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RESUMEN

Las cepas A-15 (aislada en Cuba, 1981), Jamaica (aislada en Jamaica en 1981) y Nueva Guinea "C" (estandar) del virus dengue-2
fueron comparadas atendiendo al tiempo de aparicion del efecto citopatico (ECP), tiempo de aparicion de la fluorescencia
especifica y a laiweética de multiplicacion viral, al ser inoculadas en las lineas celulares A%@ds(pseudoscutellgrig C6//36 HT

(Aedes albopictys Los resultados mostraron que el ECP de mayor intensidad y méas temprana aparicion fue paegiidtb,

por Jamaica y Nueva Guinea "C" (NGC). AP-61 parece favorecer el ECP de Jamaica respecto al de la misma cepa en C6/36 HT. La
fluorescencia fue mas temprana para Jamaica y A-15, y result6 més intensa para la ultima, mientras que NGC se manifesto
tardiamente. Este comportamiento fue similar en los 2 sistemas celulares. Los mayores titulos durante la cinética deémultiplica

viral se obtuvieron de A-15 en ambas lineas, aunque en AP-61 tienden a igualarse a partir del 4to. dia. La cepa A-15 mostré un
comportamiento particular de estas propiedades bioldgicas al compararla con las otras cepas en estudio, lo que pudiera estar
relacionado con cambios encontrados en su secuencia nucleotidica.

Descriptores DeCS:DENGUE; AEDES; EFECTO CITOPATOGENICO VIRAL/inmunologia; TECNICA DEL ANTICUERPO
FLUORESCENTE INDIRECTA/métodos.

En las ultimas 4 décadas los virus del dengue La fiebre del dengue (FD) y la fiebre hemo-
han emergido como el problema de salud mayor rragica del dengue (FHD) o sindrome del choque
para muchas areas tropicales del mufrfdespe- del dengue (SCD) son causadas por los 4 serotipos

cialmente para las areas urbanas donde el virus es virales, que estan muy relacionados antigéni-
mantenido mediante un ciclo, en el cual el hombre camenté.

es el principal reservorio y el mosquifeedes Se han identificado genéticamente en las
aegypti,el principal vector. Se estima que cada Américas 3 genotipos de dengue 2: el genotipo
afo ocurren en el mundo mas de 50 000 OGasies americano integrado por cepas aisladas desde los
de dengue con uno de los 4 serotipos vieasales afios 50 y no relacionadas con FHD; el genotipo

de la enfermedad (Den-1, Den-2, Den-3, Def-4).  Jamaica integrado por cepas aisladas en Brasil,

! Licenciado en Microbiologia. Investigador Agregado. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK), Cuba.

2 Maéster en Virologia. Licenciada en Microbiologia. Laboratorio de referencia y diagndstico de dengue y otras enfermedades virale
(LARDIDEV). Maracay, Venezuela.

3 Doctora en Ciencias Médicas. IPK.

4 Maéaster en Virologia. Licenciada en Microbiologia. IPK.

° Doctor en Ciencias Médicas. LARDIDEV.



216

Venezuela y Colombia asociadas con FHD, y el
genotipo Nueva Guinea (NG"C") aislado en 1981
en Cuba, asociado con la epidemia méas severa
ocurrida en la region®

El patron heterogéneo entre cepas de dengue
se ha demostrado serolégica y molecularmente,
pero no esta claro cuéles cambios gendmicos se
relacionan con la virulencia en una cepa
particular?-® de esto se desprende que la
identificaciéon de cambios gendmicos que se
puedan relacionar con la expresién de alguna
propiedad bioldgica resulta de gran importancia
en la caracterizacion completa de cepas de
dengue (bioldgica, antigénica y molecular) que
se utiliza en el establecimiento de las estrategias
del control de la enfermeddd.

En el presente trabajo se evalla la aparicion
del efecto citopatico, la deteccion del antigeno
por inmunofluorescencia y la cinética de
multiplicacion viral de 8epas de serotipo dengue 2 en
las lineas celulares de mosquito C6/36HT y AP-61.
En estudios previos estas cepas ya habian
mostrado diferencias al evaluarse por restriccion
enzimatica y secuenciacion nucleotidica, ademas
de otras diferencias bioldgicas reportadas
anteriormenté.

METODOS
VIRUS Y LINEAS CELULARES

Las cepas virales utilizadas fueron: la cepa
A-15 aislada del suero de un paciente con FD
durante la epidemia cubana de FHD en 1981,
con 5 pases enratony 5 pases en la linea celular
C6/36; cepdamaicaaislada en Jamaica en 1981
a partir de sangre de un paciente con diagndstico
FD, con 2 pases en mosquito y 2 pases en C6/36;
y la cepa estand&iG'C", con 23 pases en raton
y 4 pases en C6/36.

