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RESUMEN

INTRODUCCION: la técnica de neutralizacion por reduccion del nimero de placas ha sido realizada en las células BHK-21 en Cuba
desde hace mas de 2 décadas, para la determinacion de los anticuerpos neutralizantes a dengue. A finales de 2007, la OMS inici6
un programa para armonizar esta técnica en todos los laboratorios al nivel mundial. OBETIVOS: en el presente estudio se trazd
como objetivo principal la normalizacion de la técnica de neutralizacion, por reduccion del niimero de placas en las células Vero
procedentes del Laboratorio de Cultivo del Instituto de Medicina “Pedro Kouri”. METopos: se emplearon las cepas virales
propuestas por la OMS vy las cepas del Banco de cepas del Laboratorio de Arbovirus, y un panel de sueros humanos de pacientes
sospechosos de dengue con mas de 5 d del comienzo de los sintomas. REsuLTADOS: se demuestra que con las células Vero sembradas
en suspension se obtiene una mayor capacidad y calidad de plaqueo. Se obtuvieron resultados similares con las cepas del Banco de
Arbovirus y con las cepas de referencia de la OMS. ConcLUSIONES: se logré normalizar la técnica de neutralizacion en las células
Vero con resultados reproducibles a los obtenidos en BHK-21, pero con el consumo de un numero mayor de dias. La normalizacion
de esta técnica permitira relacionar los resultados de neutralizacion de los estudios epidemioldgicos y de vacuna con los obtenidos

por otros laboratorios al nivel internacional.
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INTRODUCCION

El dengue (DEN) se considera una enfermedad
emergente en la actualidad y es una de las princi-
pales enfermedades virales transmitidas por artro-
podos en términos de morbilidad y mortalidad. Se
estima que anualmente ocurren entre 50 y 100 millo-
nes de infecciones. Esta enfermedad es la causa
de 300 000 a 500 000 hospitalizaciones anuales
con una tasa de letalidad de 1 a 5 %.'?

El diagnostico seroldgico de los virus del DEN
es complicado, por la existencia de determinantes

antigénicos de reactividad cruzada compartidos
por los 4 serotipos virales y otros flavivirus.?

Una variedad de pruebas seroldgicas han sido
utilizadas para determinar los anticuerpos anti-
flavivirus: inhibicion de la hemaglutinacion (IH),
fijacion del complemento (FC), inmunofluores-
cencia (IF), ensayos inmunoenzimaticos (ELISA),
y la prueba de neutralizacion por reduccion del
numero de placas (NRNP). Cada uno de los prin-
cipios de estos ensayos se basa en una propiedad
diferente de los anticuerpos, pero solamente la NRNP
proporciona el parametro bioldgico de la neutrali-
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zacion del virus in vitro. Ademas es la prueba
seroldgica mas especifica entre los flavivirus, y se-
rotipo-especifica entre los virus del DEN, que
correlaciona los niveles de proteccion del suero
frente a la infeccion.*

En el caso de la infeccion por dengue no existe
un modelo animal que reproduzca la enfermedad,
esto hace dificil la evaluacion de las capacidades
protectoras de los candidatos vacunales y su
correlacion con la proteccion in vivo. Estudios rea-
lizados a lo largo de estos afios han mostrado que
la proteccion en ratones y en primates a la infec-
cion por dengue se ha correlacionado con los nive-
les de anticuerpos neutralizantes, por lo que, hasta
el momento, la NRNP es la técnica mas aceptada
para medir los anticuerpos neutralizantes al virus.*
Sin embargo, no existe una normalizacion de esta
técnica que permita la comparacion de los niveles
de anticuerpos neutralizantes en el suero de los
vacunados, o de los individuos inmunes en los dife-
rentes laboratorios internacionales.

