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RESUMEN

Anticuerpos de reactividad cruzada pueden contribuir a la protecciéon o severidad de enfermedad
causada por flavivirus. El objetivo de este estudio fue aportar al conocimiento sobre neutralizacion
e incremento de la infectividad del virus dengue (VDEN) por anticuerpos contra la fiebre amarilla
(FA).

El VDEN serotipo 2 se incubd 2 h a 37°C con sueros de vacunado (n = 36) o de no-inmunes (n =
17) y la neutralizacién se evallo por reduccién de placas virales en células BHK-21. En otros
ensayos, el virus se incubd 14 h a 4°C con los mismos sueros y con suero de inmune a dengue y
luego se adicion6 a células mieloides humanas K562 (MOI =0.7) por 48 h a 37° C. La presencia
del virus se determind buscando virus, proteina y ARN viral por plagueo, inmunofluorescencia (IF)
y RT-PCR respectivamente.

Sueros de vacunados contra la FA redujeron 12 - 56% de placas de infeccion del VDEN
independiente de la dilucién (1:2 o 1:10) y no hubo diferencia significante con sueros de no
inmunes (P = 0.65, Mann-Whitney U). No se detect6 infeccién de células K-562 por VDEN-2
preincubado con suero de vacunados o no-inmunes (UFP/mL = 0O; IF y RT-PCR negativos) pero si
con suero de inmune a dengue. Estos resultados confirman que anticuerpos contra la FA no
neutralizan ni contribuyen a la infeccién del VDEN-2 sugiriendo ausencia de proteccion cruzada o
severidad en casos de dengue asociada a vacunacion previa con el virus 17 DD.
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ABSTRACT

Cross-reactivity antibodies can contribute to disease protection or severity caused by
flavivirus. The objective of this study was to gain insight into the neutralization and
antibody-dependent enhancement (ADE) of dengue virus (DENV) by yellow fever (YF)
antibodies.

Sera (n = 36) from YF vaccinated (17DD) and individuals without flavivirus immunity (n =
17) were incubated 2 h at 37° C with DENV serotype 2. Neutralization was evaluated by
viral plague reduction in BHK-21 cells. In others assays, the virus was incubated 14 h at
4° C with the same sera and dengue immune serum before adsorption on human myeloid
cells (K562) and after 48 h the cells were harvested for virus detection by plaque,
immunofluorescence (IF) and RT-PCR.

Sera from YF vaccinated reduced DENV plaque infection between 12 — 56% independent
to dilution (1:2 or 1:10), and there is not significant difference when compared with non-
immune sera (P = 0.65, Mann-Whitney U). Viral infection was not detected in K562 cells
after adsorption of DEN-2 pre-opsonized with YF-vaccinated or non-immune sera
(PFU/mL=0, IF and RT-PCR negative), in contrast with dengue immune serum. This
resulted confirmed that YF antibodies did not neutralize or cause antibody-dependent
infection of DENV-2 suggesting absence of cross protection or severity in dengue cases
associated with previous vaccination with 17 DD virus.
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INTRODUCCION

El género flavivirus, familia Flaviviridae, incluye mas de 70 virus transmitidos por
mosquitos o0 garrapatas entre estos varios patdgenos para humanos como el virus
del dengue (VDEN), fiebre amarilla (VFA), encefalitis Japonesa (VEJ), Oeste del
Nilo (VON), encefalitis de San Luis (VESL), encefalitis del Valle de Murray
(VEVM) y encefalitis transmitida por garrapata (VETG) (Heinz et al. 2000). Existe
vacuna contra la fiebre amarilla (FA), encefalitis Japonesa y transmitida por
garrapata. La vacuna contra la FA es un virus vivo atenuado por pases seriados
del cual existen dos semillas conocidas como YF-17D y YF-17DD (Pugachev et al.
2005; Barrett 1997).

Los flavivirus son virus envueltos con una sola cadena de ARN de polaridad
positiva que codifica para 3 proteinas estructurales (C, prM y E) y 7 no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (Linderbach & Rice
2001). La glicoproteina E es el principal componente de la envoltura viral y posee
determinantes antigénicos que inducen anticuerpos con capacidad de neutralizar
el virus (Roehrig et al. 1998; Zhang et al 1989; Kreil et al. 1998; Brandriss et al.
1986). Se han descrito otros determinantes en las proteinas prM y NS1 inductores
de anticuerpos que contribuyen a la defensa contra el virus (Kaufman et al. 1989;
Schlesinger et al. 1987). Varios de esos sitios antigénicos son compartidos entre
miembros del género resultando en reactividad cruzada de los anticuerpos que se
detecta en la mayoria de las pruebas seroldgicas utilizadas para diagnostico
(Johnson et al. 2005; Yamada et al. 2003; Martin et al. 2002).

Algunas evidencias sugieren que los individuos con inmunidad previa a un
flavivirus podrian ser protegidos de la infeccion por otro debido a reactividad
cruzada de anticuerpos y células T. Por ejemplo, encefalitis 0 enfermedad severa
por el VON no se observa en pacientes que han sido previamente vacunados
contra el VESL (Tesh et al. 2002) y la FA ictero-hemorragica es infrecuente en
areas donde circulan varios virus del género (Vasconcelos 2003). Se ha
encontrado que suero de vacunados contra el VEJ puede inhibir la infeccion
celular por el VON (Takasaki et al., 2003) y ratones inmunizados con una vacuna
recombinante contra el VEVM sobrevivieron a la infeccion con una cepa silvestre
de VEJ (Lobigs et al. 2003). La inmunidad previa a flavivirus puede también tener
efecto contrario a la proteccion, es decir, favorecer la infeccion celular del virus por
un mecanismo conocido como incremento dependiente de anticuerpo (IDA)
(Morens 1994). El IDA se ha asociado con muerte temprana en animales con
inmunidad previa a un flavivirus que se infectan con VFA, VEJ y Alphavirus como
el virus de la encefalitis equina venezolana otro miembro de la familia Flaviviridae
(Gould et al. 1989; Gould et al. 1987; Barrett & Gould 1986; Webb et al. 1968;
Berge et al. 1961).
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El VDEN circula en numerosos paises tropicales causando epidemias frecuentes.
Existen 4 serotipos (VDEN-1 — 4) y la infeccion con cualquiera puede manifestarse
clinicamente desde una fiebre indiferenciada autolimitante conocida como Dengue
Clasico (DC) hasta formas mas severas como Dengue Hemorragico (DH) y el
Sindrome de Choque por Dengue (SCD) que puede llevar a la muerte en
pacientes sin tratamiento médico oportuno (Gubler 1998). Varios estudios han
confirmado que el SCD es hasta 15 veces mas frecuente en individuos que se
infectan por segunda vez con serotipos diferentes del virus (Thein et al. 1997;
Sangkawibha et al. 1984; Russell et al. 1968). Numerosas evidencias
experimentales, clinicas y epidemioldgicas han demostrado que el IDA es el factor
mas asociado a la severidad de casos de dengue por infeccion secundaria (Endy
et al. 2004; Guzman et al. 2002; Kliks et al. 1989; Halstead et al. 1978; Halstead et
al. 1970; Nimmannitya et al. 1969). Es aceptado que durante la segunda infeccién
los anticuerpos IgG contra el serotipo de la primera se unen al virus formando
complejos inmunes que son captados por los macrofagos a través del receptor
Fcy. Como consecuencia, hay mayor infeccion celular e incremento de la viremia y
esto conduce a mayor activacion inmune con niveles elevados de sustancias
vasoactivas y citoquinas pro inflamatorias resultando en incremento notorio de las
anormalidades vasculares y hematolégicas propias del dengue (Halstead 1988).

