para secuenciacion a los tubos etiquetados

correspondientes y mézclelas completamente.
d) Afiada 60pL de etanol al 95% diluido con agua (v/v) que ha sido refrigerado a

-20°C y mezcle completamente. Inmediatamente, centrifugue a 14,000rpm a 4°C

durante 25 minutos. Con cuidado, retire el sobrenadante con una micropipeta.

Nota: Para muestras multiples, siempre anada la solucién fria de etanol /agua

inmediatamente antes de centrifugar.

En esta etapa, es muy importante mezclar completamente. Si no se mezcla
suficientemente, la precipitacion no sera 6ptima. También puede ser perjudicial si

las muestras se dejan reposar a -20°C después de anadir el etanol.

e) Lave el precipitado 2 veces con 200pL de etanol diluido con agua al 70% (v/v)
que fue almacenado en un congelador a -20°C. Para cada lavado, centrifugue
inmediatamente a 14,000rpm a 4°C durante un minimo de 2 minutos. Después

de centrifugar, retire con cuidado todo el sobrenadante con una micropipeta.

Cuando se eliminan las sales, es posible que el precipitado no sea visible. No
rompa el pellet cuando agregue la dilucién de etanol al 70. Después de
centrifugar, elimine tanto etanol como sea posible. Tenga cuidado de no aspirar el

precipitado en la punta de la pipeta.

f) Deje secar el precipitado por un tiempo breve, el sobresecado de los mismos

impide que la muestra se resuspenda adecuadamemente en el paso siguiente.

g) Resuspenda el precipitado (casi trasparente) en 40pL de formamida
(suministrada con el kit y que se conserva a -20°C en alicoutas de 350 pulL).
Aproximadamente 15 minutos después, asegurese de resuspender nuevamente el
precipitado utilizando vortex. No se recomienda calentar las muestras para

volverlas a suspender. Las muestras resuspendidas se pueden almacenar hasta
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un mes en tubos cerrados a una temperatura de -20°C. NO ALMACENE LAS
MUESTRAS EN FORMA DE PRECIPITADO!

Preparacion de las muestras para cargarlas en el CEQ 8800

a) Transfiera las muestras resuspendidas a los pocillos apropiados de la placa de

muestras del CEQ. NO ES POSIBLE USAR ningun otro tipo de placa.

b) Cubra todas las muestras resuspendidas con una gota de aceite mineral

(suministrada en el estuche).

El aceite mineral protege las muestras. Debido a esto, es posible colocar las

muestras de una placa en el CEQ y volver a reinyectarlas mas tarde, si se desea.

c) Cargue la placa de muestras en el CEQ e inicie el método de separacion

deseado.

El plato tiene “muescas” en una esquina y puede colocarse en el soporte del plato
solamente en una posiciéon. Al cargar el plato de muestras en el CEQ, se debe

tener cuidado de no danar las puntas de los capilares que estan expuestas.

d) Cargue la placa de buffer de corrida y verifique que la cubeta de agua (wetting
tray) contiene la cantidad adecuada. Aseglirese de que cuenta con la cantidad de

gel necesaria para la corrida y que los capilares han sido colocados.

Referencias

1. www.beckmancoulter.com
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ENSAYO DE LINFOPROLIFERACION A PARTIR DE CELULAS HUMANAS DE

SANGRE PERIFERICA

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica.

1.

Puncion de la vena cubital con extraccion de sangre en condiciones asépticas.
Descargar jeringuilla en tubo de 50ml con Heparina (12-15 Ul/mL de sangre).
Mezclar por inversion del tubo.

Diluir la sangre heparinizada 1/2 en PBS, soluciéon salina 0.9% o solucion de
Hank modificada (sin Calcio ni Magnesio).

Montar sangre diluida sobre Medio de separacion de CMP Ficoll-Hypaque

(Sigma) (densidad =1.077g/ml) a temperatura ambiente.

4. Centrifugar a 800g(2500rpm) durante 30 minutos a 22-25 °C.

S. Extraer con pipeta Pasteur el anillo de células mononucleares periféricas

(CMP) y dispensarlo en tubos 12-15 mL fondo redondo (o conico). Completar

el tubo con solucion de Hank modificada a 4°C.

6. Centrifugar a 400g (1800 rpm) 10 minutos a 4°C.

7. Decantar sobrenadante, resuspender el pellet celular gentilmente y completar

Cel/ml de medio =

el tubo con solucion de Hank modificada.Repetir dos lavados en iguales
condiciones.

