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RESUMEN

Introduccioén: en el diagnéstico de dengue es importante la determinacion del
serotipo viral. A pesar de existir otros métodos, el aislamiento viral en cultivos de
células y la identificacion por la técnica de inmunofluorescencia siguen siendo muy
utilizados. Por lo tanto, la bisqueda de sistemas celulares mas sensibles ha sido un
tema reiterado durante muchos afios para el virus dengue y otros agentes.
Objetivo: obtener una sublinea celular a partir del clon CLA-1 (Aedes
pseudoscutellaris) que crece a 28 °C, capaz de multiplicarse a 33°C (CLA-HT) y
evaluar su utilidad para el aislamiento y la identificacion de los virus del dengue.
Métodos: a partir del clono CLA-1 de la linea celular AP-61(Aedes
pseudoscutellaris) se obtuvo por seleccién una cepa o sublinea celular CLA-HT
capaz de crecer a 33 "C. Se estudié su sensibilidad para la multiplicacion de los

4 serotipos del virus del dengue y su eficiencia para el aislamiento directo de sueros
de pacientes en fase aguda de la enfermedad, ambos comparativamente con la
linea C6/36HT (A. albopictus).
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Resultados: la sublinea CLA-HT permitié el crecimiento de los 4 serotipos del virus
dengue aunque para algunos requiri6 mas tiempo que la C6/36 HT. Para el
aislamiento a partir de muestras de sueros colectadas de individuos en fase aguda,
la sublinea CLA-HT detect6 el virus en el 40 % de las muestras, mientras que
C6/36 detecto el virus en el 50 %.

Discusion: CLA-HT es capaz de detectar todos los serotipos del virus dengue a
partir de las 96 horas pos inoculacién, por lo que es util para la investigacion como
sistema alternativo y su eficiencia de aislamiento directo es buena para aplicar en
grandes brotes. Ademas, la principal ventaja es que es posible utilizarla para
proporcionar una respuesta rapida a situaciones emergentes en laboratorios de
escasos recursos, ya que no precisa de condiciones de incubacion con COsx.
Conclusiones: se obtuvo una sublinea CLA-HT a partir de la linea CLA-1 capaz de
crecer a 33 °C, la cual detecta los 4 serotipos del virus dengue. Su eficiencia de
aislamiento es ligeramente menor que la sublinea C6/36 HT, pero se puede utilizar
como sistema alternativo para el aislamiento de los virus dengue sobre todo en
laboratorios con bajos recursos que no cuenten con condiciones 6ptimas de
incubacion.

Palabras clave: virus dengue, sublinea celular, deteccion viral.

ABSTRACT

Introduction: the identification of viral serotypes is an important issue for dengue
diagnosis. Despite the existence of other identification methods, the viral isolation
in cell cultures and determination by immunofluorescent technique remain as the
most used. Therefore the search for more sensitive cellular systems has been a
repeated topic during many years for dengue virus and other agents.

Objective: to obtain a cell subline from CLA-1 clone (Aedes pseudoscutellaris), that
grows at 28 °C, capable of multiplying at 33 °C (CLA-HT)and to evaluate its
usefulness for Dengue virus isolation and identification.

Methods: by using a CLA-1 clone of the AP-61(Aedes pseudoscutellaris) cell line, it
was possible to obtain a strain or cell subline CLA-HT capable of growing at 33 oC
(CLA-HT) through a temperature selection method. Its sensitivity for the
multiplication of the 4 dengue virus serotypes and its efficiency for direct virus
isolation from acutely ill patients' sera were studied in comparison to C6/36 HT cell
line (A. albopictus).

Results: four dengue virus serotypes grew in CLA-HT cell subline but some
serotypes were detected later in CLA-HT than in C6/36 HT. For dengue isolation
from serum samples taken in acutely ill patients, the CLA-HT subline detected 40 %
positive samples whereas C6/36 HT did 50 %.

Discussion: CLA-HT is able to detect all dengue virus serotypes from 96 hours on
post inoculation. It makes the new cell line useful for research as an alternative
system and the direct isolation efficiency is good to be applied in large outbreaks.
The most important advantage of CLA-HT is the possibility of giving rapid answer in
emergency situations in low resource laboratories since it does not require special
incubation conditions with CO2.

Conclusions: a CLA-HT subline was obtained from CLA-1 line and it grows at 33 oC
and capable of detecting 4 dengue virus serotypes. Its isolation efficiency is slightly
lower than that of C6/36 HT subline, but it may be used as an alternative system
for dengue virus isolation, mainly in resource-poor laboratories that do not have the
optimal conditions for incubation.

