UNIVERSIDAD RICARDO PALMA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

“Titulacion de anticuerpos al virus Chikungunya
mediante la técnica de neutralizacion por reduccion
de placas”

Tesis para optar el Titulo Profesional de
Licenciada en Biologia

Elizabeth Noelia Ubillus Borja

Blgo. Miguel Cobos Zelada
Director de la tesis

Lima — Peru
2016






“Titulacién de anticuerpos al virus
Chikungunya mediante la técnica de
neutralizacién por reduccién de placas”

Por:

Bachiller en Biologia
Elizabeth Noelia Ubillus Borja

Tesis presentada como
requisito para optar el Titulo
Profesional de Licenciada en
Biologia



DEDICATORIA

A la persona que me dio su amor y apoyo incondicional
en cada etapa de mi vida. Me ensefo a trazarme
objetivos y cumplirlos. Me orienta a seguir
superandome. Mi mama Noemi Borja.

4



AGRADECIMIENTOS

Quisiera expresar mis agradecimientos al Instituto Nacional de Salud
por brindarme las instalaciones y material de laboratorio para realizar este
proyecto de investigacion.

Al Blgo. Miguel Cobos, por asesorarme en todas las etapas de la tesis
brinddndome sus criticas constructivas, comentarios y sugerencias que

fueron bien recibidas.

Al Blgo. Marco Coaguila, por enseflarme la técnica de neutralizaciéon
por reduccion en placas aplicada a arbovirus, e incentivarme a continuar

investigando en el &rea de la salud publica.

Al Tec. Med. Benjamin Varillas y al Tec. Med. Diego Moreno, por su
amistad y apoyo durante la implementacibn de la metodologia y la

realizacion de los ensayos.

Al Med. Vet. Alberto Cisneros, por su colaboracién en la preparacion

de las lineas celulares a utilizar.

A todo el personal de Metaxénicas Virales, porgue directa o

indirectamente me orientaron a continuar con la tesis.

Asimismo, quisiera agradecer a mis padres, Néstor y Noemi, por la
confianza brindada, a mis hermanos por los momentos anecdoéticos, a
Christian por su paciencia, a mis amigos, comparfieros y futuros colegas

Alejandro y Diana.



INDICE

DE DI C AT ORI A e e 4
AGRADECIMIENTOS ... e 5
INDICE ... et e et e et e et e et e e e e et e et e e e eans 6
RESUMEN ... e e e e e et e e eaaes 9
AB S T R A C T e e 10
INTRODUGCCION ...ttt ettt e e, 11
Problema de iNVeSTIZaCiON .........ocuiii i e et rae e e 11
Planteamiento del problema ...........oooiiie e e 11
Formulacion del problema.........occuiie it 12
Justificacion de 1a INVESTIZACION ......ceeviiiii i saee e 12
ANTECEDENTES ... .o 13
Estructura y clasificacion del VIFUS ..........oooocuiiii ittt e 13
Epidemiologia de la enfermedad............ooooiiiiiiie e e e 14
Transmision de la enfermedad ..o 15
Sintomas de 1a enfermMedad ..o s 16
Pruebas de diagNOSTiCO.....cocuiiii ettt e et e e et e e e e bae e e e anaeas 17

LN T AT == T (o] g =T =T ol (=] o =N 19
OBUIETIVOS ... e et e e e e e e ean s 20
(0] oY T =T o T=T - | F R 20

6



(0] o TR XY oY= oo 13U PRROt 20

HIPOTESIS ...ttt sttt 20
LUGAR DONDE SE REALIZO ... 21
MATERIALES Y METODOS ... .ottt 21
[DITY =3 To Rt a]=] oY [o] o} ={ ol USSR 21

[ 0o] o] Yol o Yo IV 4 YU =Ty - SRS 22

[ o TolTe |10 T T=T | o TSP 22
ProducCion de antiGEN0S. ........ueeiecuiiieeeciiee ettt ecee e e et e e e sae e e eetre e e e sarr e e e e saraeeeenaraeeaeas 22

B LU= ol oY o IR =Y PSS 23
Titulacidn de anticuerpos NeUtralizantes........cccovcvieeiiciiei e 24
Procesamiento de [a informacion .........occiviiiiiiiiiiiinec e 26

N o1 To1 (o N <] 4 ol NSOt 26
RESULTADOS. ... e e e aaas 27
DISCUSION ..ottt sttt sttt en s 30
CONCLUSIONES ... .o e e e 33
RECOMENDACIONES ... .o 34
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ..ot 35
AN X O S .. 39
Anexo 1. Preparacion de reactivos Y SOIUCIONES.........c.ueieeeuiieeeciiiee ettt e 39

