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APRESENTACAO

A colecéo “Acdes de Saude e Geracao de Conhecimento nas Ciéncias Médicas”
€ uma obra que tem como foco principal a discussao cientifica por intermédio de
trabalhos diversos que trazem implicacdes praticas, alicercadas teoricamente.

A intencdo desta obra é apresentar a pluralidade de saberes e praticas por
meio de estudos desenvolvidos em diversas instituicoes de ensino e de pesquisa
do pais. O e-book reline pesquisas, relatos de casos e revisdes que transitam nas
varias especialidades e na multidisciplinaridade, constituindo-se em uma importante
contribuicao no processo de producao de conhecimento.

A coleténea esta organizada em trés volumes com temas diversos. O volume 1
contém 25 capitulos que representam acdes de saude por meio de relatos de caso
e relatos de experiéncia vivenciados por universitarios, docentes e profissionais
de saude, além de praticas de pesquisa acerca de estratégias ou ferramentas que
envolvem o escopo do livro.

O volume 2 contém 27 capitulos que tratam de pesquisas que utilizaram como
fonte varios dados obtidos no Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Saude (DATASUS), em sua maioria, além de dados de instituicbes de saude e de
ensino e estudos experimentais. O volume 3 contém 21 capitulos e € constituido por
trabalhos de reviséao de literatura.

Deste modo, esta obra apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos pelos diversos autores, bem como seus registros de desafios e
inquietacdes, de forma a contribuir para a construcéo e gestdao do conhecimento. Que
estes estudos também auxiliem as tomadas de decisao baseadas em evidéncias e
na ampliacdo e fortalecimento de agcdes de saude ja em curso.

Uma étima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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RESUMEN: El dengue es la arbovirosis mas importante en la salud publica en todo el
mundo, cuyo serotipo 2 (DENV-2) esta asociado con grandes brotes en muchas regiones
del Perl. La Prueba de Neutralizacion por Reducciéon de Placas (PRNT) se considera
el “estandar de oro” en la deteccidn de anticuerpos neutralizantes contra DENV, esta
prueba utiliza incubadoras con inyectores de CO2 para el proceso; Sin embargo, es
dificil de adquirir, lo que aumenta el costo en materiales y equipos. Ademas, algunas
cepas de DENV de tipo salvaje son dificiles de plaquear, siendo necesario optimizar el
PRNT para estudios de seroprevalencia con cepas autdctonas. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue optimizar el PRNT utilizando un sistema sin inyeccién CO2 para
una cepa viral de tipo salvaje de DENV-2. La cepa DENV-2 aislada en la linea celular
C6/36 HT y confirmada por Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR), se propag6 a
través de 5 pasajes en la linea celular Vero-76. Se evaluaron tres concentraciones de
células: 1,5 x 105 células/ml, 2,0 x 105 células/mly 2,5 x 105 células Vero/ml en placas
de 24 pocillos. Adicionalmente, el medio de crecimiento se ajusté a 3 medidas de pH
diferentes (pH: 6.5, pH: 6.9 y pH: 7.2) usando HEPES para evitar la alcalinizacion del
medio. Luego, las placas se sellaron y se incubaron a 37 ° C sin CO2 durante 9 dias.
Posteriormente, el ensayo en placa se realiz6 inoculando una dilucién en serie de 10
veces del stock viral en placas de 24 pocillos con células Vero-76 aplicando el método
semisolido con monocapa preformada (con 3 horas de adherencia viral) y adicion del
medio de recubrimiento con 3 % de carboximetilcelulosa (CMC) y aplicando el método
semisoélido con células en suspensidon (con 4 horas de adherencia viral) y adicion de
medio de recubrimiento con 3%, 4% y 6% de CMC, sin CO2 hasta el dia de tincion con
Azul Negro de Naftol. Una vez que se obtuvo la concentracidon éptima de células, el pHy
el dia de tinciébn adecuados, el PRNT se llev6 a cabo utilizando 5 sueros seronegativos
para el virus de la fiebre amarilla (YFV) y sin reporte de dengue, diluido en 1:5, 1:10y
1:20; 5 sueros seropositivos a YFV por PRNT y sin reporte de dengue, diluido en 1:5,
1:10 y 1:20; y 5 sueros con reporte de dengue diluido en 1:160; 1:320 y 1:640. Como
resultado, el Ensayo de Placas con células en monocapa produjo placas indefinidas
y no contables. Usando células Vero-76 en suspensioén a 2.5 x 105 células/ml, con
el medio de crecimiento ajustado a pH: 6,9, recubrimiento con CMC al 6%, dio como
resultado, en el octavo dia, placas definidas de 2 mm de diametro aproximadamente,
revelando un titulo viral de 1.2x106 UFP/mI. Los sueros con reportes de dengue fueron
positivos para neutralizacion de DENV-2 (reduccion del numero de placas superior al
70%) en diluciones desde 1:160 a 1:640. Los sueros positivos a YFV no mostraron
reaccion cruzada en ninguna dilucion. En conclusion, la PRNT, aplicando el método
semisoélido con células en suspensién y usando una incubadora sin inyector de CO2,
permitié detectar anticuerpos neutralizantes contra la cepa de tipo salvaje de DENV-2
y no mostro reaccion cruzada con YFV en diluciones mayores a 1:5.