Key words: dengue virus, cell subline, viral detection.
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INTRODUCCION

El dengue es una arbovirosis asociada a los humanos, producida por una infecciéon
con algunos serotipos del virus Dengue (DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4).!

Teniendo en cuenta que no existen vacunas efectivas ni antivirales contra la
infeccion por el virus dengue, la deteccidn e identificacion del agente etiolégico
contintia siendo de importancia en el control de brotes epidémicos.? Las lineas
celulares de mosquitos han demostrado su efectividad para la deteccion temprana y
el aislamiento viral debido a su alta sensibilidad a los arbovirus.® No obstante el
papel del Aedes Aegypti en la transmision del dengue, sélo una linea celular del
mismo ha sido estudiada exhaustivamente con resultados exitosos por su alta
susceptibilidad y sensibilidad a este agente.*

A pesar del gran nimero de lineas celulares de mosquitos establecidas, muy pocas
han encontrado aplicacién en virologia para el aislamiento y la propagacion viral
como C6/36 y AP-61.5:6

Recientemente ha comenzado a utilizarse una sublinea del clono C6/36 capaz de
multiplicarse a 33 °C. Algunos autores plantean que esta sublinea de crecimiento a
alta temperatura (C6/36 HT) resiste solo varias semanas de mantenimiento bajo
estas condiciones y proponen tomar el clono original de 28 °C y readaptarlo a
crecer a 34 °C cada vez que el deterioro provocado por una temperatura elevada lo
exija. Esta sublinea celular se ha propagado entre los investigadores de la region ya
que ha demostrado una mayor eficacia para el aislamiento siendo menor el tiempo
de deteccidn viral por inmunofluorescencia directa (IFD) o indirecta (IFl) y
aumentar el nimero de aislamientos.”:8

La sublinea C6/36HT, capaz de crecer a 33 °C, se obtuvo por selecciéon a partir de
C6/36, proveniente esta Ultima de la linea deAedes albopictus (AAL).° La linea
celular AP-61, se obtuvo de larvas de A. pseudoscutellaris en medio artesanal
MM/VP-12.5 Posteriormente, sus propios autores describieron la pérdida paulatina
de la capacidad de la misma para el aislamiento viral directo, siendo util para la
propagacion de cepas de laboratorio a partir de los pases 70s. La linea celular AP-
61 fue clonada utilizando un medio comercial y se obtuvo la sublinea CLA-1 con
buena sensibilidad para el aislamiento de los serotipos de los virus del dengue.®

Siguiendo esta misma linea de desarrollo, el presenta trabajo se propuso adaptar la
linea celular CLA-1 a crecer a 33 °C y demostrar su sensibilidad en la multiplicacion
de los virus del dengue y su eficiencia para el aislamiento viral. Al mismo tiempo,
comparar dichos parametros con la linea celular C6/36HT por ser la mas utilizada
universalmente para este fin.

METODOS

Obtenciéon de la sublinea CLA-HT

El clono CLA-1 obtenido de la linea celular AP-618 fue descongelado del banco
criopreservado en nitrégeno liquido en el subcultivo 45 en medio L-15
suplementado con 10 % de caldo triptosa fosfato y 10 % de suero fetal bovino. Al
completar la monocapa se realizaron los pases paralelamente a 28 y 33 °C,
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inicialmente con un ““split” o razon de pase de 1:3 semanal. Al segundo pase de las
células mantenidas a 33 °C se observaron cambios morfolégicos, tornandose las
células mas fibroblasticas, lograndose la total confluencia en 7 dias.

En los primeros 4 pases a 33 °C, el crecimiento fue mas lento y en los espacios
formados por el alargamiento de las células, comenz6 a aparecer una subpoblacion
de células mas pequefias en forma de colonias. A los 7 dias del pase se repuso el
medio exhausto por medio fresco para estimular el desarrollo de alguna de las
poblaciones celulares observadas. Asi durante un mes se realizaron dos pases (uno
quincenal) a una razén de pase reducida a 1:1 y dos cambio de medio cada
semana. En el octavo pase, cuando la nueva subpoblaciéon se hizo mayoritaria, se
restableci6 la razén de pase y se eliminaron los cambios de medio intrasemanales.
Se continuaron los pases de las células a 33 °C, en el mismo medio de crecimiento
gue las de 28 °C y empleando la misma forma mecanica de dispersion de la
monocapa con policia de goma.

Lineas celulares

Se utilizé la linea celular C6/36 HT a 33 °C en subcultivo 80-85 crecidas en Medio
Esencial Minimo que contiene glutamina (2mM) y aminoacidos no esenciales
(MEMgaane) con 5 % de CO: las cuales fueron pasadas por método mecanico
golpeando el frasco vigorosamente para desprender la monocapa.