R o] [o] =Y oY e [l o] =T 0T TSN 39

2. PBS 20X = L IO coeteeeeieeiiie et e ettt sttt sie ettt et e e e e s e e nanes 39



T |V = Yo 1o M @ 1V T o - 1V TR 40

4. Carboximetilcelulosa 3% ......uuuiiviiiiiiiiiee e 40
Anexo 2. Produccion de antiSEN0 .....ccuuiiiiiiiiiiiiiii ettt 41
Anexo 3. Observacion mediante microscopio invertido.........ccccccvveeiecieeeecciiee e, 41
Anexo 4. Titulacion de antiCUBIPOS .......eeeeiiieieeiiiee et e ectee e et e e e erre e e bee e e e eabaee e eeareeas 42
Anexo 5. Tabla cruzada de la dilucidn de anticuerpos con los dias de sintomas .............. 43

Anexo 6. Correlacidn de Pearson entre el titulo de anticuerpos neutralizantes y los dias
(o [y 10 o]0 4 = Ly PUTR 43



RESUMEN

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo titular anticuerpos
neutralizantes contra una cepa endémica del virus Chikungunya que circula
en la costa norte peruana. Para desarrollar esta investigacion, se empled la
prueba de neutralizacién por reduccion en placas (PRNT), la cual se realizd
en el Instituto Nacional de Salud (INS)— Laboratorio de Aislamiento y Cultivo

Celular perteneciente al area de Metaxénicas Virales.

La justificacion de la investigacion se basa en la necesidad de
comprobar que los anticuerpos detectados por la prueba de ELISA son
neutralizantes y logran inhibir la dispersion del CHIKV en el cuerpo humanao.
Ademas, la prueba es necesaria para evaluar drogas antivirales y futuras

vacunas que lleguen al Pera.

El disefio metodoldgico utilizado fue analitico y experimental. La cepa
y las muestras fueron proporcionadas por el INS y provinieron del
departamento de Tumbes. Las muestras positivas fueron previamente
diagnosticadas con ELISA utilizando IgM e IgG y las muestras negativas
fueron de individuos sanos sin contacto previo con arbovirus. La prueba de
PRNT se realizé en 24 horas usando la linea celular VERO CCL-81 en

monocapa. La valoracion de la prueba se realizo al 50% de neutralizacion.

Se obtuvo como resultado titulos de anticuerpos en el rango de 1/8 y
1/16. Esta variacion responde a una relacion inversa con el inicio de los dias
de sintomas. Por lo tanto, se concluye que la poblacion de la costa norte del
Peru si esta desarrollando anticuerpos neutralizantes para contrarrestar el

virus Chikungunya endémico en la region.

Palabras clave

Chikunguya, virus, neutralizacion, anticuerpos, PRNT, Vero CCL-81



ABSTRACT

The present thesis aims to titrate neutralizing antibodies against an
endemic strain of the Chikungunya virus that circulates in the northern coast
of Peru. In order to develop this research, the plaque reduction neutralization
test (PRNT) has been used, which has been carried out at the National
Institutes of Health (INS) - Isolation and Cell Culture Laboratory belonging to
the Viral Metaxenics area.

The justification of the investigation is based on the need to verify that
the antibodies detected by the ELISA test are neutralizing and manage to
inhibit the dispersion of CHIKV in the human body. In addition, the test is

necessary to evaluate antiviral drugs and future vaccines that arrive in Peru.

The methodological design used was analytical and experimental. The
strain and samples were provided by the INS. The strain is endemic to the
department of Tumbes. The positive samples were previously diagnosed with
ELISA using IgM and IgG and the negative samples were from individuals
that had not had contact with any arbovirus. The PRNT test was performed in
24 hours using the VERO CCL-81 cell line in monolayer. The titration of the
test was performed at 50% neutralization.

Antibody titres were obtained in the range of 1/8 and 1/16. This
variation responds to an inverse relationship with the onset of symptom days.
Therefore, it is concluded that the population of the northern coast of Peru is
developing neutralizing antibodies to counteract the endemic Chikungunya

virus in the region.