Teniendo en cuenta lo antes planteado en 2007,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) inici6
un programa a nivel mundial, para armonizar los
procedimientos de la NRNP en todos los laborato-
rios mediante la realizacion de unas guias para el
desarrollo de la técnica. En estas se recogen las
recomendaciones minimas para el desarrollo del
protocolo de la técnica, en relacion con las cepas,
células empleadas y metodologia. Esto permitiria
en un futuro la definicion de valores en el titulo de
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anticuerpos neutralizantes que se correlacionen
con la proteccion in vivo.*

Teniendo en cuenta que solo las células Vero
han sido obtenidas de manera tal que puedan ser
usadas para la produccion de vacunas vivas ate-
nuadas y como un primer acercamiento en la nor-
malizacion de este protocolo en las condiciones
cubanas; se evalud la técnica de NRNP en las
células Vero, mantenidas en el Laboratorio de Cul-
tivos Celulares del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK), con las cepas de referencia
de la OMS y las cepas del Laboratorio de Ar-
bovirus.

METODOS
LINEAS CELULARES

Para el estudio se utilizaron las lineas celulares
siguientes, las cuales se mantienen en el Laborato-
rio de Cultivo de Células del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri”: la linea celular C6/36HT
(Aedes albopictus,’ cepa celular del clono C6/36,
(ATCC CRL 1660) donada por el doctor Javier Diaz
(Laboratorio Departamental de Medellin, Colom-
bia), la linea celular BHK21 clono 15 (rifion de
hamster recién nacido), gentilmente donada por el
profesor S. B. Halstead, Director Cientifico de la
Iniciativa de una Vacuna Pedia-trica para Dengue
y la linea de células Vero proveniente de rifion de
mono verde africano (ATCC, CCL-81).°

TABLA 1. Caracteristicas de las cepas del laboratorio del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” y de la Organizacion Mundial de la Salud utilizadas en la
titulacion viral y en la deteccion de anticuerpos neutralizantes por el método de placas

Historia Lugar de Afio de

Cepas virales de pases aislamiento aislamiento
DEN 1 Angola* 5P C6/36 HT Angola 1988
DEN 1 WP74 5P C6/36 HT Nauru 1974
DEN 2 Al5 2 PR 2P C6/36 HT Cuba 1981
DEN 2 SP16803 4P C6/36 HT Tailandia NC**
DEN 3 116/00 5P C6/36 HT Cuba 2000
DEN 3 CH53489 3P C6/36 HT Tailandia NC

DEN 4 Dominica * 4P C6/36 Dominica 1981
DEN 4 TVP360 3P C6/36 Caribe NC

P: pase; R: raton; *Cepas donadas gentilmente por el doctor Robert Shope (ya fallecido)
de la Universidad de Texas, EE. UU.; **NC: no se conoce su afio de aislamiento. En
cursiva o italica aparecen las cepas de referencia de los 4 serotipos del dengue
recomendadas por la OMS, las que fueron donadas gentilmente por su Departamento
de Inmunizaciones, Vacunas y Biologicos
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CEPAS VIRALES

Las caracteristicas de las cepas empleadas en
el estudio se muestran en la tabla 1.

MUESTRAS SEROLOGICAS

Se emplearon 29 sueros humanos de pacien-
tes sospechosos de dengue procedentes de las pro-
vincias de: Granma/Matanzas (9), Santiago de
Cuba (10) y Ciudad de La Habana (10), recibidos
a través del Sistema Nacional de Vigilancia de
Dengue con mas de 5 d del comienzo de los sinto-
mas.

ESTUDIOS SEROLOGICOS
Titulacion de las cepas

Se realizaron diluciones seriadas de cada una
de las cepas (desde 1:10 hasta 1: 1000) en medio
minimo esencial (MEM) suplementado con 2 %
de suero fetal bovino inactivado por 30 min a
56 °C. Se inocularon por triplicado en placas de 24
pocillos que contenian las células BHK21 clono 15
o células Vero. Las placas se incubaron en 5 % de
CO,a37°C por 5-9 d, para ser tefiidas con nafthol
blue black. Las placas se contaron para calcular
los titulos virales y se expresaron en UFP/mL. ¢’

Optimizacién de diferentes parametros
para la realizacion de la técnica de placas
en las células Vero

Con el objetivo de definir varios parametros
como el tiempo de incubacion, la forma de sem-
brar las células, el dia de tincion, asi como la capa-
cidad y calidad del plaqueo, se emplearon las células
Vero sembradas en monocapa y en suspension.
Para ello se realiz6 la titulacion de las cepas de
dengue de los 4 serotipos (las de nuestro Banco de
Cepas y las donadas gentilmente por el Departa-
mento de Inmunizaciones, Vacunas y Bioldgicos
de la OMS) (tabla 1). Se realizaron diluciones
seriadas en base 10. Cada cepa fue titulada a la
vez en las células Vero sembradas en suspension
y en monocapa. Se realizaron los titulos de cada

cepa en 9 placas diferentes con el objetivo de
realizar la tincién de 5 a 13 d posinoculacion.