La influencia de la inmunidad previa a otros flavivirus sobre el curso de la infeccion
por el VDEN ha sido poco investigada y los resultados son contradictorios. Se ha
documentado que en individuos previamente vacunados contra la FA la respuesta
a una cepa atenuada del VDEN fue de mayor magnitud en términos de titulo y
duracién de los anticuerpos comparada con no vacunados (Bancroft et al. 1984).
Al contrario, el suero de vacunados contra la FA increment6 la replicacion del
VDEN-2 en macréfagos humanos independiente del titulo de anticuerpos (Eckels
et al. 1985). No existe informacion documentada de estudios clinicos o
epidemiolégicos sobre la asociacion entre infeccion o vacunacion previa con otros
flavivirus y severidad del dengue.

En Colombia, el dengue y la FA son las enfermedades transmitidas por mosquitos
de las que mas casos se registran. Entre 1995 - 2005 se reportaron a la
Organizacion Panamericana de la Salud 431.317 casos de dengue de los cuales
41.571 fueron severos y 318 fatales (PAHO 2005). En el 2003 ocurri6 el dltimo
brote de FA con 104 casos y 47 muertes (OPS 2004). En los departamentos con
mayor endemia de dengue (Norte de Santander, Santander, Antioquia, Atlantico,
entre otros) existen focos selvaticos de FA y esto ha conducido a la inmunizacién
con el virus YF-17DD de la mayoria de los pobladores. Existen en el pais
19'096,694 individuos vacunados y en Santander la cobertura supera el 80%
(SIVIGILA 2006), se desconoce si esta condicion puede fortalecer la respuesta
inmune de defensa al dengue o contribuir a una mayor infeccion viral debido por
IDA. Lo segundo presume riesgo mayor de la forma hemorragica de la
enfermedad.
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1. OBJETIVO

Aportar al conocimiento sobre neutralizacion e incremento de la infectividad del
virus dengue (VDEN) por anticuerpos contra el VFA. Especificamente, conocer la
magnitud con la que anticuerpos séricos de vacunados contra la FA neutralizan o
favorecen la infeccion celular por el virus.
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2. MARCO TEORICO

Se sabe que por lo menos 50% de los flavivirus conocidos causan enfermedad en
humanos. En los dultimos afios se ha observado incremento de casos
principalmente por la introduccion de nuevas cepas virales y emergencia de las
existentes en regiones donde la presencia del hospedero y el vector contribuyen al
inicio de epidemias (Bourgeade & Marchou 2003). En América, durante los afios
90 ocurrieron en promedio 400 mil casos anuales de dengue pero solo en el 2002
se reportaron 1°003.961 de los cuales 12.920 fueron severos con 249 muertes
(Guzman & Kouri 2003). La Organizaciéon Mundial de la Salud estima que en el
mundo ocurren 200 mil casos de FA por afio con 30 mil muertes, de los cuales 178
son en paises de Ameérica del Sur principalmente Perd (Barnett 2007; Monath
2001). El VON llegé a Nueva York en el afio 1999 y desde entonces ha sido
responsable de 18.700 casos incluyendo 7.874 de enfermedad neuroinvasiva
(Gould & Fikrig. 2004). En Colombia el dengue sigue siendo una causa importante
de morbi - mortalidad causando por afio en promedio 39.210 casos de DC y 4.157
de DH en la ultima década (PAHO 2005). Por otra parte, en el 2003 fueron
notificados al sistema de vigilancia 104 casos de FA como consecuencia de un
brote epidémico de origen selvatico de los cuales 48% murieron (OPS 2004).

Los flavivirus estan agrupados en 7 complejos teniendo en cuenta el vector y la
relacién antigénica identificada por reactividad cruzada en pruebas de inhibicién
de la hemaglutinacion y neutralizacion (Calisher et al. 1989). La proteina E (gpE)
es el antigeno que induce la mayor respuesta de anticuerpos, es la mas
conservada de todas las proteinas y se encuentra glicosilada en la mayoria de los
virus de la familia. Adicionalmente, es esencial para la replicacion del virus porque
se liga al receptor de reconocimiento y participa en la fusién de la envoltura viral
con la membrana celular. Estas funciones se relacionan directamente con el
rango del hospedero, tropismo tisular y virulencia del virus (Allison et al. 2001). La
gpE presenta un extenso dominio N-terminal anclado en la membrana por un
fragmento hidrofobico C-terminal y doce residuos de cisteina que forman seis
puentes de disulfuro intramoleculares en su estructura dandole plegamiento
espacial. Forma dimeros antiparalelos de aproximadamente 90 copias por virion y
presenta tres dominios: DI es central en hoja plegada organizado en tres
segmentos discontinuos, DIl de dimerizacion elongada formado por dos
segmentos discontinuos donde se encuentra el péptido de fusion y DIl de tipo
inmunoglobulina unido al dominio central por un segmento de 15 aminoacidos
portando la secuencia que se cree interactta con el receptor celular. Los DI y llI
contienen epitopes especificos de tipo y subcomplejo, mientras que el DIl contiene
los que inducen anticuerpos de reaccion cruzada entre grupos y subgrupos dentro
de complejos (Modis et al. 2003; Allison et al. 2001; Roehrig et al. 1998; Rey et al.
1995; Mandl et al. 1989).