Key words
Chikunguya, virus, neutralization, antibodies, PRNT, Vero CCL-81
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INTRODUCCION

La fiebre chikungunya es una enfermedad ocasionada por el virus
Chikungunya (CHIKV). Este virus pertenece al género Alfavirus, familia
Togaviridae. Es un virus envuelto de 60 nm de diametro con genoma ARN
positivo de una sola cadena que codifica cuatro proteinas no estructurales
(NSP1-4) y cinco proteinas estructurales: la capside (C), las glicoproteinas

de membrana (E1, E2 y E3) y un pequefio polipéptido 6K. *

La transmision del virus es a través de la picadura de mosquitos
infectados del género Aedes, el mismo que transmite el dengue y la fiebre
amarilla. Después de un periodo de incubacion, las personas infectadas
presentan sintomatologia clinica como poliartralgias, artritis, fiebre, mialgias
y cefalea principalmente. En raras ocasiones, pueden ocurrir formas graves

de la enfermedad con manifestaciones atipicas. *

Actualmente, el virus Chikungunya ha afectado a millones de
personas y sigue causando epidemias en muchos paises. A finales del 2013,
se documentd la primera transmision autdctona en las Américas y a partir de
junio del 2015 se han confirmado la transmision local en la costa norte del

Perq. ®

Problema de investigacion

Planteamiento del problema

Para la poblacion peruana, este virus plantea un problema, ya que no
se tienen investigaciones in situ sobre su comportamiento al nivel de

laboratorio ni como afectara a personas no inmunizadas.

El diagnostico por laboratorio de arbovirosis en el Perd, a nivel
serologico de rutina, se realiza mediante pruebas de inmunoadsorcion ligada

a enzimas (ELISA) IgM (Inmunoglobulina M) e 1gG (Inmunoglobulina G),
11



debido a que es una prueba rapida, sencilla y permite analizar varias
muestras en simultaneo. Sin  embargo, esta prueba no detecta
especificamente anticuerpos neutralizantes dando opcidon a reacciones
cruzadas con anticuerpos de otros arbovirus como dengue, fiebre amarilla y

mayaro.

Formulacion del problema

En relacién a lo anteriormente mencionado, se genera la siguiente
pregunta de investigacion ¢Los anticuerpos detectados por la prueba de
ELISA, en la poblacion del norte peruano infectada con virus Chikungunya,

son neutralizantes?

Justificacion de la investigacion

Para confirmar los resultados de la prueba de ELISA, ésta tiene que
ser validada por la prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT),
dado que la PRNT es actualmente calificada como prueba de referencia para
caracterizar y cuantificar niveles de anticuerpos neutralizantes de diferentes

virus.

La prueba PRNT en el Perd ya ha sido estandarizada para fiebre
amarilla y brinda resultados importantes para efectos de vigilancia
diagnéstica y estudios epidemiolégicos.* El Instituto Nacional de Salud a
través de la Red de Laboratorios de Salud Publica al ser responsable del
sistema de vigilancia laboratorial, requiere la titulacion de anticuerpos
mediante la prueba PRNT para comprobar que estos anticuerpos son
neutralizantes y logran inhibir la dispersion del CHIKV. Ademas, la prueba es
necesaria para evaluar drogas antivirales y futuras vacunas que lleguen al

Perd.
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ANTECEDENTES

Estructura vy clasificacion del virus

La fiebre chikungunya es una enfermedad viral proveniente del
continente africano. El virus fue aislado por primera vez en 1952,
proveniente de un paciente en Tanzania, Africa. EI CHIKV pertenece al
género Alfavirus y a la familia Togaviridae. Los alfavirus son clasificados en
base a sus propiedades antigénicas. Estos virus comparten sitios
antigénicos en la capside y en por lo menos una glicoproteina de membrana,
sin embargo, los virus pueden diferenciarse por pruebas seroldgicas,
particularmente ensayos de neutralizacion. EI CHIKV pertenece al serogrupo
del virus Semliki Forest (SFV), en este grupo también encontramos al virus

Mayaro.”

El genoma de CHIKV es una ARN de cadena positiva que codifica
cuatro proteinas no estructurales (NSP1-4) y cinco proteinas estructurales: la
capside (C), las glicoproteinas de membrana E1, E2 y E3, y un pequefio
polipéptido 6K (Fig.1). Sin embargo, en el viribn maduro solo se encuentran
las proteinas C, E1 y E2. Las proteinas E1 y E2 controlan el ingreso del virus
a las células hospederas: E1 media la fusion del virus a la membrana en
condiciones de pH bajo, mientras la proteina E2 interactia como un receptor
celular. Estas proteinas median la diseminacién del virus, por lo tanto,
blancos especificos en estas estructuras seran la llave del desarrollo de

estrategias de vacunacion. *
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Fig. 1 Organizacion del genoma del CHIKV. Fuente: Weaver et al 2012 °

