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RESUMEN

El dengue es un grave problema de salud publica que no posee vacuna ni tratamiento especifico.
El método de diagnéstico mas utilizado es el serolégico, especificamente, la deteccion de
anticuerpos IgM anti-dengue. Los antigenos virales utilizados en este método pueden ser
preparados en cultivo de células de Aedes albopictus (C6/36). El objetivo de este trabajo fue el
mantenimiento de los cuatro serotipos virales [D1 (R10), D2 (RIO), D3 (H-87), D4 (BV)] en células
C6/36 para la futura preparacion de antigenos virales. Las células C6/36 fueron cultivadas en medio
L-15 con 10% de SFB a 28 °C, e infectadas con 50 ul de cada uno de los serotipos virales por 5 a 7
dias. Una vez confirmada la infeccion por inmunoflurescencia indirecta, los virus fueron titulados por
la técnica de placa de lisis. Los titulos de los serotipos fueron D1 (RIO) [2,9 x 10° PFU/mI], D2
(RIO) [4,4 x107 PFU/mI], D3 (H87) [6,4 x 10’ PFU/mI] y D4 (BV) [5,1 x10° PFU/mI]. La produccién
de antigenos virales es de gran importancia dado que los mismos pueden ser utilizados en diversos
métodos diagndsticos.
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ABSTRACT

Dengue is a serious public health problem that has neither vaccine nor specific treatment.
Serology is the most frequently used diagnosis method, specifically the anti-dengue IgM detection.
The viral antigens employed in this method could be prepared from Aedes albopictus cell cultures
(C6/36). The objective of this study was to maintain the four viral serotypes [D1 (R1O), D2 (RIO),
D3 (H-87), D4 (BV)] on C6/36 cells for the preparation of viral antigen in the future. The C6/36
cells were cultured in L-15 medium supplemented with 10% FCS, infected with 50 pl of each viral
serotype and then incubated for 5-7 days at 28° C. After confirmation of the infection by indirect
immunofluorescence (l11F), viral titration was performed by lysis plaque assay. The serotypes titres
obtained were as follows: [2.9 x 10° PFU/mI] for D1 (RIO), [4.4 x10’ PFU/mI] for D2 (RIO), [6.4 x
10 7 PFU/mI] for D3 (H87) and [5.1 x10° PFU/mI] for D4 (BV). The production of viral antigens is
very important because they could be used in several diagnosis methods.
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DESARROLLO

El linaje celular C6/36 de A. albopictus fue mantenido en medio Leivobitz-15 (L-15) suplementado
con 10 % suero fetal bovino (SFB) a 28°C. Luego de formada la monocapa de células C6/36, se
desechd el sobrenadante, se lavaron las células una vez con PBS y fueron infectadas con 50 ul de
cada uno de los cuatro serotipos virales [D1 (RIO), D2 (RIO), D3 (H-87), D4 (BV)]; un virus por
frasco. Las células se incubaron por una hora a 28°C con agitacion cada quince minutos, luego se le
agreg6 medio L-15 al 2% de SFB y se incubé a 28°C entre 5 a 7 dias. Como resultado de la
infeccion de las células C6/36 se pudo observar el efecto citopatico producido, evidenciado por la
destrucciéon de la monocapa celular. (Fig. 1b) En la Fig. 1a se observa la integridad de la monocapa
de células sin infectar utilizadas como control.

Para la confirmacion de la infeccion se realiz6 una inmunofluorescencia indirecta al cuarto dia
post-infeccién, para ello se tomaron 200 pl del sobrenadante de las células C6/36 infectadas con los
diferentes serotipos de dengue, se centrifugd, se desechdé el sobrenadante y se tomé 10 pl del
sedimento que se depositd en los orificios de una lamina. Una vez seca la lamina se fijé con acetona
por 10 minutos, posteriormente se lavé dos veces con PBS y una vez con agua destilada. Una vez
seca la lamina se incub6 con PBS conteniendo tritén al 0,2% en hielo por 5 minutos. Nuevamente
la lamina fue lavada dos veces con PBS y una vez con agua destilada. Se adiciondé 20 pl de liquido
inmune ascitico de ratén a cada orificio de la lamina y esta se colocé en camara himeda a 37°C
durante 30 minutos. Finalmente, se lavé 2 veces con PBS por 5 minutos y una vez con agua
destilada. Una vez seca la lamina se agregdé 15 ul del Anticuerpo anti-lIgG de ratén conjugado con
FITC (Sigma, EEUU) con dilucion 1/50 incubandose en camara himeda a 37°C por 30 minutos,
luego se realizaron dos lavados con PBS y uno con agua destilada; se dej6é secar la lamina a
temperatura ambiente. Por dltimo se agregd una gota de glicerina tamponada y se observo la
inmunofluorescencia en las células infectadas en un microscopio de inmunofluorescencia (16)
(Olympus, Japdén). En la Fig. 2 se observa la fluorescencia de células C6/36 infectadas con virus de
Dengue 2 (RIO).