PALABRAS CLAVE: PRNT, Dengue Virus -2, Virus de Fiebre Amarilla, Didxido de
Carbono, Cultivo Celular.
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PLAQUE REDUCTION NEUTRALIZATION TEST IN A NON- CO2 SYSTEM FOR A
WILD TYPE STRAIN OF DENGUE VIRUS SEROTYPE -2

ABSTRACT: Dengue is the most important arbovirosis in public health worldwide,
which serotype 2 (DENV-2) is associated with large outbreaks in many regions of Peru.
The plaque reduction neutralization test (PRNT) is considered the “gold standard” in
the detection of neutralizing antibodies against DENV, this test uses incubators with
CO, injectors for the process; however, is hard to acquire, which increase the cost in
materials and equipment. In addition, some wild-type DENV strains are difficult to plaque
being necessary to optimize the PRNT for seroprevalence studies with autochthonous
strains. Therefore, the objective of this study was to optimize the PRNT using a non-
CO,system for a wild type strain of DENV-2. The DENV-2 strain isolated in the C6/36 HT
cell line and confirmed by PCR was propagated through 5 passages in the Vero-76 cell
line. Three cell concentrations: 1,5 x 10° Vero cells/ml, 2,0 x 10° Vero cells/ml and 2,5
x 10° Vero cells/ml were evaluated in 24-well plates. Thus, 3 different pH adjustments
of growth medium were performed (pH: 6.5, pH: 6.9 and pH: 7.2) using hepes to avoid
alkalinization of the medium. Then, the plates were sealed and incubated at 37 °C
without CO, for 9 days. Subsequently, the plaque assay was performed inoculating 10-
fold serial dilution of viral stock on 24-well plates with Vero-76 cells applying the semi-
solid method with pre-formed monolayer (with 3 hours of viral adherence and addition
of overlayer with 3% of carboxymethylcellulose (CMC)) and applying the semi-solid
method with cells in suspension (with 4 hours of viral adherence and addition of 3%,
4%, and 6% CMC), the plates were sealed and incubated at 37 ° C without CO, until
the staining day with Naphthol blue black. Once the optimal concentration of cells, pH
and staining day were obtained, the PRNT was performed using 5 sera seronegative to
yellow fever virus (YFV) and without reports of dengue diluted in 1: 5, 1:10, 1:20; 5 sera
seropositive to YFV by PRNT and without reports of dengue diluted in 1: 5, 1:10, 1:20
and 5 sera with reports of dengue diluted in 1: 160; 1: 320 and 1: 640. As results, the
plaque assay with monolayer cells produced undefined and non-countable plaques.
Using Vero-76 cells in suspension at 2,5 x 10 ° cells / ml, with the growth medium
adjusted to pH: 6.9, overlayer with 6% CMC as results defined plaques of diameter 2
mm approximately on the eighth day and a viral titer of 1.2 x 10® PFU/ml were obtained.
Sera with reports of dengue were positive for DENV-2 (plaque reduction greater than
70%) at dilutions: 1: 160 to 1: 640. YFV positive sera did not show cross-reaction
at any dilution. In conclusion, the PRNT, applying the semisolid method with cells in
suspension and using an incubator without CO, injector, allows to detect neutralizing
antibodies against the wild type strain of DENV-2 and does not show cross-react with
YFV at a dilution of 1: 5 to more.