- el asiatico, el africano

Se han reconocido 3 genotipos del virus
oeste y el ECSA (Este, centro y sudafrica). Hasta la actualidad se han
documentado mudltiples epidemias tanto en Africa como en el sudeste
asiatico. En el afio 2004 un gran brote en Kenya alcanz6 una
seroprevalencia de aproximadamente el 75 % de la poblacion. De aqui se
diseminé hacia las islas Comoro, Seychelles, Mauricio y Madagascar del
Océano Indico y, luego migré hacia la isla Reunion (Francia) donde se

detecté en marzo del afio 2005 y obtuvo una tasa de ataque de 35 % °.

Epidemiologia de la enfermedad

El brote en la isla La Reunién fue ocasionado por el genotipo ECSA.
Estudios hallaron que en los 90% de aislamientos virales se hall6 la
mutacion A226V en la glicoproteina E1. Esta mutacion no habia estado
presente en las fases iniciales del brote, lo que se ha relacionado con la
adaptacion del virus al mosquito transmisor endémico, el Aedes albopictus,
incrementando la infectividad 8. De manera similar la mutacién se detecté en
India, que unido a la ausencia de inmunidad de la poblacion, ocasiond un
fuerte brote. En otras regiones donde el virus no ha tenido la mutacion

A226V se han controlado mas rapidamente los brotes.



A fines del 2013 se documentd la primera transmisién autdctona en el
continente americano. Actualmente se reconoce que, en este continente, el
genotipo que esta predominando es el genotipo asiatico, sin embargo,
también se ha detectado la introduccion del genotipo ECSA en Brasil. En

Perd, la cepa autéctona ain no se ha genotipificado.

Los primeros casos importados detectados en Peru se dieron en junio
del 2014, todos eran provenientes de paises americanos. El primer caso
autoctono a nivel nacional se detect6 en junio del 2015 y hasta la fecha se

sigue reportando transmisién local en la costa norte del Peru. 3

El Aedes aegypti como vector transmisor del CHIKV estd ampliamente
distribuido en el Peru, actualmente 20 regiones nacionales han reportado su
presencia, los cuales cuentan con una poblacion estimada de 12 millones de
habitantes, por lo que cerca del 40% de la poblacién peruana reside en un

area de riesgo de transmision. **

Transmisién de la enfermedad

El ciclo de transmision inicia cuando el mosquito adquiere el virus al
picar a un huésped virémico. Después de un periodo promedio de
incubacion extrinseca de 10 dias, el mosquito es capaz de transmitir el virus
a un huésped susceptible. En personas picadas por un mosquito infectado,
los sintomas de enfermedad aparecen generalmente después de un periodo

de incubacion intrinseca de tres a siete dias (rango: 1-12 dias) (Fig. 2). 2
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Fig. 2 Ciclo de transmision del virus CHIKV. Fuente: Organizacion

Panamericana de la Salud ?

Sintomas de la enfermedad

El CHIKV puede causar enfermedad aguda, subaguda y cronica. La
enfermedad aguda generalmente se caracteriza por inicio subito de fiebre
alta (tipicamente superior a 39°C) y dolor articular severo. Otros signos y
sintomas pueden incluir cefalea, dolor de espalda difuso, mialgias, nduseas,
vomitos, poliartritis, rash y conjuntivitis. La fase aguda dura entre 3y 10 dias.
Se considera que las muertes relacionadas con infeccion por CHIKV son
raras. Sin embargo, se reportd un aumento en las tasas brutas de mortalidad

durante las epidemias de 2004-2008 en la India y la isla Mauricio. ?

Segun el Plan Nacional de Preparacion y Respuesta frente a la Fiebre
de Chikungunya — Peru, elaborado en el 2014, la agresividad del genotipo
africano este-central-sur (ECSA) como principal agente de brotes, la
susceptibilidad y abundancia del vector Aedes aegypti sumado a la falta de
inmunidad de la poblacibn peruana serian factores relevantes en la

propagacion del virus.*
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Pruebas de diagndstico

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud el diagnéstico por
laboratorio se realiza mediante RT-PCR, pruebas serolégicas IgM e IgG,
aislamiento viral y cultivo celular. En los primeros tres dias de la enfermedad
se realiza el aislamiento viral y RT-PCR. Los anticuerpos IgM se hacen
positivos entre los dias cuatro y ocho. Luego se pueden detectar anticuerpos
lgG a partir del dia ocho. ?