Se utilizaron las lineas celulares BHK-21
clono 15, donada por el profesor S.B. Halstead
(Fundacion Rockefeller), crecidas a 37 °C en
medio minimo esencidgMEM), aminoacidos
no esenciales y suero fetal bovino inactivado
(SFBI) 10 %. El medio de mantenimiento con-
sistio en medio de crecimiento, pero supleiaea

con SFBI 2 %. La linea celular AP-@RAedes
pseudoscutellarisdonada por el profesor
M.G.R. Varma delLondon School of Tropical
Medicine and Hygienda cual crece a 28 °C
en medidMM/VP-12,suplementadcon SFBI 10 %.

El medio de mantenimiento de dichas células
consistio en medio L-15 con 10 % de una
solucion de caldo triptosa fosfato 2,9%6SFBI

2 %. La linea celular C6/36-HTAedes
albopictus)' donada por el doctor Javier Diaz
(Laboratorio Departamental de Medellin,
Colombia), multiplicada a 33 °C con MEM,
aminoacidos no esenciales, glutamina 'y SFBI 10 %.
El medio de mantenimiento consistié en el medio
de crecimiento, suplementado con SFBI 2 %.

TITULACION VIRAL

Se siguio el método descrito pbtorensy
otros*? Las cepas se inocularon por triplicado y
cada experimento se repitio 2 veces.

EFECTO CITOPATICO EN LAS LINEAS
CELULARES C6/36-HT Y AP-61

Los tubos con monocapa confluente de las
células C6/36-HT y AP-61 de 24 a 48 h de
sembradas, fueron inoculados con las 3 cepas a
una multiplicidad de infeccion (m.o.i.) de 0,01.
Luego de 1 h de adsorcion a sus temperaturas
respectivas, se adicioné 1 mL de medio de
mantenimiento y posteriormente fueron
incubadas durante 7 d a las temperaturas
correspondientes de acuerdo con la linea celular.
Los tubos fueron observados diariamente a
través de un microscopio invertido Olimpus CK
con aumento 40x para detectar la aparicion del
efecto citopéatico (ECP), con el objetivo de
relacionarlo con la cinética de multiplicacion viral.

INMUNOFLUORESCENCIA

Se prepararon las células de ambas lineas de
la misma forma que para la deteccion del ECP y
se inocularon como se describio. Diariamente, a
partir de las 24 hasta las 96 h, las células se



fijaron enacetona a + 4 °C. La inmunofluores-
cencia indirecta se realizé utilizando un anticuer-
po monoclonal especifico de dengue 2 y un
anticuerpo policlonal de raton anti-dengue 2.

CINETICA DE MULTIPLICACION VIRAL

Diariamente, a partir del tercero hasta el séptimo
dia los tubos de ambas lineas celulares inoculados
con las cepas en estudio fueron congelados a—70 °C,
para ser después titulados segun el método
descrito*?

RESULTADOS

Los ECP observados consistieron en la
formacion de sincitios caracteristicos descritos
para cada una de las lineas utilizadas sin
diferencias entre las cepas dentro de las mismas
células.

Al evaluar la cinética de multiplicacion viral,
se pudo observar que en la linea celular C6/36 HT,
la cepa A15 mostré los mayores titulos virales
desde el primer dia de cosecha (3er. dia posinocu-
lacién); mientras que la cepa Jamaica presentd
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los menores valores durante el periodo de estudio
(fig. 1).

Estos resultados concuerdan con los
observados en el desarrollo del ECP donde la cepa
A15 presentd una mayor intensidad y rapidez en la
aparicion de los ECP: pues alas 72 h se observaron
sincitios en 30 % de la monocapa, y llegd a 100 %
a los 5 d posinoculacion. Las cepas Jamaica y
NC"C" comenzaron el ECP a los 6 d.

Ninguna cepa mostro fluorescencia
especifica a las 24 h. A las 48 h se observo una
fluorescencia intensa de la cepa A15 y mucho
mAas tenue y con menor porcentaje de células
positivas en la Jamaica. A las 72 h comenzo la
sefal de fluorescencia de la cepa NC"C". El
comportamiento fue similar en AP-61 en lo que
respecta a IF.

En cuanto a la cinética en la linea celular
AP-61, aunque la cepa Al1l5 de nuevo muestra
los mayores titulos el primer dia de cosecha viral,
los valores de estos en las 3 cepas fueron
similares a partir del 4to. y 5to. dias (fig. 2).