KEYWORDS: PRNT, Dengue Virus-2, Yellow Fever Virus, Carbon Dioxide, Cell Culture

INTRODUCCION

El virus del Dengue pertenece a la familia flaviviridae, la cual se caracteriza
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por transmitirse a través de vectores artropodos y cuyos miembros representan
un problema de salud publica, registrando cada afio altas tasas de incidencia y
morbilidad en regiones tropicales y subtropicales a nivel mundial. La sintomatologia
presentada durante la infeccion por flavivirus se relaciona con el desarrollo de
diversas alteraciones, principalmente con fiebres y dafios hemorragicos, que pueden
resultar en la muerte del individuo. EI Dengue es la enfermedad transmitida por
mosquitos del género Aedes mas importante del mundo, presentando un estimado
de 390 millones de infecciones cada afio y mas de 20 000 muertes en mas de 100
paises. Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades, se estima
gue mas de un tercio de la poblacién mundial vive en areas a riesgo de contagio por
el virus del dengue, el cual causa la fiebre del dengue, una de las causas principales
de enfermedad en las personas que viven en el tropico y subtropico.

En Peru la infeccion por flavivirus esta ampliamente propagada, y su complejidad
ha ido aumentando con los afios debido a varios factores, como el crecimiento urbano
no planificado, problemas de agua y saneamiento, el cambio climatico y ambiental
y la circulacion simultanea en algunas regiones de mas de un serotipo de dengue,
lo que aumenta el riesgo de que se presenten casos graves y ocurran brotes. En
Perl, durante todo el afio 2019, se han reportado 17143 casos de Dengue, el
80.7% de estos casos fueron reportados sélo en 5 departamentos: Loreto, Madre de
Dios, Lambayeque, San Martin y Tumbes. Asi mismo se reportaron 37 defunciones
confirmadas como consecuencia de infeccion por virus Dengue.

Entre las actividades de investigacion de virus Dengue, los ensayos de
deteccidn y cuantificacion viral robustos y confiables son una parte esencial del kit de
herramientas del investigador. En el caso de Flavivirus como el Virus Dengue, estos
se pueden detectar y cuantificar usando una variedad de métodos virolégicos basicos
o sofisticados. Estos métodos incluyen, entre otros, Ensayos de Placa, Reaccion en
Cadena de Polimerasa con Transcripcion Inversa (RT-PCR), Microscopia Electronica
de Transmision y ensayo de Dosis Infecciosas en Cultivo de Tejidos 50% (DICT50),
cada uno con sus propias limitaciones para la deteccién y cuantificacion del material
genomico viral, proteinas virales o particulas infecciosas intactas (Flint et al. 2004).

La Prueba de Neutralizacion de Reduccion de Placa (PRNT) se considera el
“estandar de oro” en la deteccidén de anticuerpos neutralizantes contra DENV, esta
prueba utiliza cubetas con inyectores de CO2 para el proceso; Sin embargo, es dificil
de adquirir este tipo de equipos, pues aumenta el costo en materiales y equipos.
Ademas, algunas cepas de DENV de tipo salvaje dificultan las pruebas de plaqueo,
siendo necesario la optimizacion de la PRNT para estudios de seroprevalencia con
cepas autoctonas.