Resuspender el pellet en 2ml de RPMI-1640 suplementado (STF 10%,
Glutamina 100mM, Peni-estrepto 100UI-100ug/mL).

Conteo de células en camara de Neubauer con colorante Turk violeta. Medir
viabilidad con Tripan azul. Se preparan diluciones 1/20 de las células con el
colorante. Contar 4 cuadrantes externos de la camara, luego aplicar la

formula:

# Cel. Contadas x Dilucion en colorante. 104

# Cuadrantes contados
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Ensayvo de linfoproliferacion:

9.

. Ajuste de células a la concentracion de 1x106/ml en medio RPMI-1640

suplementado.

Dispensar 100uL de células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos, fondo
en U(Costar/Falcon).

Anadir antigenos (virus dengue purificado a partir de cerebro de raton
lactante) o mitégenos como PHA o medio en control de sintesis espontanea
por triplicados, a concentraciones deseadas, en un volumen de 100 uL/pozo.
Incubar placas a 37° C, atmésfera humeda, 5% de CO, durante 6 dias para
antigenos y 3 dias para mitégenos.

Dar pulso con timidina tritiada 6 horas antes de completar el tiempo de
incubacion a 1uCi/pozo.

Tras completar el tiempo de incubacion congelar la placa a -70 °C hasta el
momento de su cosecha.

Cosechar las células con Cosechador automatico (Cell harvester, Skatron)
sobre papel de fibra de vidrio (Skatron).

Poner a secar el papel a temperatura ambiente durante toda la noche, a 37°C
durante 3 horas o a 60°C durante durante 30 minutos.

Dispensar los discos en papel de fibra de vidrio en viales de centelleo.

10.Anadir Coctel liquido de centelleo (Scitran) 1mL en viales pequenios o Sml en

viales grandes.

11.Contar en contador de centelleo liquido (LKB) a 1 min/vial.

cpm media del triplicado

Calculo del L.LE. IE =

cpm media sintesis espontanea

Referencias

1.

Bojum A. (1968) Isolation of leucocytes from human blood. Further
observations. Methylcellulose dextran and Ficoll as erythrocyteaggregating

agents. Scand J. Clin Lab. Invest 21 supplement 97, 31-50.
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ENSAYO DE LINFOPROLIFERACION A PARTIR DE ESPLENOCITOS DE
RATON

Aislamiento de esplenocitos

1.

AL

10.

11.

12.

13.

14.

Extraccion de los bazos en condiciones asépticas (incision lateral izquierda y
diseccion del 6rgano).

Obtencién de los esplenocitos por perfusion o macerado de los bazos con
solucion de Hank modificada a 4°C.

Completar a 15 ml con solucién de Hank modificada a 4°C.

Centrifugar a 400g (1800 rpm) 10 minutos a 4°C.

Decantar sobrenadante, resuspender el pellet celular gentilmente.

Lisis de eritrocitos por choque osmotico con tampén de hemolisis (NH4Cl
0.15M, Tris 9.9mM pH 7.2) a 4°C por 10 minutos.

Lavar por centrifugacion a 400g (1800 rpm) 10 minutos a 4°C. con solucién de
Hank modificada.Repetir dos lavados en iguales condiciones.

Resuspender el pellet en 2ml de RPMI-1640 suplementado (STF 10%,
Glutamina 100mM, Peni-estrepto 100UI-100ug/ml).

. Conteo de células en camara de Neubauer con colorante Turk violeta. Medir

viabilidad con Tripan azul. Se preparan diluciones 1/20 de las células con el
colorante. Contar 4 cuadrantes externos de la camara, luego aplicar la
férmula:

# céls contadas x dilucion en colorante x 104
Céls/ml de medio =

# cuadrantes contados

Ajuste de células a la concentracion de 2x106/ml en medio RPMI-1640
suplementado.

Dispensar 100ul de células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos, fondo
en U (Costar/Falcon).

Anadir antigenos o mitoégenos (o medio en control de sintesis espontanea) por
triplicados, a concentraciones deseadas, en un volumen de 100 ul/pozo.
Incubar placas a 370 C, atmosfera himeda, 5% de CO, durante 4 dias para
antigenos y 3 dias para mitoégenos.

Pulso con 1uCi/pozo de timidina tritiada (Amershan) por 18 horas.
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15. Anadir Timidina tritiada a la concentracion de 1uCi/pozo.
16.Incubar 6 horas.

17.Congelar a -700°C.

18.Descongelacion.

19.Cosecha.