La sublinea celular CLA-HT a 33 °C fue utilizada entre los subcultivos 13y 17
creciendo solamente en una atmodsfera de 90 a 95 % de humedad relativa sin COs2.
Se empleé el medio comercial L-15 suplementado con 10 % de solucion de caldo
triptosa fosfato (TPB). La forma de pase también fue mecanica con policia de goma.
Los medios de ambas lineas se suplementaron con 10 % de suero fetal bovino
(SFBI) inactivado a 56 °C durante 30 min.

Virus

Se emplearon cepas de referencia de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS):
virus dengue serotipo 1(DEN1 WP74 Vero 3 4P C6/36 HT), virus dengue serotipo 2
(DEN2 SP 16803 4P C6/36 HT), virus dengue serotipo 3 (DEN3 CH 53489 4P C6/36
HT), virus dengue serotipo 4 (DEN4 TVP- 360 4P C6/36 HT) con un titulo viral
similar en todos los serotipos de 10° UFP/mI en diluciones de 10 ** a 104
Posteriormente se realiz6 la técnica de centrifugacion rapida (shell vial)1%: 1t y la
identificacion viral mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI).1?

Sueros

Para la comparaciéon de la sublinea celular CLA-HT con la C6/36 HT de la
sensibilidad para el aislamiento de los virus del dengue se utilizaron 10 muestras de
sueros de individuos sospechosos de dengue en fase aguda de la enfermedad, las
cuales fueron inoculadas paralelamente sobre monocapas semiconfluentes de
ambas lineas celulares de 24 horas de sembradas en sus medios respectivos e
incubadas con las condiciones respectivas. La positividad fue detectada por IFI al
séptimo dia de inoculadas.
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RESULTADOS

Se obtuvo una nueva sublinea celular denominada CLA-HT cuya morfologia es
heterogénea, observandose un predominio de células pequefias de crecimiento
desordenado y otra subpoblacion de células alargadas. La forma de pase siguio
siendo mecénica como la linea CLA-1 y el split 1:3. El medio de crecimiento se
mantuvo idéntico al original y la temperatura éptima quedé establecida a 33 °C.
Luego de una fase de crisis (caracterizada por cambios morfolégicos,
enlentecimiento del crecimiento y muerte de algunas células) que se hizo severa en
el subcultivo 8, la sublinea CLA-HT estabiliz6 su crecimiento en el subcultivo 12
bajo las condiciones descritas y fueron preparados los bancos maestro y de trabajo
en los subcultivos 13 y 17 respectivamente (figura 1).

Fig. 1. Sublinea CLA-HT obtenida a partir de la linea CLA-1.

Estudio comparativo de la capacidad de la sublinea CLA-HT y C6/36 HT
para la multiplicacion de los virus del dengue utilizando cepas de
referencia

Al inocular las sublinea celulares CLA-HT y C6/36 HT con las diluciones virales (10-
1-10%) de las cepas DEN1 WP 74, DEN 2 SP 16803, DEN 3 CH 53489 y DEN 4 TVP
360; se observo, que a las 24 horas el virus fue detectado por IFI en ambas
sublineas. Los virus DEN 1, DEN 2, DEN 3 fueron detectados en la linea celular
C6/36 HT en mayores diluciones: 102 para DEN 1 y 10 para los virus DEN 2 y DEN
3 (CLA-HT solo detectd la diluciéon 10t), mientras que para el virus DEN 4 la
deteccion fue la misma en ambas células a las 24 horas (103).

A las 48 horas, la sublinea CLA-HT detecto DEN 1 en la dilucién 102, DEN 2 en 107,
DEN 3 y DEN 4 en 10-3. Mientras que la sublinea C6/36 HT detect6 los cuatros
serotipos en la dilucién de 104,

A las 72 horas, las sublinea CLA-HT detect6 el virus DEN 1 en la dilucién de 1073, en
el caso de DEN2 en 102, Den 3 y DEN 4 fueron detectados en la maxima dilucién
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(10%). A partir de las 96 horas ambas sublineas se comportaron de manera similar,
detectando los cuatros serotipos virales a la maxima diluciéon empleada.

Estudio de comportamiento de la sublineas CLA-HT y C6/36 HT para el
aislamiento de los virus del dengue a partir de muestras clinicas

Luego de siete dias de inoculadas, las células fueron fijadas en las laminas,
procediéndose a la deteccion de los virus del Dengue por la técnica de IFI utilizando
un anticuerpo policlonal anti-dengue. Al mismo tiempo se utilizaron paralelamente
anticuerpos monoclonales para cada uno de los serotipos DEN1 (D2-1FI-3), DEN2
(3H5-1-21), DEN3 (D6-8A1-12) y DEN 4 (110-6-7) a una dilucién de 1/10 en PBS
pH 7,2.