14



La proteccién contra la infeccion por un flavivirus esta dada por la inmunidad
innata, anticuerpos y respuesta de célula T (Kaufman et al. 1987). En individuos
infectados se detectan anticuerpos IgM e IgG fijadores de complemento,
hemaglutinantes y en menor proporcion neutralizantes. Los dltimos estan dirigidos
principalmente contra epitopes de la gpE donde se ligan a la secuencia que
interactia con el receptor celular e inducen cambios conformacionales en la
proteina. Por esta propiedad se consideran protectores ya que bloquean la
adsorcion y penetracién del virus a la célula huésped. (Kaufman et al. 2006;
Nybakken et al. 2005; Oliphant et al. 2005). En infecciones primarias ocurre
respuesta de anticuerpos especificos contra el virus y anticuerpos de reaccion
cruzada con capacidad para reconocer otros miembros del género. Los primeros
de la clase IgG son los responsables de la inmunidad de por vida y los otros
desaparecen después de 3-6 meses (Monath 1979; Sabin 1952). En individuos
gue se infectan por segunda vez con un flavivirus diferente, la respuesta de
anticuerpos especificos es mas rapida y vigorosa debido a la memoria
inmunoldgica y se detectan titulos mayores de anticuerpos de reaccion cruzada
gue aunque disminuyen con el tiempo se mantienen por toda la vida del individuo
(Crill & Roehrig 2001; Calisher et al. 1989). Se sabe que anticuerpos contra la gpE
exhiben grados variables de reaccidén cruzada entre serotipos de virus dengue y
miembros del serocomplejo de la encefalitis Japonesa (Kurane & Takasaki 2006).
La reactividad cruzada de anticuerpos neutralizantes en el suero de individuos
inmunes se hace evidente por inhibicién de la infectividad in vitro de 1 o varios
flavivirus con los cuales no se tuvo contacto. Esto puede detectarse con la prueba
de neutralizacion por reduccion de numero de placas (PRNT en inglés) (Morens et
al. 1985; Clark & Casals 1958).

En la defensa contra flavivirus hay respuesta de linfocitos T CD4+ y CD8+ tipo Thl
contra varias proteinas virales. Se han identificado epitopes altamente
inmunogénicos en la proteina no estructural NS3 inductores en los linfocitos de
factor de necrosis tumoral (TNF) e interferon-y que pueden inhibir la replicacion
viral (Lobigs et al. 1994). Se ha reportado que las células T de memoria contra un
flavivirus pueden reconocer epitopes en otro dependiendo del grado de
homologia, sobre todo proteinas no estructurales mas conservadas como NS3.
Estos epitopes son reconocidos con menor afinidad por las células de memoria
provocando una expansion clonal aberrante de linfocitos que fueron originados
durante una infeccion pasada. Como consecuencia hay aumento en la produccion
de mediadores pro inflamatorios que pueden asociarse con incremento de la
severidad (Mongkolsapaya et al. 2003; Kurane et al. 1998; Zivny et al. 1995)

Debido a la reactividad antigénica cruzada se cree que la inmunidad previa contra

un flavivirus puede modular la infeccion por otro. Se ha observado que individuos

con inmunidad al dengue que luego se infectan con flavivirus causantes de

encefalitis desarrollan sintomas leves y se recuperan mas facilmente que los no

inmunes (Tarr & Hammon 1974, Price & Thind 1971; Bond & Hammon, 1970; Sather

& Hammon 1970) y al parecer lo mismo ocurre en quienes sufren FA (Monath et al.
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1980; Ashcroft 1979; Sabin 1952). Por otro lado, numerosas evidencias han
confirmado la contribucion de los anticuerpos de reactividad cruzada entre
serotipos del dengue a la severidad en infecciones secundarias, un mecanismo
conocido como IDA (Guzman et al. 2002; Kliks et al. 1989; Halstead et al. 1978;
Halstead et al. 1970; Nimmannitya et al. 1969). Muy pocos estudios se han
realizado para conocer el papel de la inmunidad previa a la FA y curso del
dengue. Algunos estudios sugieren que la vacuna contra la FA podria potenciar la
respuesta de defensa contra el VDEN. Se encontré que el titulo de anticuerpos
en individuos vacunados con un candidato atenuado de VDEN-2 fue mayor en
qguienes previamente habian sido inmunizados contra la FA (Bancroft et al. 1981,
Schlesinger et al. 1956) y la administracion simultdnea de cepas atenuadas de
VDEN y VFA incrementd la respuesta inmune a ambos virus observandose
disminucion de efectos adversos en los inmunizados (Scott et al. 1983; Price et al.
1973). No obstante, Sabin (1950) no encontré diferencias en relacion a sintomas
del dengue en vacunados o no con el virus YF-17D que se infectaron varios dias
después con VDEN silvestre.

Existe la inquietud que anticuerpos originados por vacunacion previa contra la FA
pueden potenciar la infeccién celular por VDEN (Guzman & Kron 1997), pero no
hay evidencias suficientes que lo demuestren o descarten. Eckels et al (1985)
reportaron que la incubacion previa de VDEN-2 con suero de vacunados contra la
FA incrementé la infeccion de macréfagos por el virus debido al mecanismo de
IDA. Esto se vio con 39 (50%) de 78 sueros usando diluciones bajas del suero (<
1:5) y fue independiente del titulo de anticuerpos contra el virus vacunal. En el
estudio se uso una cepa atenuada de VDEN-2 y no se conoce si el mismo efecto
ocurre con virus silvestre. No se encontraron estudios clinicos o epidemioldgicos
sobre riesgo de DH asociado a vacunacién previa contra la FA. Carey et al. (1965)
sugirieron que la vacunacion podria haber favorecido la ocurrencia en un individuo
de dos episodios de dengue en un afo.

Al parecer la vacuna YF-17D no modifica el curso de infeccion por otros flavivirus
diferentes al VDEN. En el 2003, durante un brote por el VON en Colorado (USA) la
frecuencia de infeccion y enfermedad fue similar entre quienes habian sido
vacunados contra la FA y los que no tenian inmunidad conocida a ningun
flavivirus. Se encontr6 que la vacuna YF-17D no induce anticuerpos neutralizantes
contra otros virus de la misma familia como VEJ o VON lo cual podria explicar la
ausencia de proteccion cruzada (Johnson et al. 2005). Igualmente, otros autores
informaron ausencia de anticuerpos neutralizantes o activacion de la respuesta
celular protectora frente a la infeccion por VON en individuos vacunados contra la
FA (Yamshchikov et al. 2005). No obstante, Tesh et al. (2002) encontraron
proteccion parcial contra el VON conferida por la vacuna YF-17D, esto es, la
mortalidad de hamsteres con inmunidad a FA se redujo 13% comparada con el
grupo control (47%), aunque anticuerpos de proteccidén cruzada no se detectaron
en el suero y la viremia fue similar en los dos grupos.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 CELULAS

Se usaron cuatro lineas: a) Aedes albopictus (clon C6/36) cultivadas en medio
Leibovitz (L-15; GIBCO-BRL.) con triptosa y suero bovino fetal (SBF) al 10%; b)
BHK-21 clon 15, de rifion de hamster lactante en medio RPMI-1640 (GIBCO-BRL)
suplementado con SBF 10%; c) Vero, de rifion de mono verde africano en Medio
M-199 (GIBCO-BRL) con SBF al 10%; y d) K562, células de la linea mieloide
humana que expresan el receptor Fcyll en medio RPMI-1640 con SBF 10%. De
cada una se hicieron cultivos semanales en frascos plasticos de 25 cm?, las
primeras se incubaron a 28° C y las otras a 37° C en atmosfera de CO, (5%).