Paralelamente se realiz¢ la titulacion de cada
cepa empleada en las células BHK-21, la tincion
se hizo en los dias previamente establecidos para
cada serotipo.5’

Evaluacién del empleo de las cepas

de referencia de la OMS para determinar
la presencia de anticuerpos neutralizantes
a dengue en las células BHK-21

Se realizo la evaluacion de las cepas de refe-
rencia de la OMS mediante la determinacion de
los anticuerpos neutralizantes en las 29 muestras
de sueros previamente descritos, empleando para
ello las células BHK-21. Para la determinacion de
la presencia de anticuerpos neutralizantes a cada
serotipo del virus dengue se utilizaron las cepas
descritas en la tabla 1. Se preparo una dilucion 1/30
de cada suero. Esta dilucion de cada suero se
mezclé con igual volumen de la dilucion de trabajo
del virus, que consistio en 40 UFP/50 uL. Las
mezclas de virus mas suero o virus mas medio se
incubaron durante 1 ha 37°C a 5 % de CO,. Pos-
teriormente se inocularon 50 uL de esta mezcla en
las células BHK21 y se incub6 de forma similar a
lo realizado para la titulacion de las cepas segun
los protocolos de Morens y otros, asi como Alvarez
y otros.%’

Evaluacion del empleo de la técnica de placas
en las células Vero sembradas en suspension
para la determinacion de la presencia

de anticuerpos neutralizantes a dengue

Después de optimizar el empleo de las células
Vero en suspension y de validar el uso de las
cepas de referencia de la OMS en las células
BHK21, se evaluo6 la realizacion de la NRNP en
las células Vero y BHK-21 en paralelo. Para ello
se determiné la presencia de anticuerpos
neutralizantes a los 4 serotipos virales, con el
mismo panel de sueros de individuos procedentes
de las 3 regiones del pais en las 2 lineas celulares.
Para el desarrollo de este objetivo se utilizaron las
cepas descritas en la tabla 1 y se sigui6 el protoco-
lo descrito brevemente en el acapite de evaluacion
del empleo de las cepas de referencia de la OMS.%’



Analisis de los resultados

Este trabajo es descriptivo y no se realizd nin-
gun tipo de analisis estadistico.

RESULTADOS

Optimizacién de diferentes parametros
para la realizacion de la técnica de placas
en las células Vero

En relacion con la forma de sembrar las células
Vero, los resultados mejores de la titulacion viral
se obtuvieron en las células sembradas en suspen-
sidén, como se muestra en la tabla 2 para todas las
cepas empleadas. Algunas cepas no fueron capa-
ces de formar placas en las células Vero sembra-
das en monocapa. Estas cepas fueron las 2 cepas
de DEN-1 (DEN 1 Angola y DEN 1 WP74) y las
2 cepas de DEN-4 (DEN 4 Dominica y DEN 4
TVP360). En cuanto a los dias de tincion, al
emplear las células Vero sembradas en suspension,
las cepas de DEN-2 tuvieron placas mas visibles

TABLA 2. Titulo de las cepas de dengue en células BHK-21 y
en células Vero sembradas en monocapa y en suspension

Células Células Células
BHK-21 Vero Vero
Cepas suspension suspensiéon ~ monocapa
DEN 1 Angola PL* 7 PL 11 Np**
5P C6/36 HT (0,46 x 10*) (2,5 x 10*)
DEN 1 WP74 PL 7 PL 11 NP
5P C6/36 HT (2,3 x10%) (1,6 x10%)
DEN 2 Al5 PL 5 PL 7 PL 7
2PR 2P C6/36 HT (3,6 x 10%) (3,3 x 10*) (2,7 x 10%)
DEN 2 SP 16803 PL 6 PL 7 PL 7
4P C6/36 HT (4,5 x 10*) (3,7 x 10%) (2 x 109
DEN 3 116/00 PL 7 PL 10 PL 10
5P C6/36 HT (42 x10*) (2,8 x 10*) (2,13 x 10%
DEN 3 CH 53489 PL 7 PL 10 PL 10
3P C6/36 HT (3,2 x 10*) (1,5 x10%) (1,5 x 10*)
DEN 4 Dominica PL 6 PL 8 NP
4P C6/36 HT (1,7 x 10°) (2,3 x 10°)
DEN 4 TVP360 PL 6 PL 10 NP
3P C6/36 HT (3,2 x10°) (3,7 x10%)