Dias desde el inicio

Pruebas viroldgicas Pruebas serologicas

de la enfermedad
RT-PCR = Positivo IgM = Negativo
Dia 1-3 ° e9=
Aislamiento = Positiva FPRNT = Negativo
) HT-PCR = Positivo IgM = Positivo
Dia 4-8
Aislamiento = Negativo = PRNT = Negativo
RT-PCR = Negativo IgM = Positivo
>Dia 8

Aislamiento = Negativo  PRNT = Positivo

Fig. 3 Resultados de muestras analizadas en distintos dias después de la
infeccion por el virus CHIKV. Fuente: Organizacion Panamericana de la
Salud ?

Dentro de las pruebas serologicas que detectan anticuerpos se
encuentra la PRNT (Fig. 3). Esta técnica permite la titulacion tanto de la cepa
viral como de los anticuerpos neutralizantes. El uso de esta prueba sirve
para confirmar los resultados de la prueba de ELISA, ya que se ha reportado
reactividad cruzada con algunos miembros del serogrupo del SFV. La
prueba de PRNT, ya sea usada para confirmar los resultados de la prueba
de ELISA o para demostrar un aumento el aumento y/o disminucién de
anticuerpos en muestras agudas y convalecientes, debera incluir siempre
otros virus del serogrupo SFV (por ej., virus Mayaro) para validar la

especificidad de la reactividad.
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En arbovirus, la técnica PRNT es utilizada en dos lineas celulares de
mamiferos, células VERO y células LLC-MK2. Cada uno de estos tipos de
células tienen ventajas, sin embargo, solo las células VERO son usadas
para la produccion de vacunas vivas atenuadas y, por lo tanto, es
recomendable su uso para la PRNT. La monocapa de células VERO debe
ser preparada de dos a tres dias antes de su uso para que se encuentre en
estado de confluencia y asi evitar cualquier alteracion o pérdida de células
durante el curso del ensayo. La calidad de la monocapa celular es critica
para el desarrollo de las placas y por lo tanto para generar resultados
confiables. *?

En el Perq, el Instituto Nacional de Salud ha reportado el uso de la
PRNT como prueba de confirmacién serolégica y para estudios de
investigacion epidemiolégica de fiebre amarilla.* Actualmente se espera
reportar la estandarizacion de la prueba hacia otros arbovirus como DENV,
CHIKV y Mayaro.

Otras importancias de la prueba PRNT radican en su utilidad para
evaluar vacunas y drogas antivirales. Actualmente, la terapia para CHIKV
consiste en la administracion de analgésicos, antipiréticos vy
antiinflamatorios. Sin embargo, se estan realizando investigaciones de
moléculas que inhiben la replicacién, entre ellas encontramos la cloroquina,

el arbidol y la ribavirina. .

Asimismo, existen investigaciones para la
produccion de vacunas vivas atenuadas que hasta el momento estan siendo
probadas en ratones y primates, pero prOximamente seran testeadas en

humanos .

18



Investigaciones recientes

La Universidad de Mahidol ?°, ha realizado una investigacién sobre la
neutralizacion por reduccion de placas del virus Chikungunya en la linea
celular VERO CCL-81 en un tiempo de 24 horas. Sus resultados reportan
vacuolizacion citoplasmatica, redondeo de las células y desprendimiento

celular del sustrato.

Segun Li et al 2013 ?°, al comparar el efecto citopatico producido en la
linea celular VERO y C6/36, se obtuvo como resultado que la infecciéon por
Chikungunya induce un mayor efecto citopatico en células VERO. Asimismo,
se confirm6 que la proteina viral E2 de CHIKV, a las 24 horas ya se

encontraba en el 80% de las células infectadas.

Segln Huang et al 2015 23, la presencia de virus contaminantes
puede interferir en la realizacién de la neutralizacion por reduccion de placas
(PRNT) conduciendo a la aparicion de un nimero mas alto de placas y
subsecuentes resultados falsos negativos. Sus resultados comprueban que
la inactivacion al calor de 56°C por 30 minutos, que es el estandar para la
PRNT, es insuficiente para inactivar viriones de CHIKV y recomiendan
ampliar el tiempo a 120 minutos. Asimismo, Park et al 2016 %, asegura que
la inactivacion incompleta de los virus contaminantes es un riesgo a la
bioseguridad. En sus resultados comprobaron que existe una alta variacién
en la termoestabilidad de los virus pertenecientes al serocomplejo Semliki
Forest y por lo tanto, se requiere mayor investigacion en este tipo de

alfavirus.
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OBJETIVOS

Obj. General:

e Titular anticuerpos neutralizantes contra una cepa endémica de
CHIKV por la prueba PRNT.