De las muestras de sueros humanos de individuos sospechosos clinicamente de
dengue en fase aguda de la enfermedad, a los 7 dias de inoculadas en C6/36HT
cinco fueron positivas para un 50 % por IFI, mientras en la sublinea CLA-HT fueron
4 positivas para un 40 %. (figura 2)

Fig. 2. Inmunofluorescencia indirecta de las sublineas CLA-HT
inoculadas con las muestras clinicas estudiadas.

DISCUSION

En estudios anteriores se ha planteado la necesidad de obtener otras lineas
celulares proveniente de mosquitos como sistemas alternativos para el diagnéstico
de los virus del dengue, y que al mismo tiempo se determine sus propiedades
respecto a las lineas utilizadas de rutina para este fin como son las lineas C6/36 y
la sublinea C6/36HT.

Previamente se ha reportado que la multiplicacién de los virus del dengue puede
ser detectada por IFI de 24 a 48 horas post inoculacion. En nuestro caso, a partir
de 48 a 72 horas post inoculacién, la deteccion de las cepas virales en ambos
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sistemas celulares tiende a ser similar, lo que coincide con resultados anteriores
obtenidos por nuestro grupo utilizando la C6/36 HT para la deteccion de los cuatros
serotipos virales como sistema de comparacion de las sublinea celular CLA-HT.13:14

Las sublineas celulares CLA 1 y CLA-HT se obtuvieron con el objetivo de eliminar las
desventajas que presentan C6/36 y C6/36 HT, éstas necesitan de un equipo
adicional en los laboratorios tradicionales: incubadora de CO:. La sublinea CLA-HT y
su parental crecen en medio L-15, el cual no utiliza el bicarbonato de sodio como
tampodn haciendo libre intercambio con la atmaésfera.”:15

La sublinea CLA-HT requiere de un mayor tiempo y concentracion viral para el
aislamiento y multiplicacion de los virus de dengue con respecto a la sublinea C6/36
HT; sin embargo, estudios realizados por otros investigadores como Gutiérrez en el
2005, empleando 100 muestras de sueros de pacientes en fase aguda en un brote
de dengue 3 obtuvo un 48,7 % de positividad al intentar el aislamiento, lo cual no
esta muy distante del 40 % obtenido en el presente trabajo. Por tanto, la sublinea
celular CLA-HT puede emplearse como una alternativa en laboratorio sin
condiciones Optimas, intentando el aislamiento viral durante grandes brotes
epidémicos de dengue con alta posibilidad de encontrar casos agudos.

La busqueda de sistemas celulares més sensibles para el aislamiento viral ha sido
tema reiterado por muchos afios para los virus del dengue y otros agentes.® El
dengue es una infeccion aguda, por tanto, el conocimiento de la cinética de los
marcadores de la infeccion es vital para el diagnodstico. Durante los tres primeros
dias antes del comienzo de la fiebre y hasta 4 o0 5 dias después de ésta, el virus
puede ser detectado en sangre;?! asi, la deteccion e identificacion del virus por IFI
en muestras clinicas de pacientes en fase aguda de la enfermedad es una técnica
confirmatoria de la infeccion por dengue.”

En cuanto a la eficiencia del aislamiento en la sublinea celular CLA-HT, es posible
que al aumentar el nUmero de muestras aumente también la positividad y se
asemeje al resultado de la sublinea celular C6/36 HT o al menos al reportado por
otros autores en diferentes lineas.1®

En este estudio obtuvimos una sublinea CLA-HT a partir de la linea CLAL con la que
pudimos detectar los 4 serotipos del virus del dengue aunque la eficiencia de
aislamiento de ésta fue ligeramente menor que la de la sublinea C6/36HT. Estos
resultados nos confirman la factibilidad del empleo de la sublinea CLA-HT como
sistema alternativo para los virus del dengue, principalmente en paises pobres que
no cuenten con laboratorios con condiciones 6ptimas.

La nueva sublinea CLA-HT, por los resultados obtenidos, forma parte de la bateria
de sistemas celulares aplicados al diagnoéstico por aislamiento del virus, el cual
sigue siendo mas sensible que los métodos de deteccién de antigenos y menos
costoso, generalmente mas adecuado y asequible que los métodos moleculares.
Mientras que éstos ultimos no se simplifiquen y estén al alcance de todos, los
cultivos celulares se mantienen como un método muy util y adecuado para el
diagnostico de enfermedades virales como el dengue.*®
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