20.Conteo de cpm.

cpm media del triplicado
Calculo del L.E.: IE=

cpm Sintesis espontanea

Referencias

1. Watsom J. (1979) Continuos proliferation of murine antigen-specific helper T

lymphocytes in culture. J. Exp. Med. 150, 1510-1519.
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AISLAMIENTO DE MONOCITOS A PARTIR DE CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE PERIFERICA (C.M.S.P.)

1. Preparacion de gelatina al 3% en agua. Seguidamente esterilizar y disolver
por autoclave.

Colocar sobre los frascos 10 mL e incubarlos toda la noche a 50 °C.

Aislar las CMSP segtin el método de Boyum et al., 1968.

Colectar el anillo asi como el plasma.

Anadir 15 mL de plasma.

Incubar lhora a 37°C.

N o gk D

Absorber el plasma y lavar dos veces con RPMI sin suplementar (10mL

/frasco).Observar la limpieza al Microscopio.

8. Colocar las CMSP en RPMI al 10 % STF

9. Incubar de 60-90 minutos, 37°C, 5%COx.

10.Extraer células que no se pegaron: Lavar con RPMI 2 veces y chequear al
microscopio.

11.Anadir sln salina fria (20 mL).

12.Incubar 5 minutos.

13.Desprender y centrifugar 7 minutos 4°C a 1500 rpm.

14.Resuspender en RPMI al 2% de STF, si el objetivo siguiente es infectarlas

(la infecciéon se realiza empleando la técnica de Shell vial descrita

previamente).

15.Ajustar a 5x 108 células.

Referencias

1. Boyum et al. Isolation of leucocytes from human blood. Isolation of
mononuclear cell by one centrifugation and of granulocytes by combining
centrifugation and sedimentation at 1 g. SCAND.J Lab. Invest 1968; 21 (97):
77-89.
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DETECCION DE CITOQUINAS INTRACELULARES Y MARCADORES
CELULARES DE SUPERFICIE POR CITOMETRIiA DE FLUJO EN CULTIVOS DE
CELULAS MONONUCLEARES MURINAS ESTIMULADAS CON
ANTIGENOS/MITOGENOS.

1. Bloqueo de Receptores FC para disminuir marcaje fluorescente no-

especifica.
e Se emplea un Ac anti receptor FC vy II/III, lug/lo6 en 100 ul de tampén
de marcaje ( PBS-Dulbecco, STF 1% inactivado, Azida Sédica 1%, pH 7.4-

7.6) filtrado; (TM)
e Incubar 30 minutos 4 °C.
2. Marcaje de Antigenos de Superficie.
e Depositar 106 células en 100 uL de Tm en tubos precubiertos con ACM
especifico conjugado a fluorocromos (0,5 ug)
e Incubar 30 minutos a 4 °C.
e Lavar 2 veces con TM 1 mL/tubo 250 x g, 10 minutos.
e Desagregar con vortex.
3. Fijado y Permeabilizacion de las células.
e Resuspender las células en 200 ul de solucion de fijado y permeabilizacion.
e Incubar 20 minutos a 4 °C.
e Lavar en las mismas condiciones que en el paso 2.
1. Marcaje de citoquinas intracelulares.
e Depositar 10° células en 100 uL de Tm en tubos pretratados con AcM
especifico conjugado a fluorocromos (5 ug)
e Incubar 30 minutos 4 °C
e Lavar en las mismas condiciones que en el paso 2.
5. Analisis Citométrico.

e Control de marcaje para citoquinas intracelulares: Después de paso 3.
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e Depositar 106 células en 50 uL de Tm en tubos pretratados con ACM
especifico NO conjugado a fluorocromos (5 ug), del mismo clon del

conjugado.
e Anadir el AcM especifico conjugado a fluorocromos (5 ug) en 50 uL.
e Incubar 30 minutos 4 °C.

e Lavar en idénticas condiciones que en el paso 2.

Referencias

1.

Haynes J. L. (1988) Principles of flow cytometry. Cytometry supplement 3: 7-
17.