A diferencia de lo ocurrido en C6/36HT, la
cepa Jamaica en AP-61 produjo sincitios desde
los 4 d y se mantuvo estable hasta el 7mo. en
esta linea.
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Fig. 1.Cinética de multiplicacién viral en
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DISCUSION

A pesar de la aparicion de reportes de lineas
celulares linfociticas para la multiplicacion de virus
dengue, siguen siendo las lineas de células de
mosquito las mas utilizadas para aislamientos y
multiplicaciéon de los virus trasmitidos por
artropodos y el comportamiento de los virus en las
mismas ofrece, por lo tanto, datos a la
caracterizacion de ests'®

La manifestacién de estas cepas de dengue 2
en diferentes sistemas celulares sensibles a su
multiplicacion puede permitir hacer interrelaciones
gue completen los estudios de caracterizacion
biol6gica, antigénica y moleculzi®

Antes de analizar las cinéticas de multiplicacion,
resulta de interés el resultado de la inoculacion de
las cepas en los 2 sistemas celulares, donde la linea
AP-61 favorecio la expresion de la cepa Jamaica
manifestada por la aparicion temprana de sincitios.
Ninguna de las cepas tuvo pases previos en AP-61
y s6lo Jamaica mostré diferencias. Esto coincide
con lo reportado poCamachoy otros, quienes
enuncian que la apariciéon del ECP depende de
caracteristicas inherentes a las cégasgeste caso

Fig. 2.Cinética de multiplicacion viral en
lalinea celular AP-61.

esta apoyado por el comportamiento particular de
A15, la cual evidencié su multiplicacion en ambos
sistemas por encima de las 2 cepas restantes.

En la cinética de multiplicacién viral utilizando
la linea C6/36HT, la cepa A15 mostré6 mayores
titulos que las cepas Jamaica y NG"G"; estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos al
observar el desarrollo de los ECP y la deteccion de
la inmunofluorescencia especifica.

En la linea AP-61, la cepa Al5 exhibio
igualmente los mayores titulos el primer dia de
cosecha, aunque los titulos virales de las 3 cepas
tienden a ser similares al 4to. y 5to. dias p.i. A
partir del 5to. dia se observo un comportamiento
particular en las curvas de replicacion de las 3 cepas
pues hubo una disminucion de los titulos seguida
de un aumento. Esto puede deberse a caracteristicas
de las células AP-61, que han presentado la
capacidad de reponerse a la infeccién viral y las
células no infectadas pueden reproducirse, dando
lugar a infecciones persistentes. También puede
influir la estabilidad del pH del medio de inoculacién
de AP-61, que tiene mayor capacidad tampdn que
el de C6/36HT y por lo tanto, puede permitir a las
primeras, mayores condicionesdérevivencia®’



La inmunofluorescencia brindé patrones de
comportamiento similares para ambas lineas
celulares respecto a cada cepa en estudio; se
manifestaron primero las cepas Al15 y Jamaica y
luego, tardiamente la NG"C".

Al tomar en cuenta todos los resultados
obtenidos: titulos virales en las cinéticas de
multiplicacion en las 2 lineas celulares, tiempos de
aparicion de los ECP y de la deteccién de los
antigenos por inmunofluorescencia, se evidencia
que existe un comportamiento bioldgico particular
de la cepa A15; esto induce a pensar que algunas
diferencias en zonas gendmicas pudieran conferirle
tales propiedades e indican hacia la misma direccion
de investigaciones anteriores sobre igual ¢épa.
Ademas, existen como premisa datos no publicados
sobre 7 cambios aminoacidicos en la proteina de
envoltura de la cepa Al5 respecto a las cepas
Jamaica y NG"C", en zonas posiblemente
relacionadas con la actividad bioldgica
(comunicacién personal, Guzman MG, Instituto de
Medicina Tropical "Pedro Kouri").

Resta aun por determinar en futuros estudios
las relaciones entre la expresién de propiedades
biol6gicas y su origen genético y la posible relacion
con lavirulencia de las cepas, lo que al final incidira
decisivamente en las estrategias para el control del
dengue y la obtencién de una posible vacdha.

SUMMARY

Strains A-15 (isolated in Cuba, 1981), Jamaica (isolated in Jamaica,
1981) and Nueva Guinea “C” (standard) from dengue-2 virus were
compared according to the time of appearance of the cytopatic effect
(CPE), to the time of appearance of specific fluorescence and to the
kynetics of viral multiplication on being innoculated in the cell lines
AP-61 (Aedes pseudoscutellajisand C6/36 HT Aedes
albopictug. The results showed that the CPE of highest intensity
and earliest appearance was for A-15, followed by Jamaica and
Nueva Guinea “C” (NGC). AP-61 seems to favor the CPE of
Jamaica with respect to that of the same strain in C6/36 HT.
The fluorescence was earlier for Jamaica and A-15 and more
intensive for the latter, whereas NGC manifested late. This
behaviour was similar in the 2 cellular systems. The greatest
titres during the kynetics of viral multiplication were obtained
from A-15 in both lines, although in AP-61 they tend to be
equal from the 4th day on. The strain A-15 showed a particular
behaviour of these biological properties on comparing them
with the other strains under study, which may be related to
changes found in its neuclotide sequence.

Subject headingsDENGUE, AEDES; CYTOPATHOGENIC EFFECT,
VIRAL/immunology; FLUORESCENT ANTIBODY TECHNIQUE,
INDIRECT/methods.
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