P: pase; R: raton; *PL: plaqueo y dia de tincion; **NP: no
plaqueo. En cursiva o italica aparece la cepa DEN 1 WP74, para
la cual el titulo fue ligeramente mayor en las células Vero sembradas
en suspension. Todos los titulos se expresan en unidades
formadoras de placas/mL (UFP/mL).
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y mas nitidas a los 7 d posinoculacion. Para las
cepas de DEN-3 las placas se observaron mas
nitidas a los 10 d mientras que para las cepas de
DEN-4 alos 8 y 10 d, respectivamente. E1 DEN-1
fue el serotipo que presentd mas dificultad para
plaquear en las células Vero necesitando un ma-
yor tiempo de incubacién (11 d), para lograr una
mejor calidad de las placas. En la figura 1 se mues-
tra la formacion de placas de las cepas de refe-
rencia de los 4 serotipos de DEN en las células
BHK-21 y en las células Vero sembradas en sus-
pensién y en monocapa.

Evaluacion de las cepas de referencia
de la OMS para determinar la presencia
de anticuerpos neutralizantes a dengue
en las células BHK-21

Los resultados obtenidos para el panel de
sueros en relacion con la presencia o no de
anticuerpos neutralizantes fueron similares, tanto
para las cepas cubanas de los 4 serotipos como
para las cepas de referencia de la OMS en las
cé¢lulas BHK 21 (Fig. 2).

Evaluacion de la técnica de neutralizacion
por reduccion del nimero de placas empleando
células Vero sembradas en suspension

Al evaluar el empleo de la técnica de NRNP
en las células Vero sembradas en suspension con
respecto a las células BHK-21, a una dilucion 1/30
del panel de sueros se obtuvo un 100 % de coinci-
dencia de los resultados. En la figura 3 se mues-
tran los resultados similares obtenidos en ambas
lineas celulares, en este caso para el DEN-1. No
se muestran las figuras para el resto de los serotipos
porque mostraron un comportamiento similar. De
estas muestras procedentes de Granma y Matan-
zas 9 tenian solamente anticuerpos a DEN 1, 10
de ellas procedentes de la provincia de Santiago
de Cuba tenian anticuerpos a DEN 1, DEN 2 y
DEN 3, y en las restantes muestras procedentes
de Ciudad de La Habana se encontraron anticuer-
pos a los 4 serotipos (Fig. 3).
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Fig. 1. Titulacion de las cepas de referencia: 10!
DEN 1 WP74, DEN 2 SP 16803, DEN 3
CH 53489 y DEN 4 TVP360, en las células 10"
BHK-21 y en las células Vero sembradas en
sus-pension y en monocapa, en diluciones 10
seriadas en base 10 desde 10" hasta 107.
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En las 4 figuras en el eje de las X aparecen los sueros estudiados y en el eje de las Y los porcentajes de reduccion del numero de placas para
las muestras seglin la cepa empleada para la neutralizacion. En todos los casos las muestras con un porcentaje de reduccion > 50 % presentan
anticuerpos neutralizantes al serotipo estudiado y las muestras con un porcentaje de reduccion < 50 % no presentan anticuerpos neutralizantes.