Prussin C. (1992) Cytokine flow cytometry: Understanding Cytokine Biology

at the single cell level. Journal of Clinical Immunology vol 17 No 3.
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ENSAYO DE INMUNOAMPLIFICACION

La patogénesis de la fiebre hemorragica del dengue con sindrome de choque por
dengue (FHD/SCD) es, probablemente, un proceso multifactorial complejo.
Halstead et al., basados en observaciones epidemiolégicas hechas en el Sudeste
asiatico, propusieron en 1970 que los anticuerpos neutralizantes heterélogos
derivados de una infeccién primaria podrian incrementar, en los individuos
susceptibles, la replicacion de un segundo serotipo infectante vy,
consecuentemente, tendrian lugar procesos que desencadenan la FHD/SCD. El
fenémeno anteriormente enunciado se conoce como incremento en la replicacion
viral dependiente de anticuerpos (ADA). Aunque el fenédmeno de ADA no ha sido
demostrado in vivo, se han desarrollado ensayos de inmunoamplificacion in vitro,

como el que a continuacién aparece.
Materiales:

» Células Kseo.

» Virus: dengue 2 (D2) previamente titulado

» Anticuerpos: sueros humanos con anticuerpos neutralizantes contra el
virus dengue 1 (D1), sueros hiperinmunes o liquidos asciticos

hiperinmunes producidos contra D1 en animales de laboratorio.

Preparacion de las células Kseo.

Las células Ksex se desprenden por agitacion vigorosa, de la superficie de frascos
de cultivos celulares de 150 cm? y se centrifugan. Estas células se resuspenden
en medio de mantenimiento RPMI con 2 % de suero de ternera fetal y 2 mM de
glutamina, para obtener una suspension celular con una concentracion de 2x105

células/mL.
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Preparacion de las mezclas de reaccion

1. Se hacen diluciones seriadas de los sueros, en medio RPMI, desde 1/10 hasta
1/3906250, y se ponen 50 ul de cada dilucion de sueros en placas de 96
pozos. A una fila de esta placa se anaden 50 uL de idénticas diluciones de un
suero que contenga anticuerpos inmunoamplificadores (control positivo de

suero) y a otra fila se annaden 50 uL de RPMI (control de virus).

2. Se diluye el virus D2 de manera tal que al ser annadido a las células Kse>» quede
en una multiplicidad de 0.0006. Se adicionan 50 pL de esta dilucion de virus

a cada uno de los pozos que contienen diluciones de sueros o medio RPMI.

3. Se incuban las mezclas de virus-suero y las de virus-RPMI, durante 1 hora, a

37° C.

4. Se anaden 100 uL de células Kse2 y se incuban las mezclas de reaccion
durante 48 horas, a 37° Cy 5 % de CO,. Pasado este tiempo se congela la

placa a -70° C.

Titulacion de las mezclas de virus-suero en células BHK21.

Cada mezcla virus-suero o virus-RPMI debe ser titulada, sin diluir y por
duplicado, en células BHK21 (para el método de titulacion ver p. 33.)
Se considera que se ha producido ADA si:
X1 — Xo
>1.96
\/X 1+ Xo

X1 — numero de placas del virus con suero

Xo— numero de placas del control de virus
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PROCEDIMIENTO PARA ELISPOT DE INF GAMMA

1. Recubrir la placa con el anticuerpo primario (Ac anti IFN gamma):
concentracion de trabajo 3ug/ml de PBS para una placa (100 ul/pozo 10ml

PBS + 30 ug de Ac anti IFN gamma).
2. Aislamiento de PBMC segun el protocolo habitual.
3. Lavar tres veces con 200 ul /pozo de PBS estéril o RPMI.

4. Bloquear la placa con 200 ul de PBS / BSA: 5g de BSA fraccion V en 500 ml
de PBS y filtrar por 0.2um o RPMI 10% FCS + 1% P/S de 1 a 4 horas a TA.

S. Ajustar las PBMC a 3x10¢ (300 000/pozo) o 5x 106 (500 000/ pozo).

6. Anadir los antigenos que se usaran para estimulacién: Péptidos (diluir los
péptidos a una concentracion de 20 ug/ml en RPMI (5 mg/ml stock: 0.4
ul/100 ul).

7. Eliminar el bloqueo aspirando el contenido de los pozos.
8. Lavar 3 veces con 200ul de PBS, (puede no lavarse).

9. Dispensar las células 100 ul y los antigenos 100ul para un total de 200 ul /

pozo.
10.Cultivo: 24h, 48h o toda la noche.

11.Lavar 3 veces 200 ul PBS y 3 veces con 200 ul PBS Tween 20al 0.05 % o 6

veces con PBS Tween al 0.05%.