En esta investigacién se desarrolla un protocolo de optimizacion de la Prueba
de Neutralizacién de Reduccion de Placa para estudios de Virus Dengue — 2 en
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incubadoras sin equipo de suministro de CO, para la minimizacion de costos por uso

y mantenimiento.

MATERIALES Y METODOS

La cepa DENV-2 aislada en la linea celular C6/36 HT y confirmada por PCR
se propagd a través de 5 pasajes en la Linea Celular Vero-76. Se evaluaron tres
concentraciones de células: 1,5 x 10° células/ml, 2,0 x 10° células /ml y 2,5 x 10°
células/ml en placas de 24 pocillos. Realizando 3 ajustes de pH diferentes del medio
de crecimiento (pH: 6,5, pH: 6,9 y pH: 7,2) usando el tampdn HEPES para evitar la
alcalinizacion del medio. Luego, las placas se sellaron y se incubaron a 37 °C sin
CO, durante 9 dias.

Posteriormente, el ensayo de la placa se realiz6 inoculando una dilucion en
serie de 10 veces del stock viral en placas de 24 pocillos con sustrato de células
Vero-76 aplicando el método semisélido con monocapa preformada y el método
semisélido con células en suspension.

Método Semisdlido con Monocapa Preformada: Placas con monocapa
celular preformada son inoculadas con la cepa viral, dejando un periodo de 3 horas
de adherencia. Posteriormente se inoculan 100 yl de Medio de Recubrimiento
(compuesto de Medio de mantenimiento adicionado con Carboximetilcelulosa al 3%
p/v)

Método Semisélido con Células en Suspension: Placas con células en
suspension son inoculadas con la cepa viral, dejando un periodo de 4 horas de
adherencia y posteriormente inoculado con 100 yl de Medio de Recubrimiento
(compuesto de Medio de mantenimiento adicionado con Carboximetilcelulosa al 6%
p/v).

Para ambos métodos, las placas se sellaron y se incubaron a 37 °C sin Inyector
de CO, hasta el dia de tincion con Azul Negro de Naftol.

Una vez que se obtuvo la concentracion 6ptima de células, la estabilizacion de
pH y se determiné el dia 6ptimo de la tincidn, se procedi6 a realizar la PRNT usando
5 sueros seronegativos para el virus de la fiebre amarilla (YFV) y sin reportes de
Dengue en diluciones finales de 1:5, 1:10 y 1:20; 5 sueros seropositivos a YFV y sin
reportes de dengue se analizaron por PRNT en diluciones finales de 1:5, 1:10, 1:20
y finalmente, 5 sueros seronegativos para el virus de la fiebre amarilla con reportes
de dengue, se analizaron por PRNT en diluciones finales de 1:160; 1:320 y 1:640.

Prueba de Neutralizacion por Reduccion de Placas (PRNT)

Se realizaron las mezclas cada dilucion de suero con DENV-2 en proporcion 1:1
y se incubaron durante 60 minutos a 37 °C. Luego, 50 pl de la mezcla se inoculé en
las placas por duplicado y después de 4 horas se agreg6 el Medio de Recubrimiento

Acbes de Saude e Geragdo de Conhecimento nas Ciéncias Médicas 2 Capitulo 26




correspondiente. Finalmente, las placas se sellaron y se incubaron a 37 °C sin
inyector de CO, hasta el dia de tincion con Azul Negro de Naftol.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Ensayo de Placa con células en monocapa preformada produjo placas
indefinidas y no contables. Utilizando células Vero-76 en suspension a 2,5 x 10°
células/ml, con el medio de crecimiento ajustado a 6,9 de pH y Medio de Recubrimiento
con CMC al 6%, se obtuvieron, al octavo dia, placas definidas (efecto citopatico) de
2 mm diametro aproximadamente y un titulo viral de 1,2 x 10 UFP/ml (ver figura 1).