3.2 VIRUS

Se usaron cepas de VDEN-2 (G-025) y VDEN-3 (02-271 y H-87) que fueron
seleccionadas del stock del laboratorio de Arbovirus del CINTROP. La G-025 y 02-
271 fueron aisladas de suero de pacientes del departamento de Santander vy la
Ultima es la cepa prototipo de ese serotipo aislada en Filipinas en 1957 (donacion
del Dr. Vance Vorndam. CDC, Puerto Rico). Los virus fueron cultivados en células
C6/36 siguiendo el procedimiento de uso rutinario en el laboratorio (Ocazionez et
al. 2005). Brevemente, tubos de vidrio con monocapas de 48 h de crecimiento se
inocularon con 250 pl de sobrenadante de un precultivo en las mismas células.
Después de 1 h a 28°C se adicionaron 500 pl de medio de mantenimiento (L-15;
SBF 2% triptosa 10%) Yy luego los tubos se incubaron durante 4 o 5 dias a 28°C.
El procedimiento se repitid seis veces y en la ultima el sobrenadante se colecto
para ser almacenado a -70° C. hasta usarlo. Para la seleccion de las cepas de
VDEN se tuvo en cuenta los siguientes criterios: a) que fueran de bajo nimero de
pases y b) aisladas de pacientes que sufrieron dengue hemorragico.

3.3 SUEROS

Se incluyeron muestras colectadas de individuos sanos vacunados (n=36) 0 no
(n=17) contra la FA residentes en Mutiscua y Pamplona (Norte de Santander). Los
municipios estan ubicados por encima de 2500 m sobre el nivel del mar donde se
presume no hay transmision de Arbovirus y hasta la fecha casos de dengue o FA
no se han documentado. Se consideré vacunado contra la FA el donante que
presento el carné expedido por la autoridad local de salud. En caso contrario se
consideraron no inmunes a flavivirus. Se incluyeron ademas sueros de casos de
dengue confirmado por aislamiento del virus (n=12) de un estudio previo realizado
por el grupo de Arbovirus del CINTROP (Ocazionez et al. 2007) y que
permanecian almacenados a -70°C, estos se denominaron de inmunes a dengue.
Los sueros se inactivaron a 56° C por 30 min para inhibir la accion del
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complemento y se codificaron de tal forma que al procesarlos no se conocio el
donante. Se analizaron inicialmente por la prueba de neutralizacion como se
describe adelante para confirmar o descartar la presencia de anticuerpos
especificos contra VDEN y VFA. En la Tabla 1 se detallan las caracteristicas de
los donantes de sueros incluidos en el estudio.

Tabla 1. Informacion de los donantes de sueros incluidos en el estudio

Edad Anticuerpos séricos* Procedencia
Donante n (anos) Fiebre Dengue
amarilla
Vacunados (YF-17DD) 36 11+7 + - 1
No inmune’ 17 2925 - - 1
Inmune a dengue 12 28 £18 - + 2

*: Valores 2 1:10 por PRNTso confirmaron la presencia del anticuerpo respectivo. T: no inmune a flavivirus. 1: Mutiscua
y Pamplona (N. de Santander). 2: Bucaramanga y area metropolitana.

3.4 CUANTIFICACION DE VIRUS

Se sigui6é un procedimiento adaptado de los descritos por Morens et al. (1985) y
Ocazionez et al (2007). Brevemente, cajas de 24 pozos fueron sembradas con
células BHK-21 a diferente concentracion y luego de 24 h se infectaron por
duplicado con 100 pl de diluciones seriadas base 10 (1:10 hasta 1:10° de
sobrenadante de un cultivo celular (C6/36) donde el virus se replico. Después de 1
h de incubacion a 37<C se adicion6 1 ml de medio de RPMI-1640 que vari6 en el
pH y concentracion de carboximetilcelulosa (CMC) para estandarizar el
procedimiento. Los cultivos se incubaron a 37° en atmosfera de CO, (5%)
durante 5 dias para VDEN-2 y 8 dias para VDEN-3. Las placas virales fueron
reveladas fijando las células con formaldehido al 10% durante 1 h y aplicando
cristal violeta (1%) por 1 min. La concentracion de virus (titulo) se expres6 como
unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/ml), calculada asi: UFP/ml =
promedio del niumero de placas x reciproco de la dilucion / vol. de in6culo (ml).
Debido a que los resultados del plaqueo del virus VDEN-3 no fueron reproducibles
este serotipo no se incluyo en los experimentos descritos adelante.

3.5 PRUEBA DE NEUTRALIZACION POR REDUCCION DE PLACA S (PLAQUE
REDUCTION NEUTRALIZATION TEST O PRNT)

Para investigar la presencia y titulo de anticuerpos anti FA, 40-60 UFP del virus
YF-17DD se incubaron por 2 h a temperatura ambiente con diluciones del suero
(1:10 hasta 1:320) inactivado a 56° C por 30 min. Al término, 100 pl de la mezcla
se adicionaron por duplicado a monocapas de células Vero crecidas en cajas de
24 pozos, que se incubaron 1 h a 37C, CO; (5%) cuando se adicioné 1 ml de
medio de plagueo (RPMI-1640; CMC 9%; SBF 9%) y se incubd por 7 dias bajo las
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mismas condiciones. Virus en medio de cultivo se us6 como control. La reduccion
de 50% de placas virales en relacion al control con la dilucién 1:10 del suero se
considerd presencia de anticuerpos neutralizantes y el titulo se defini6 como el
logio de la maxima dilucion del suero que produjo dicha reduccion calculada por
andlisis de regresion lineal (PRNTsq [log10]).

Para investigar la neutralizacion de VDEN-2 por anticuerpos anti FA se siguio el
mismo procedimiento usando células BHK-21 y diluciones 1:2 y 1:10 del suero de
vacunados, no inmunes a flavivirus e inmunes a dengue. Las placas virales fueron
reveladas a los 5 dias post infeccion. Cada ensayo se realizé por duplicado con
dos réplicas del experimento. Se considerd neutralizacion cruzada cuando se
encontraron diferencias significativas con suero no inmune.