12.Incubar 10 min con PBST 20 0.05%. Eliminar bien el detergente con cuidado

de no tocar el fondo del pozo.
13.Preparar el segundo anticuerpo a 2mg/ml en PBS Tween- BSA.
14.Incubar over night a 4 grados
15.Lavar 4 veces con PBS Tween 105 ul /pozo.
16.Preparar estreptavidina 1/2000: Sul para 10 ml.
17.Incubar 2 horas a TA.

18.Lavar 3 veces con PBS Ty 3 con PBS.
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19.Sustrato aminoetil carbazol: 12 ml de buffer +0.4 ml de AEC+ 12 ul de H,0».
20.Anadir 200 ul por pozo y dejar de 1 a 5 min.
21.Interrumpir la reaccion lavando con abundante agua de la pila.

22.Dejar las placas secar toda la noche y contar manchas usando un microscopio

de diseccion.

Referencias

1. IL-10 levels in dengue patients. Some findings from the exceptional
epidemiological conditions of Cuba. Pérez AB, Garcia G, Sierra B, Alvarez M,
Vazquez S, Cabrera MV, Rodriguez R, Rosario D, Martinez E, Denny T,
Guzman MG. Journal of Medical Virology 2004, 73: 230-234.

2. Long term memory cellular immune response to dengue virus after a natural
primary infection. Sierra B, Garcia G, Pérez AB, et al. International Journal of

infectious Diseases 2002; 6 (2):125-128.

3. IL-2 levels in past dengue infection. Gissel Garcia, Beatriz Sierra, Luis Morier
,Miguel Guzman, Mayling Alvarez, Ana B. Pérez amd Maria G.Guzman.Dengue

Buletin, Vol 25, 2001, pag 65-68.



127

DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES DE CITOQUINAS

1. Extraccion de ADN

El1 ADN genomico se extrae del plasma utilizando un Kit de Extraccion de ADN
(QIAmp DNA mini Kit and QIAmp DNA Blood mini kit, Qiagen, 2003) y se
almacena a -20 ° C para posterior analisis de genes. Brevemente se mezcla 200
ul de sangre venosa periférica con 20 ul de proteinaza K, se mezcla vigorosamente
y se anaden 200 ul del buffer AL. Se mezcla vigorosamente y se incuba a 56 ° C al
menos 10 minutos. Tras un golpe de centrifuga se afnade 200 ul de etanol
absoluto, se mezcla, y tras otro golpe de centrifuga se anade sobre la columna
que contiene una membrana de alta avidez por el DNA. Se decanta el contenido y
se pone sobre un vial limpio. Se lava la columna con 500 de buffer AW1, y 500 ul
de AW2, con centrifugacion intermedia de 1 minuto a 8000 RPM y una final de 5
minutos 13000 RPM. Tras centrifugar 2 minutos a 13000 para secar la columna
esta se pone sobre un vial limpio y se procede a la elucion del ADN anadiendo 20
ul de agua destilada en el centro de la membrana, incubando 10 minutos a TA y

centrifugando 10 minutos a 13000.

2. PCR para tipicacion de genes polimérficos

E1l ADN se tipifica por PCR para identificar los alelos polimoérficos de los genes de
citoquinas IL-10, TGF B1, IFN y , TNF-a e IL-6 (One Lambda Inc Kit, Cytokine
Genotyping Tray) de acuerdo a las instrucciones del productor. Brevemente, se
prepara la mezcla de 7 ul de D-Mix, 2 ul de cebadores de la citoquina
correspondiente, y 0,05 de Taq polimerasa. Se adiciona 1 ul de ADN mas 9 ul de
la mezcla. Se lleva al termociclador por 1 hora 20 minutos con el programa

correspondiente.

3. Electroforesis

Se prepara un gel de agarosa al 2% (50ml de buffer TAE y 1g de agarosa).
Se aplican 10pl del producto de PCR en los pozos del gel y se dejan correr 15 min
a 140V en buffer TAE segun el Cytokine Genotyping Tray, One Lambda Inc Kit

empleado en el genotipaje.
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La banda de control interna y la banda ancha de cebador no incorporado se
emplean como marcadores de talla. Cualquier banda entre las dos marcadores

deben ser considerados como bandas de tipo positivo (Figura 1).

INTERPRETACION DEL GEL REACCION  REACCION NO-
POSITIVA NEGATIVA AMPLIFICACION

R o B R SR

POZO

BANDA DE CONTROL INTERNA

BANDA DE TIPIFICACION POSITIVA

BANDA DE CEBADORES

Referencias

1. Mattar R, de Souza E, Daher S. Preterm delivery and cytokine gene
polymorphisms. J Reprod Med 2006;51(4):317-20.