La titulacion viral se llevé a cabo por la técnica de formacién de placas de lisis utilizando células
VERO EG6 pues en ellas se observa mejor el efecto citopatico a causa de la infeccion viral, las células
fueron cultivadas en medio MEM a 37°C suplementado con 1% estreptomicina, 1% penicilina, 1%
anfotericina y con 10% SFB. Una vez formada la monocapa celular, se tripsinizé a las células y la
suspensién celular obtenida se cuantificé y fue ajustada la concentracién celular a 2 x 10° células
por pocillo en medio MEM con 10 % de SFB y fueron posteriormente incubadas a 37°C y 5 % de
CO, por 24 horas, hasta formar nuevamente la monocapa. Luego el sobrenadante de las células fue
desechado y las células adheridas fueron lavadas tres veces con PBS. Los pocillos fueron
completados con 400 pl de medio conteniendo diferentes concentraciones del virus, o medio sin
SFB como control celular, se incubd la placa por una hora a 37°C en estufa con 5% de CO,,
agitando la placa cada 15 min. Posteriormente se aspir6 cuidadosamente la suspension viral, se
agrego6 500 ul de Carboxi Metil Celulosa (CMC) (Sigma- EEUU) al 1% en medio MEM mas 2 % SFB,
se incubd por 7 dias a 37°C y con 5% de CO, luego, se aspird el sobrenadante manteniendo la
integridad del tapete celular, se fijaron y colorearon las células con 200 pl del colorante Naftol Blue
Black (Sigma-EEUU) por 40 minutos a temperatura ambiente en agitador, finalmente se aspir6 el
colorante; y las placas se dejaron secar a temperatura ambiente y se cuantificé la cantidad de
placas presentes por microscopia. En la placa de titulacién viral (Fig. 3) se puede apreciar las
diferentes diluciones del virus D2 (RIO) por triplicado, donde se destaca el efecto citopatico a
diferentes diluciones virales. En los controles celulares se observa la monocapa de células intacta. A
diluciones virales mas bajas (10, 1072, y virus puro) se observa la destruccién completa de las
monocapas de células, a diluciones mas altas (102 y 10™) se observa una destruccién parcial de las
monocapas, finalmente a diluciones donde el virus se encuentra ain mas diluido se puede observar
el efecto citopatico solamente con el microscopio. El titulo viral se expres6 en unidades formadoras
de placas/ml (PFU/mL), asi los titulos de los serotipos fueron D1 (RIO) [2,9 x 10° PFU/mI], D2
(RIO) [4,4 x107 PFU/mI], D3 (H87) [6,4 x 10" PFU/mI] y D4 (BV) [5.,1 x10° PFU/mI].
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Células C6/36

Sin Infeccion Infectadas con D2 (RIO)

Figura 1a Figura 1b
Figura 1a Monocapa de células C 6/36 sin infeccion.

Figura 1b Células C 6/36 infectadas con dengue D2 (RIO), donde se puede
observar el efecto citopatico del virus sobre la monocapa celular

Inmunofluorescencia

Figura 2. Se observa fluorescencia de células C6/36
infectadas con virus D2 (RIO)
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Titulacion del virus D2 (RIO) por la Técnica de Lisis

virus puro

; ....‘ Do

2w~wooow
Y N

. 90 -

Control celular| ...... 104

Figura 3. Placa de titulacién con diferentes diluciones virales
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CONCLUSION

Los titulos virales obtenidos de los diferentes serotipos de dengue son éptimos para la producciéon
de antigenos virales que pueden ser utilizados en diferentes técnicas como ELISA Indirecto, ELISA
de captura de IgM (MAC-ELISA) e Inmunofluorescencia Indirecta. Por consiguiente el
mantenimiento de estas semillas virales es de suma importancia para la produccién de los
antigenos.
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