Obj. Especificos:

1. Producir antigenos de una cepa endémica del CHIKV en células
VERO CCL-81.

2. Titular la cepa endémica del CHIKV por PRNT.

3. Titular anticuerpos neutralizantes a la cepa endémica de CHIKV por
PRNT.

4. Correlacionar los dias de inicio de sintomas y la concentracion de

anticuerpos neutralizantes de los sueros.

HIPOTESIS

Los sueros de pacientes, con muestras pareadas IgM e IgG,
diagnosticados positivos para CHIKV por la técnica de ELISA presentan

anticuerpos que neutralizan al virus.

20



LUGAR DONDE SE REALIZO

La investigacion se realizd en el Instituto Nacional de Salud, Centro
Nacional de Salud Publica, area de Metaxénicas Virales, Laboratorio de
Aislamiento y Cultivo Celular — nivel de Bioseguridad Il, perteneciente a
Biomedicina. La direccion especifica del establecimiento es la siguiente: Av.

Defensores del Morro 2268 (Ex Huaylas) Chorrillos.

MATERIALES Y METODOS

Disefio metodoldqgico

El presente trabajo es una investigacion analitica y experimental. La
cepa y las muestras fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de
Salud-Laboratorio de Metaxénicas Virales. Se utilizo la linea celular VERO
CCL-81 de rifibn de mono verde africano como sistema celular para la
producciéon de antigenos, la determinacién del titulo viral y de anticuerpos
neutralizantes. Las titulaciones se realizaron por medio de la técnica PRNT
en 24 horas. En la titulacion viral se determind las unidades formadoras de
placas (UFP) a una determinada concentracion. La evaluacion del titulo de
anticuerpos neutralizantes se realizo al 50% de las UFP del titulo viral, es
decir, el PRNTso. Se analizé la relacion entre los dias de inicio de sintomas y

el titulo viral.
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Poblacion y muestra

Se evaluaron 20 muestras séricas de pacientes que llegaron al
Laboratorio de Metaxénicas Virales del Instituto Nacional de Salud - Salud
Publica provenientes de Tumbes. Se tuvo como criterio de inclusion que las
muestras fueran pareadas, es decir, que haya dos sueros por paciente: el
primero tomado hasta los 8 dias de sintomas y se utilizé en la prueba IgM a
CHIKV, y el segundo tomado después de los 20 dias de sintomas, para la
prueba IgG a CHIKV. Sélo fueron consideradas muestras positivas si dieron
positivo tanto a IgM como a IgG. Las muestras negativas correspondian a

personas sanas sin infeccion previa con algun arbovirus.

Procedimiento

Produccién de antigenos

Se utilizé un frasco de cultivo horizontal, con células VERO CCL-81
en monocapa confluente, de 30 ml. Se diluyé una cepa aislada del virus
CHIKV a una concentracion 1/10. En cada frasco de cultivo se inocul6 500 ul
de cepa diluida, seguidamente se procedi6 a incubar a 37°C con 5% de CO,
durante 30 minutos. Pasado el tiempo, se agregé 2.5 ml de medio de
mantenimiento de Earle (E-MEM). EI E-MEM contiene medio minimo
esencial de crecimiento sales de Earles, 2% de suero bovino fetal (SBF) y
1% de antibioticos. Se dej6 incubar a 37°C con 5% de CO, durante 48 horas.
Para cosechar el antigeno se rasp6 la monocapa de células y se recolecto

en crioviales de 2 ml.
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Titulacioén viral

Se utilizaron placas de cultivo de 24 pozos de células VERO CCL- 81
en monocapa confluente. Se realizaron las siguientes diluciones de la cepa a
utilizar: 10, 102, 103, 10, 10° y 10°®. Se inocularon 100 ul de cada dilucién
en cada pozo por triplicado. Como control negativo se inoculé6 PBS. La

distribucion de los pozos se dio de acuerdo al siguiente grafico:

10 102 10° 10* 10° 10°

Control negativo

OO0
OO0
OO0
OO0
OO0
JOOO

Fig. 4 Esquema de distribucion de concentraciones para titulacién viral.