3.6 INFECCION POR VDEN DE CELULAS K562

Los primeros ensayos se hicieron con el virus sin previa incubacién con suero para
determinar si ocurria infeccién no dependiente del receptor Fcy. Para esto, 5x10°
células en 150 pul se infectaron con diferentes UFP de VDEN-2 en el mismo
volumen de medio resultando en variada multiplicidad de infeccién o proporcion
virus / célula (MOI = 0.1, 0.3, 0.5y 1). Luego de 2 h a 37° C (CO, 5%), las células
fueron lavadas 2 veces con medio RPMI suplementado con SBF 2%, se
resuspendieron en 500 pl de medio y se distribuyeron por duplicado en cajas de
24 pozos (500ul / pozo) las cuales se incubaron a 37° C. La infeccion celular se
evalu6 a las 24, 48 y 72 h buscando proteina viral o ARN intracelular por
inmunofluorescencia directa (IFD) o RT-PCR respectivamente, siguiendo el
protocolo descrito adelante. Para los siguientes experimentos se uso el MOI con el
gue se vio infeccion celular.

Para evaluar el efecto sobre la infeccion celular del VDEN-2 por incubacion previa
del virus con anticuerpos anti FA se siguio el siguiente procedimiento: 150 ul de la
suspension del virus se incubaron con igual volumen de suero de vacunado (n =
10) o de no inmune a flavivirus (n = 2) diluido 1:2 y 1:5 por 14 h a 4° C. Al término,
a la mezcla se adicion6 5x10° células en 50 pl de medio y se incubé 2 h a 37°C,
luego se realizaron 2 lavados para remover el virus extracelular, las células se
resuspendieron en 500 ul de medio y se sembraron por duplicado en cajas de 24
pozos que se incubaron durante 48 h bajo las mismas condiciones cuando se
determiné la infeccion celular como se anoté arriba. Como control positivo del
ensayo, el virus se incubo con suero (1:250) de la convalecencia de un paciente
con infeccion primaria por VDEN-3 sin vacuna de FA. Los ensayos se realizaron
por duplicado y se hicieron dos réplicas de cada experimento.

3.7 INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA (IFD)

Se utilizo el procedimiento de uso rutinario en el laboratorio utilizando anticuerpo
policlonal M29341 (CDC Puerto Rico) (Ocazionez et al. 2005). Como control
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positivo se usaron células de mosquito (C6/36) infectadas con la misma cepa del
virus.

3.8 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA POR TRANSCR IPCION
REVERSA (RT-PCR)

Se sigui6 el protocolo del laboratorio previamente descrito (Ocazionez et al. 2006).
Brevemente 250 pl del lisado celular se mezclé 750 pl de Trizol (Invitrogen), y el
ARN vira se extrajo por centrifugacion con cloroformo - isopropanol
resuspendiendo el sedimento en 50 pul de agua DEPC. La transcripcion reversa a
DNA copia se realizé a 42°C en un volumen final de 15 pl utilizando la enzima Tth
DNA polimerasa (Promega). La amplificacion se llevd a cabo en una segunda
reaccion de 30 ciclos a 94, 55 y 72 grados centigrados adicionando los cebadores
D1 y D2 descritos por Lanciotti et al. (1992). ARN de VDEN-2 obtenido del lisado
de célula C6/36 se us6 como control positivo. La visualizacion de una banda de
511 bp en gel de agarosa (2%) confirmd la presencia de virus intracelular.

3.9 ANALISIS DE DATOS

Se compar6 entre si el porcentaje de reduccién de placas del VDEN-2 por los
sueros de cada grupo y se explord la correlacion entre titulo de anticuerpos
neutralizantes contra FA y reduccién de placas del virus. Se usaron las pruebas de
Mann-Whitney U y de Spearman respectivamente, para establecer la significancia
de las diferencias. Se consideraron valores de P < 0.05.

3.10 CONSIDERACIONES ETICAS:

El estudio original fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la
Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander. Las personas fueron
invitadas a participar después de explicarles el objetivo del estudio y la aceptacion
se registro por firma del consentimiento. Este fue un estudio de riesgo minimo, de
acuerdo a la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud, que establece las
normas éticas para la investigacion en seres humanos en el pais (Republica de
Colombia 1993).
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4. RESULTADOS

4.1 CUANTIFICACION DEL VIRUS

Se realizaron 5 protocolos de plaqueo (A — E) con cada serotipo del virus que se
diferenciaron en la concentracion de células (BHK-21) por pozo y medio de cultivo
(RPMI 1640; SBF 6%) en relacion con pH y concentracion de CMC. Las placas
de infeccién variaron en tamafo, forma y nimero dependiendo del serotipo y
protocolo de plaqueo (Figura 1). Fueron visibles con medio pH 8.2y 7.8 pero no
8.4. Variaciones en la concentracion de CMC produjeron cambios en tamafio,
morfologia y distribucion: placas mas grandes (> 1mm), con bordes bien definidos
(redondeados vs irregulares) y mejor distribuidas (al azar vs racimos) se
observaron con 1.3% de CMC vs 0.7%.

Figura 1. Tamafo, forma y distribucion de placas de virus dengue serotipos 2
(VDEN-2) y 3 (VDEN-3) de acuerdo al protocolo del plaqueo

Ver detalles en Tabla 2. Cada pozo es un ejemplo representativo de varios ensayos.

Con VDEN-2 el protocolo A (8x10* células/pozo; RPMI 1640 pH 8.2 con SBF 6%;
CMC 1.3%) resulté mejor que los otros y esto se reflejo en el titulo viral: 1.7, 2.6,
4.8 veces mas UFP / ml comparado con el C, D y E, respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2. Titulo de virus dengue serotipo 2 (VDEN-2) de acuerdo
al protocolo de plagueo

Protocolo Células / ml Medio de cultivo* Titulo:
(BHK-21) CMC": % pH UFP / ml
A 8 x 10* 1.3 8.2 24 x 10
B 8 x 10* 1.3 8.4 NC
C 8 x 10* 1.3 7.8 14 x 10*
D 8 x 10* 0.7 8.2 9 x 10*
E 12 x 10* 1.3 8.2 5 x 10*

Los resultados corresponden al promedio de 2 pozos de 2 experimentos independientes. *:
RPMI 1640 y 6% de suero bovino fetal. t: carboximetilcelulosa. NC: no contable.