Fig. 2. a), b), ¢) y d). Resultados del empleo de las cepas de referencia de la OMS y de las cepas del Banco de Arbovirus del IPK, para la
determinacion de los anticuerpos neutralizantes a los 4 serotipos del virus DEN, mediante el empleo de una dilucion simple del suero (1/30),

en las células BHK-21.
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Sueros

DISCUSION

En Cuba, desde la década de los ochenta hasta
hoy dia, la técnica de NRNP se ha realizado en las
células BHK-21. Se ha empleado en estudios
seroepidemiologicos, retrospectivos, prospectivos
y de casos clinicos de dengue.® Esto ha permitido
caracterizar las epidemias cubanas, en relacion con
el papel de la infeccion secundaria como factor de
riesgo para la FHD, la prevalencia de los anticuer-
pos neutralizantes y para conocer la incidencia de
la infeccion después de una epidemia.

A partir de 2007, 1a OMS se trazé como objetivo
la normalizacion de la técnica de NRNP en las célu-
las Vero. En el Laboratorio de Arbovirus del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, siguiendo las
guias propuestas por la OMS, los autores del pre-
sente trabajo se propusieron la normalizacion de
esta técnica con las células Vero (ATCC CCL-81)
que contaba la institucion.

Diferentes laboratorios internacionales han
empleado las células Vero sembradas en
monocapa,”!® a diferencia de los trabajos infor-
mados en las células BHK-21 donde la mayoria
emplean las células sembradas en suspension.®”!!

En relacion con la tincidn al emplear las célu-
las Vero, la mayoria de los laboratorios realizan la
tincion de todos los serotipos al dia 7 posinocu-
lacion.* Sin embargo, algunos investigadores

Fig. 3. Resultados de
—l— neutralizacion de los 29
— sueros (dilucion 1/30), en
— las células Vero y BHK-21
- sembradas en suspension
L para el DEN-1. En gris
aparecen los resultados al
emplear las células Vero
(adelante) y en negro al
utilizar las células BHK21
(detras).

realizan la tincion en las células Vero en suspension,
en un periodo de 5a 7 d."?

Otras células muy empleadas en los laborato-
rios son las c€lulas LLCMK,. En el Laboratorio
de Arbovirus del IPK, al emplear estas se realizod
la tincion para todos los serotipos al dia 7.7

Cuando se trabajo con las células BHK-21 en
suspension, los dias de incubacion previos a la
tincion varian en dependencia del serotipo: DEN-2
(5 d), DEN-4 (6 d) y DEN-1 y DEN-3 (7-9 d).”
Otros autores al emplear el mismo tipo de células
realizan la tincion en el mismo rango de dias.®

Existen particularidades y ciertas diferencias
en la incubacion de las células inoculadas al deter-
minar el titulo de las cepas virales. En el presente
estudio cuando se utilizaron las células BHK-21
y Vero sembradas en suspension, al afiadir la sus-
pension de células en las placas, estas se dejaron
en reposo 1 h a temperatura ambiente. Luego se
inocul¢ el virus y se incubaron las células 4 h a
37 °C, en atmosfera de CO, y finalmente se
anadio6 el medio de recubrimiento y se incubaron
las células por diferentes dias, en dependencia del
serotipo inoculado en cada placa.” Otros autores
cuando utilizan las células Vero en suspension
(2,5 x 10° células/pozo), las incuban toda la noche
después de sembradas. Posteriormente inoculan
las diluciones de los virus e incuban las placas 1 h
a 37 °C en atmosfera de CO,, en agitacion cada
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15 min."? Investigadores del Centro de Investigacion
Médico Naval de Virologia, de EE. UU. realizan
la determinacion del titulo de las cepas de DEN
incubando las células BHK-21 clono 15 en sus-
pension por 2 h a 37 °C, en atmoésfera de CO,
(Laboratory —based workshop on Dengue
Neutralization Test, Univesidad de Mahidol,
Tailandia, 2004) Por su parte, el grupo de la Uni-
versidad de Medicina de Yale cuando trabajan con
las células Vero y LLCMK, sembradas en
monocapa solo incuban 1 h a 37 °C para que la
dilucion viral se adsorba en las células.’