40 e 103 102 101

CcC 107 106 10~

Figura 1: Titulacion de DENV-2 por método semisolido utilizando células Vero-76 en suspension.

La OMS recomienda el uso de la prueba de placa para DENV-2 por el método
semisélido con monocapa completa; sin embargo, en este estudio, la prueba de
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placa para DENV-2 por el método semisélido en suspension celular es la técnica
Optima.

Los sueros con reportes de dengue mostraron ser positivos a neutralizaciéon
de DENV-2 (reduccién de placas superior al 70%) en las diluciones 1:640 para los 3
sueros, 1:320 para 1 suero y 1:160 para 1 suero. Los sueros positivos para YFV no
mostraron reaccién cruzada con ninguna dilucion a DENV-2 (ver figura 2).

Figura 2: Evaluacion de sueros por PRNT para DENV-2 con un porcentaje de reduccion
superior al 70% (Suero 1:> 1:640; Suero 2: 1:320; Suero 3: <1:5; Suero 4: <1:5)

Hoy en dia el desarrollo de técnicas de cuantificacién y evaluacidn de los niveles
de neutralizacion de DENV en placas de cultivo siguen siendo empleadas en la
industria de vacunas contra el dengue, en investigacion académica y en laboratorios
de salud publica. En primer lugar el ensayo de placa se considera el estandar de
oro para la cuantificacion del titulo viral, a pesar de su desarrollo en la década de
1950 (Dulbecco y Vogt, 1953). En segundo lugar, el ensayo de Russell y Nisalak se
hizo conocido como la prueba de neutralizaciéon por reduccidén de placa, el cual se
introdujo como un método para medir los anticuerpos neutralizantes especificos del
tipo DENV y ha seguido siendo el ensayo estandar de oro desde 1968 (Russell et al.
1967).

En este estudio adaptamos las metodologias de Ensayo de placas y Prueba de
Neutralizaciéon por Reduccidén de Placas a condiciones de incubacion sin inyeccion
de CO, constante. Estas modificaciones lograron minimizar el costo de nuestras
pruebas sin alterar los resultados de titulacion y neutralizacion. Tipicamente en los
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ensayos se empled la linea celular Vero-76, la cual se considera la célula modelo
estandar en los estudios sobre el dengue debido a su susceptibilidad de infeccion
por dengue (Kaliwantoro et al. 2016).

La inyeccion de didxido de carbono es una caracteristica ampliamente utilizada
en practicas de cultivo celular, debido a su capacidad para interactuar con el tampén
Bicarbonato en el medio de cultivo celular, estabilizando el pH a un valor aproximado
al nivel 6ptimo (~ 7.4). Este gas fue excluido en nuestra mezcla de gases dentro del
sistema de cultivo celular debido a que complementamos el medio de cultivo con
un sistema de amortiguacion independiente de CO, como el HEPES (Andersen y
Jargensen 1995; Minuth et al., 2010; Williamson y Cox 1968).

A pesar de la amplia aplicaciébn de estas metodologias, el aislamiento y la
cuantificacion de la infectividad del virus del dengue, particularmente las cepas
salvajes, sigue siendo dificil. Para combatir esta dificultad, empleamos células de
mosquito, las cuales muestran una alta susceptibilidad a los virus del dengue, aun
si son de tipo silvestre, pero a diferencia de las células Vero, no producen placas
facilmente por la infeccién de los virus del dengue, haciendo que los ensayos de
infectividad en mosquitos requieran técnicas especiales y un gran nUmero de pasajes
(Igarashi, 1978).

CONCLUSION

La PRNT, aplicando el método semisélido con células en suspension y usando
una incubadora sin inyector de CO,, permitié detectar anticuerpos neutralizantes
contra una cepa de tipo salvaje de DENV-2 y no mostrd reacciones cruzadas contra
Virus de Fiebre Amarilla en diluciones mayores a 1:5.
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