Con virus VDEN-3 el plagueo no fue exitoso comparado con VDEN-2 por defecto
en la formacién de placa y reproducibilidad. Con la cepa prototipo (H-87) el
protocolo D (8x10” células/pozo; RPMI 1640 pH 8.2 con SBF 6%; CMC 0.7%)
resultd en placas de tamafio y morfologia similar a las de VDEN-2 usando el
protocolo A. Con la cepa local (02 271) el resultado no fue confiable: con los 4
protocolos se obtuvieron placas pequefias (<1 mm) con bordes irregulares y
superpuestas que no se pudieron contar (Figura 1). Debido a esos resultados este
serotipo del VDEN no se incluyé en los otros experimentos.

4.2 NEUTRALIZACION DE VDEN-2 POR SUERO DE VACUNADO S (YF-17DD)

El titulo de anticuerpos contra el virus vacunal YF-17DD vario entre 1:10 y 1:1457,
14 (39%) de 36 sueros tenian titulos >1:320 (Tabla 3). Reduccién < 50% de placas
del VDEN-2 se observo con 35 (97.2%) sueros a dilucion 1:2 o 1:10. Un suero con
titulo de anticuerpos 1:403 a las mismas diluciones redujo 67 y 73% de placas,
respectivamente. La reduccidn de placa por sueros de vacunados no fue diferente
con suero de no inmunes a flavivirus diluido 1:2 (p = 0.78) o 1:10 (p = 0.65) y
como se esperaba, suero de inmunes a dengue redujeron 75 -100% de placas del
virus (Tabla 4). Por otro lado, no se encontrd correlacion entre el titulo de
anticuerpos anti YF-17DD (PRNT5g 10g10) Y porcentaje de reduccion de placas del
VDEN-2 (r = - 0.081; p = 0.64. Figura 2). Esto es, reduccién mayor y menor de
20% ocurrié con sueros con titulos bajos y altos de anticuerpos. Los resultados
permiten concluir que suero de vacunados contra la FA no neutralizan VDEN-2
independiente del titulo de anticuerpos contra el virus vacunal.
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Tabla 3. Anticuerpos neutralizantes contra el virus de la fiebre amarilla en los
sueros de vacunados incluidos en el estudio

No. Edad: afios Titulo* No. Edad: afios Titulo*
1 4 41 19 14 948
2 28 360 20 9 80
3 29 1457 21 9 10
4 4 168 22 10 17
5 5 340 23 14 403
6 24 519 24 10 130
7 27 406 25 5 94
8 27 886 26 6 320
9 9 585 27 6 41

10 6 170 28 6 277
11 14 585 29 6 18
12 10 370 30 6 239
13 6 315 31 5 209
14 10 244 32 7 21
15 9 94 33 9 21
16 6 209 34 7 680
17 11 309 35 8 130
18 14 585 36 6 10

*: Reciproco de la dilucién mayor (logio) del suero que redujo 50% de placas del virus YF-17DD (PRNTso [l0g10]).
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Tabla 4. Reduccion de placas del virus dengue serotipo 2
(VDEN-2) por suero de vacunados contra la fiebre amarilla
comparados con no inmunes a flavivirus e inmunes a dengue

Vacunado (YF 17DD) No inmune Dengue
No. 1:2 1:10 1:2 1:10 1:10
1 22 27 23 22 100
2 17 23 17 32 100
3 14 18 23 12 75
4 36 23 25 31 100
5 21 18 15 24 100
6 23 29 34 25 100
7 31 21 45 27 100
8 17 19 37 25 100
9 29 25 17 25 100
10 32 28 28 25 100
11 25 20 46 23 97
12 25 23 14 15 100
13 29 21 13 29

14 26 33 21 29

15 20 13 38 20

16 40 38 31 27

17 24 35

18 13 19

19 24 31

20 33 22

21 30 19

22 34 28

23 67 73

24 22 21

25 29 17

26 31 31

27 45 40

28 24 23

29 39 35

30 25 38

31 37 25

32 25 46

33 37 15

34 29 33

35 20 13

36 29 33

Los datos corresponden al porcentaje de reduccion con las diluciones sefialadas del suero. P =
0.78 y 0.65 (Mann-Whitney U) al comparar vacunados vs. no inmunes con la dilucién 1:2 y 1:10,
respectivamente.
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Figura 2. Correlacion entre el titulo de anticuerpos neutralizantes contra la fiebre
amarilla (anti YF-17DD) y porcentaje reduccion de placas de infeccion del virus
dengue serotipo 2 (VDEN-2). r=-0.081; P = 0.64 (Spearman).
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4.3 IDA DE VDEN-2 POR SUERO DE VACUNADOS (YF-17DD)

No se detectd infeccion viral de células mieloides humanas (K562) por VDEN-2 en
ausencia de anticuerpos contra flavivirus. Esto es, 72 h después de la infeccion a
MOI de 0.1, 0.3, 0.5 0 1 no se detectaron proteina (IFD negativa) o ARN (RT-PCR
negativo) viral en las células o virus (UFP/ml = 0) en el sobrenadante del cultivo.
Lo contrario se observo 48 h despueés de la infeccion a MOI de 0.5 0 1 con virus
que se incubd antes de la adsorcion 14 h a 4°C con suero inmune a dengue (anti-
VDEN-3 1:250 o 1:1000). Con base en estos resultados los experimentos se
hicieron con MOI de 0.7 y la infeccion se evalu¢ a las 48 h.

El IDA se investigd con 10 sueros de vacunados con titulo alto y bajo de
anticuerpos neutralizantes (Tabla 3, nimeros: 1, 3, 4, 8, 19, 21, 24, 27, 35, 36). La
incubacion previa del VDEN-2 con cualquier suero diluido 1:2 o 1:5 no favorecié la
infeccion de macrofagos. En ningun cultivo se detectd virus en el sobrenadante
(UFP /ml = 0), proteina o ARN viral en el lisado celular y lo mismo se observé con
virus preincubado con suero no inmune a flavivirus. Al contrario, virus preincubado
con suero heterélogo (anti VDEN-3) infectd los macrofagos (Figura 3 y 4). Los
resultados indican que anticuerpos anti FA en suero de inmunizados con la
vacuna YF-17DD no contribuyeron a la infeccién de macréfagos humanos por una
cepa colombiana del VDEN-2 bajo las condiciones del ensayo.
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Figura 3. Inmunofluorescencia con anticuerpo anti dengue de células K562
infectadas con virus dengue serotipo 2 (VDEN-2) preincubado con suero humano

. "
A: virus y suero de vacunado contra la fiebre amarilla (1:2). B: virus y suero no inmune (1:5). C: control positivo: virus y
suero anti VDEN-3 (1:250) D: control negativo: virus en ausencia de suero.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa mostrando el resultado de la RT-PCR
para amplificar ARN del virus dengue serotipo 2 (VDEN-2) a partir de células
K562

600 bp
500 bp

200 bp
200 bp

M: marcador de peso molecular 100 bp Ladder (GIBCO BRL). RNA del virus extraido de células C6/36 infectadas (carril 1).
Cultivo infectado con virus preincubado con suero humano: anti VDEN-3 diluido 1:250 (carril 2), de vacunado contra la
fiebre amarilla diluido 1:2 (carril 3), no inmune a flavivirus diluido 1:2 (carril 4). Virus sin suero (carril 5).