En el presente trabajo se empled un total de 8
cepas, las 4 cepas de referencia de la OMS y las
4 cepas del Banco del Laboratorio de Arbovirus
del IPK. Los resultados de los titulos virales fueron
similares en ambas lineas celulares con la excep-
cion de la cepa DEN 1 WP745P C6/36 HT, para
la cual el titulo fue ligeramente mayor en las células
Vero sembradas en suspension. En un estudio rea-
lizado por el grupo de Arbovirus del IPK en las
células BHK-21 y LLCMK, sembradas en sus-
pension, se obtuvo para la cepa de DEN-3 116/00
un mayor titulo en las células LLCMK..” Esto esta
dado por la mayor capacidad de determinadas
cepas de formar placas en determinados sistemas
celulares.'®

Segun nuestros resultados al emplear las cé-
lulas Vero en suspension, estas requieren un mayor
tiempo de incubacion que los obtenidos previa-
mente para las células BHK21 en suspension.

Por afios los laboratorios que realizan la NRNP
han empleado cepas de laboratorio bien estableci-
das, aisladas hace muchos afios, las que han sido
amplificadas por varios pasajes en mosquitos o en
varias lineas celulares. Sin embargo, no existe una
medida racional a la hora de seleccionar una u otra
cepa. La OMS propone en sus guias que la mejor
practica en la amplificacion de las preparaciones
virales es el empleo de multiplicidades de infec-
cion entre 102 a 103, Ademas, plantean que los
virus deben ser colectados durante la mitad de la
fase exponencial o al final de esta, para asi abolir
la presencia de particulas inactivadas y que el
sobrenadante se debe clarificar con una centri-
fugacion baja y se debe adicionar un crioprotector
como el SFBI a 30 % antes de ser alicuotado y
almacenado a - 70 °C.*

A partir del afio 2000 se reportan diferencias
en estudios de neutralizacion de sueros frente a
cepas de DEN-2 de diferente genotipo.!* Mas

recientemente se han informado diferencias en la
neutralizacion para cepas de DEN-2'* y DEN-3
del mismo genotipo.!>!® El hecho de obtener
resultados similares al emplear ambos grupos de
cepas (las nuestras y las de la OMS) es de ex-
traordinaria importancia en la evaluacion de la
proteccion a diferentes candidatos vacunales
y teniendo en cuenta las diferencias previamente
informadas en relaciéon con la respuesta de
anticuerpos neutralizantes.

Aunque muchas lineas celulares han sido uti-
lizadas para la NRNP como: las células BHK-21,
LLCMK,, Vero, C6/36 HT y las c¢lulas de rifion
porcino (PS), son escasas las comparaciones pu-
blicadas en estos sistemas celulares empleando
condiciones optimizadas. Especificamente, en el
laboratorio del IPK, se valid6 el empleo de la NRNP
en las células LLCMK, y BHK-21, con un panel
de 12 muestras colectadas en papel de filtro. En
este caso los resultados fueron similares en 100 %
de las muestras.’

Con este trabajo se ha logrado la normaliza-
cion de la técnica de placas para dengue en las
células Vero en suspension, con el empleo de las
cepas de referencia de la OMS. Esto permitira
relacionar los resultados de neutralizacion de los
estudios de vacuna y epidemiolédgicos con los ob-
tenidos por otros laboratorios al nivel mundial.

Standarization of the plaque-reduction neutralization
technique in Vero cells for dengue virus testing

ABSTRACT

INTRODUCTION: the standard plaque reduction neutralization
technique has been performed in BHK-21 cells for more than
20 years in Cuba to determine the neutralizing antibodies to
dengue. At the end of 2007, the WHO implemented a program
to harmonize this technique at all the laboratories worldwide.
OBJECTIVES: the present study was aimed at standardizing the plaque-
reduction neutralization technique in Vero cells from the Cultural
Lab of “Pedro Kouri” Tropical Medicine Institute. METHODS:
viral strains suggested by Who, strains from the Strain Bank of
Arbovirus Laboratory, as well as the panel of human sera from
dengue-suspected patients after 5 days of the symptoms. RESULTS:
it was proved that suspension- cultured Vero cells allow higher
plaque capacity and quality. Similar results were reached using
Arbovirus Bank strains and WHO reference strains. CONCLUSIONS:
it was possible to standardize the plaque-reduction neutralization
in Vero cells, with results similar to those of BHK-21 but in
longer length of time. Standardization of this technique will
allow comparing the outcome of neutralization in the epide-
miological studies and vaccine research with those of other
laboratories worldwide.

Key words: plaque neutralization, dengue, Vero cells, C636
HT cells.
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