Fuente: Elaboracion propia

Pasado el tiempo, se lavdé dos veces cada pozo con PBS 1X con
cuidado de no desprender la monocapa celular. Posteriormente se agrego
0.5 ml de medio Overlay y se dejo incubando a 37°C con CO, 5% durante 24
horas. Después del tiempo establecido se procedié a eliminar el medio
Overlay y lavar una vez cada pozo con PBS 1X, luego se agreg6 0.5 ml de
colorante de plagueo y se dejo la tincion durante 30 minutos. El siguiente
paso fue eliminar el colorante, lavar las placas con agua corriente y dejar

secar.
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Cuando las placas de cultivo ya se encontraron secas, con ayuda de
un microscopio invertido se procedi6 a leer las UFP en las diversas
concentraciones y se establecié el titulo viral mediante la ecuacion 1 tomada
de Davis B. et al 1990. *°

Volumen del

o, ¥ Inversade la dilucion
inoculo

Tituloviral urp = X placas ygp X
ml

Ecuacion 1. Titulo viral UFP/m

Titulacién de anticuerpos neutralizantes

Se utilizaron placas de cultivo de 24 pozos de células VERO CCL-81
en monocapa Yy confluentes. Las muestras de sueros a titular fueron
previamente inactivadas a 56°C por 30 minutos. Se realizaron seis
diluciones dobles de los sueros. También se diluy6 la cepa viral titulada a la
mitad de concentracion del titulo viral. Se combin6 50 ul de la dilucion del
suero con 50 ul de la diluciébn de la cepa. Se inoculd6 100 ul de la
combinaciéon en cada pozo por triplicado. Como control positivo se inocul6
PBS, y como control negativo se inoculo el titulo viral mas PBS.
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La distribucion de los pozos fue de acuerdo al siguiente grafico:

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

QOOOO) O\ posiivo
olololol0.®
QOO | e,
elelelelee)

Fig. 5 Esquema de distribucion de concentraciones para titulacion de

anticuerpos neutralizantes a CHIKV. Fuente: Elaboracién propia

Cuando las placas ya se encontraron tefiidas y secas se realizd el
conteo de UFP. El titulo de anticuerpos fue la dilucién que neutralizé el 50%
de las UFP del titulo viral y se expreso en porcentaje de neutralizacién segun

la ecuacion 2 tomada de Warter, L. et al 2014. ©°

UFP.

por cada dilucion de susro

UFPconrro!

|

Porcentaje de neutralizacion = |1 —

Ecuacion 2. Porcentaje de neutralizacion (%)
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Procesamiento de la informacién

Los datos obtenidos fueron organizados en tablas y graficos. Se
documento el efecto citopatico de la cepa de CHIKV. Se hall6 el titulo viral
de la cepa y los porcentajes de neutralizacion de los sueros testeados.
Asimismo, se realizé un analisis de correlacion de Pearson entre los dias de
inicio de sintomas y la concentracion de anticuerpos neutralizantes de los
sueros. Todas las pruebas se realizaron utilizando el programa SPSS
version 21 con un nivel de confianza de 95% (p significativa <0,05).

Aspecto ético

El presente estudio se realiz6 utilizando cdédigos como referencia de
identificacion de muestras y no se emplearon datos que pudieran revelar la

identidad de los pacientes.
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RESULTADOS

Se confirmo la presencia de CHIKV en cada placa de cultivo a través
del efecto citopético. A las 24 horas de cultivo la monocapa de la linea
celular VERO CCL-81 infectada con CHIKV mostré cambios morfologicos de
membrana, asi como desprendimiento y rotura celular. Después de tefir el
cultivo con el colorante de plaqueo cada zona donde hubo dafio en la
monocapa fue considerada una UFP. Todas las placas contabilizadas
presentaron un tamafio pequefio, aproximadamente 0,5 mm de diametro,
con bordes irregulares. Al realizar el conteo de UFP bajo el microscopio
invertido, se seleccioné la concentraciéon de 10 que presenté de 50 a 60
UFP. El titulo viral hallado fue de 5,8 * 10" UFP/m.

100x 400x

VERO CCL-81

VERO CCL-81 &
con Naftol Blue £

Fig. 6 Efecto citopatico en células VERO CCL-81 infectadas con el virus

Chikungunya.
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Con respecto a la titulacion de anticuerpos, de las 20 muestras
evaluadas, 10 dieron positivo a la prueba PRNTs, para Chikungunya con
titulos que variaron de la dilucion 1/8 a 1/16. Ademas, se observé un efecto

citopatico con placas de menor tamafio en relacion al control.