27



5. DISCUSION

5.1 ANTICUERPOS CONTRA LA FIEBRE AMARILLA E INFECTI VIDAD DEL
VDEN-2

En este trabajo se demuestra que anticuerpos contra el VFA inducidos por
vacunacion con la cepa YF-17DD no reconocen VDEN, lo cual se evidencié por
ausencia de neutralizacion in vitro usando una dilucion muy baja del suero (1:2). El
mismo resultado se ha encontrado cuando sueros de casos de dengue y FA se
analizan simultdneamente por la prueba de reduccion de placa con fines de
diagnostico por laboratorio (Acuiia et al. 2001). Igualmente con suero de primates
no humano o ratén inmunizados con la vacuna YF 17DD que se incub6 con una
cepa atenuada o la prototipo (New Guinea C) de VDEN-2. (Lim et al. 2006; Galler
et al. 2005; Guirakhoo et al. 2000). Reactividad cruzada de anticuerpos séricos
contra la FA tampoco se ha detectado contra otros flavivirus como el VON, VEJ,
VETG (Johnson et al. 2005; Tesh et al. 2002; Buckley et al. 1985).

La ausencia de neutralizacion cruzada de anticuerpos anti FA vs VDEN podria
explicarse por la baja homologia antigénica del VFA con los otros del género.
Recientemente se demostré que solo 45% de la secuencia de aminoéacidos de la
proteina E es similar en contraste con 60-75% cuando se compara entre si la de
otros miembros del género. Esto resulta en que el VFA se ubica en un Unico grupo
muy distante de los otros cuando se construyen arboles utilizando el método del
vecino mas cercano (Stiasny et al. 2006). Un suero de los vacunados incluidos en
el estudio redujo >50% de placas del VDEN (Tabla 4) y una explicacion podria ser
gue el participante porte anticuerpos contra un flavivirus diferente al VDEN que no
se investigo. La presencia de virus Ilhéus se ha detectado en la regién nororiental
de Colombia (Prias et al. 1968).

La neutralizacion de un virus por anticuerpos resulta en la inhibicion de la
infectividad por bloqueo de epitopes virales que ligan el receptor en la célula
blanco durante la adsorcion o durante la internalizacion (Klasse & Sattentau 2001,
Dimmock 1984; Mandel 1978). Una forma de medir este efecto es mediante la
prueba de reduccion de placa pero la misma puede variar dependiendo del tipo de
célula, tiempo de incubacion del virus con el suero y cepa del virus. En este
estudio se utilizaron células BHK-21 una linea celular con mejores resultados en
términos de sensibilidad y especificidad que otras (Morens et al. 1985) y el virus
se incubd con el suero 2 h a temperatura ambiente, un tiempo suficiente para que
ocurra la opsonizacién teniendo en cuenta que el tiempo minimo ha sido reportado
en 60 min (Sheldon & Nicola 1969). En este sentido, se descarta que la ausencia
de neutralizacion del VDEN por anticuerpos anti FA encontrada en el estudio haya
sido causada por alguna de las variables del procedimiento técnico arriba
mencionadas. Esto porque bajo las mismas condiciones del ensayo se detecto
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neutralizaciéon de VDEN-2 por sueros homoélogos (Tabla 4) y en otro estudio del
grupo se demostro reactividad cruzada de anticuerpos anti dengue contra el VFA
pero no al contrario (Gomez & Ocazionez 2007). No obstante, se ha sugerido que
la presencia de antigenos celulares en la envoltura viral pueden ser reconocidos
por los anticuerpos del suero ocasionando neutralizacion falsa positiva (Halstead
2003).

Numerosas evidencias demuestran la contribucion del IDA al dengue hemorragico
en individuos con anticuerpos de una infeccion primaria por un serotipo diferente
del virus (Guzman 2002; Vaughn et al. 2000; Kliks et al. 1989). Existe la inquietud
gue lo mismo ocurra en vacunados previamente contra la FA. Los resultados de
este estudio no respaldan este supuesto teniendo en cuenta que la incubacién
previa del VDEN con diluciones bajas de suero de vacunados no resultdo en
infeccidon de células K562 (Figuras 3 y 4). Este resultado se esper6 considerando
gue no hubo neutralizacién parcial una condicion necesaria para la internalizacion
del virus mediada por anticuerpos (Halstead 2003).

El resultado del ensayo para evaluar IDA puede variar de acuerdo a la cepa,
célula, tiempo de incubacioén virus-suero, MOI vy el indicador que se utilice para
detectar la infeccidn, entre otros, haciendo dificil comparar resultados de estudios.
En este estudio no se detectd IDA de un aislado primario de VDEN-2 (cepa G 025)
de un caso del municipio de Girén que se incubd 14 h a 4° C con bajas diluciones
de suero de vacunados contra la FA y luego se usé para infectar células K562 a
MOI de 0.7. Al revisar la literatura se encontraron dos estudios que se diferencian
en varios aspectos metodologicos y eso podria en parte explicar la diferencia de
resultados. Diamond et al. (2000) reportaron IDA de VDEN-2 con una cepa
prototipo (Thai 16681) pero no con 3 aislados primarios de Nicaragua usando
células K562, THP-1 y U937 infectadas a MOI de 10 con virus previamente
incubado con anticuerpo monoclonal anti flavivirus. No obstante, en ausencia de
anticuerpo solo se observo infeccion de K562 con la cepa prototipo. Los autores
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de infeccion (50, 23 y 1.4%
respectivamente) y titulo viral (3.6x10* UFP/ml en U937 vs 8.1x10° UFP/ml en
THP-1) con la misma cepa (Thai 16681) en relacion con el MOI. Por otro lado, en
el estudio de Eckels et al. (1985) el IDA por suero de vacunados contra la FA se
demostré usando cultivo primario de macréfagos humanos, MOI de 0.05 y una
cepa prototipo (PR-159) de VDEN-2 que se dejo replicar por 4 dias. Al contrario,
no se observo IDA con las mismas células usando aislados primarios del mismo
serotipo del virus que se incubaron previamente con anticuerpos contra flavivirus
(Laoprasopwattana et al. 2005; Diamond et al. 2000). Estas contradicciones en los
resultados ha generado discusion acerca de la reproducibilidad de los ensayos de
IDA en cultivo primario de macréfagos dada la variabilidad individual de las
células (Green et al. 2006).

No se descarta que el resultado del IDA de la cepa local del estudio pudiera
haber variado si se hubiese conseguido mayor productividad del cultivo en
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términos de titulo en el sobrenadante de cultivos del control positivo. No obstante,
la ausencia de proteina y ARN viral en el interior de las células infectadas con
virus pretratado con suero de vacunados vs la presencia en el control positivo
(Figura 3,4) confirma que el ensayo fue apropiado para evaluar el IDA y por lo
mismo se puede descartar que el resultado negativo se debiera al procedimiento
técnico. Un resultado no esperado es que en cultivos usados como control
positivo (virus preincubado con anticuerpos anti VDEN-3) no se detecto virus en el
sobrenadante (UFP / ml = 0) y el subcultivo de éste en células C6/36 resultd
negativo, a pesar que se detectd proteina y ARN intracelular. El resultado podria
explicarse por baja replicacion del virus en las células K562 sumado a
sensibilidad de las técnicas de plaqueo y aislamiento viral. Las diferencias entre
cepas de VDEN que varian en la susceptibilidad al IDA se ha relacionado con la
capacidad de replicaciéon en lineas celulares de macréfagos humanos. Diamond et
al. (2000) encontraron que la cepa de VDEN-2 susceptible a IDA (Thai 16681)
produjo mayor cantidad de cadenas negativas de ARN que los aislados primarios
del mismo serotipo y esto se correlaciono con el titulo viral en el sobrenadante de
los cultivos. No obstante, la presencia de cantidades similares de cadenas
positivas de ARN viral intracelular con todas las cepas, sugiere que factores
asociados al virus determinan la magnitud de la infeccion (Diamond et al. 2000).

En la patogénesis del dengue por infeccién secundaria influye la respuesta inmune
celular ademéas del mecanismo del IDA. La evidencia sugiere que durante la
segunda infeccion los linfocitos T de memoria de la primaria son activados
resultando en incremento de citoquinas proinflamatorias como IL-8, IL-12, IL-4,
TNFa e IFNy y por lo mismo de la permeabilidad vascular que conduce al choque
hipovolémico (Bashyam et al. 2006; Mongkolsapaya et al. 2003). Se ha visto que
la respuesta de anticuerpos a una cepa atenuada de VDEN-2 fue mayor en
guienes estaban previamente vacunados contra la FA y no se conoce si lo mismo
sucede con la inmunidad celular (Eckels et al. 1975). Si la vacunacion previa
contra la FA contribuye a mayor activacion inmune de célula T en infectados con
VDEN vy por lo mismo mayor riesgo de DH por incremento de citoquinas requiere
ser investigado.

5.2 PLAQUEO DE VIRUS DENGUE

Los ensayos demostraron que variaciones de pH, concentracién de CMC y células
afectaron el tamafio, morfologia y distribucion de placas de VDEN dependiendo
del serotipo y cepa. Con la de VDEN-2 incluida en el estudio el mejor resultado se
obtuvo con medio pH entre 7.8 y 8.2 y 1.3% de CMC usando células BHK-21. Se
ha descrito inhibicién en la formacién de placas a pH < 7.5 con cepas prototipo de
VDEN-2 (New Guinea C) y VDEN-4 (H-241) usando las mismas células (Malewicz
et al. 1979). Stim (1970) encontré placas con medio pH 6.6 - 8.6 usando células
LLC-MK2 con variaciones en el tamafio segun el serotipo del virus.
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La influencia en la formacion de placa por la concentracion de CMC en el medio
de cultivo se demostré en este estudio, disminucion de CMC al 0.7% produjo
placas de VDEN-2 més pequefias (<1 mm) con bordes irregulares a los 5 dias. En
otro estudio se observaron cambios similares con la cepa prototipo de VDEN-2
cuando se incrementd la CMC de 1 a 2% y placas grandes (> 1mm) de bordes
bien definidos cuanto mas el tiempo de incubacién a 37°C, mejor a los 8 que 6
dias (Malewicz et al. 1979). En este estudio no se hicieron variaciones en tiempo
ya que en todos los ensayos el revelado se hizo a los 5 dias y por lo tanto no es
posible concluir sobre la influencia de esta variable en la formacion de placa.

El estado de la monocapa celular es otro factor que determina la formacion de
placa por VDEN. Placas grandes (= 1 mm) se observaron cuando la siembra en el
soporte se inici6 con 8 x10* que con 12x10* células BHK-21 (Figura 3). Lo mismo
observd Manning et al. (1979) con esa linea celular y la cepa prototipo del mismo
serotipo (VDEN-2, New Guinea C). Al parecer, con menos células la confluencia
de monocapa no alcanza 100% y por ello hay mayor espacio cuando mueren por
efecto de la lisis originada por el virus resultando en mayor efecto citopéatico que
se refleja en formacion de placas mas grandes. Al contrario, en las monocapas
confluentes se dificulta la replicacion viral disminuyendo la probabilidad de efecto
citopatico en el tiempo que normalmente se deja el cultivo (5-7 dias).

Con VDEN-3 se hicieron varios intentos de plaqueo y aunque las placas fueron
visibles con uno de los procedimientos el ensayo no fue reproducible. La dificultad
pudo deberse a baja infectividad del virus en células BHK-21 o ausencia de efecto
citopético. Esta dificultad ha sido reportada por otros y ha obligado el uso de
métodos diferentes al plaqueo para cuantificar VDEN, principalmente del serotipo
3, tales como RT-PCR en tiempo real, ensayo de fluorescencia de foco y
citometria de flujo (Johnson et al. 2005; Lambeth et al. 2005; Laoprasopwattana et
al. 2005).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran que anticuerpos contra el virus de la
FA por vacunacion, no neutralizaron ni contribuyeron a la infeccién de una cepa
colombiana de VDEN-2. Bajo esa circunstancia se sugiere ausencia de proteccion
cruzada o severidad en casos de dengue asociado a vacunacion previa con el
virus YF-17DD.

Debido a que el resultado de los ensayos pudo variar de acuerdo al virus, célula y
MOI entre otros, es necesario analizar cepas de otros serotipos que permitan
confirmar los hallazgos de este estudio. Igualmente, se sugiere usar métodos
cuantitativos mas sensibles como citometria de flujo y RT-PCR en tiempo real para
evaluar la magnitud de la neutralizacién o potenciacion de la infeccion.

La dificultad para plaguear VDEN es conocida y los resultados del estudio lo
demuestran. De acuerdo a la experiencia adquirida se recomienda usar diferentes
protocolos de plagueo debido a que variables como pH, concentracion de células,
CMC entre otros, difieren con cada cepa e influyen en el tamafio, morfologia y
titulo de unidades formadoras de placas.
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