Muestra PRNT Dilucion Dias
5 56.90% 1/16 36
7 55.20% 1/16 37
1 56.90% 1/16 40
3 51.70% 1/16 43
9 56.90% 1/8 55
8 53.40% 1/8 57
4 65.50% 1/8 59
6 53.40% 1/8 59
2 55.20% 1/8 77

10 60.30% 1/8 92

Tabla 1. Resultados de la titulacion de anticuerpos mediante PRNT5g

ordenados en relacion al nimero de dias
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1HE

Titulo de anticuerpos

| T T T
40,00 £0,00 80,00 100,00

Dias de sintomas

Fig. 7 Gréfico de la relacién entre el nimero de dias y la dilucién de

anticuerpos

A nivel estadistico, se encontrd correlacidbn negativa significativa (-
0,712), con un nivel de confianza del 95% (p=0,021), entre el niumero de
dias del inicio de sintomas con la dilucién del suero. Siendo la concentracion
de anticuerpos neutralizantes el reciproco de la dilucion del suero, los datos
obtenidos evidenciaron que existe una mayor cantidad de anticuerpos
neutralizantes a Chikungunya dentro de los primeros 43 dias del inicio de

sintomas, en comparacion a los dias posteriores.
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DISCUSION

Desde la confirmacion de la circulacion autoctona de CHIKV en Perd,
se han implementado pruebas rdpidas de confirmacion de la enfermedad. El
test de ELISA IgM e IgG, al ser una prueba serolégica de sencilla
implementacion, se utiliza con mayor frecuencia. Sin embargo, en multiples

publicaciones internacionales '® ** 2

, Se ha reportado reaccion cruzada
entre virus pertenecientes al serocomplejo Semliki Forest. En Perq, la
presencia de Mayaro y Encefalitis Venezolana ?°, genera un riesgo en la
veracidad de los resultados de laboratorio. Por tal motivo, la Organizacion
Panamericana de la Salud indica que se requiere realizar la prueba PRNT

para confirmar los resultados de las pruebas de ELISA. ?

La metodologia empleada en esta tesis para la titulacion de
anticuerpos a CHIKV incluy6 la utilizacién de células VERO CCL-81. Segun
Wikan et al 2012 ?*, ésta linea celular ha demostrado una alta tasa de
infeccion y apoptosis provocada por CHIKV en comparacién a la linea celular
C6/36, donde hay una alta tasa de infeccibn mas no de apoptosis. Para la
prueba PRNT, un alto porcentaje de apoptosis ocasionado por el virus, es
necesario para que las placas reflejen el titulo real . Ademas, ésta misma
publicacion hace referencia que las placas obtenidas en la linea celular
VERO CCL-81 se caracterizan por ser irregulares y de tamafio variable. Los

resultados obtenidos concuerdan en las placas de bordes irregulares.

Como resultado de las 24 horas de tiempo de replicacion viral en las
células VERO CCL-81, se observdé a través del microscopio invertido,
cambios morfolégicos de membrana, desprendimiento y rotura celular. Estos
resultados son semejantes a los hallados por la Universidad de Mahidol ?°,
donde se reportd vacuolizacién citoplasmaética, redondeo de las células y

desprendimiento celular del sustrato. Ademas, segun Li et al 2013 ® se
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confirmé que la proteina viral E2 de CHIKV, a las 24 horas ya se encontraba
en el 80% de las células infectadas. Por lo tanto, utilizar este tiempo de
ensayo podria ser una alternativa rapida para validar resultados serologicos.
Sin embargo, se recomienda analizar si ésta variacion reduciria

significativamente la especificidad y sensibilidad de la PRNT.

Otro factor determinante en la metodologia utilizada fue someter las
muestras de suero a 56°C por 30 minutos. El libro de Microbiologia de

Vasanthakumari %2

indica que, a esa temperatura y tiempo se logra la
inactivacion del complemento, de virus y bacterias que podrian estar
presentes en el suero, por consecuente se evita una lisis celular, que podria

originar falsas placas. Sin embargo, recientes ensayos > %

afirman que para
inactivar CHIKV vy otros alfavirus se requiere de una exposicion al calor mas
prolongada. Por lo tanto, los resultados obtenidos podrian ser afectados por
falsos positivos. Para proximas investigaciones se recomienda realizar
pruebas de inactivacion de alfavirus previamente, para confirmar la

temperatura y tiempo necesario.

SegUn la Organizacién Panamericana de la Salud 2, el titulo viral se
encuentra en el estado de viremia, en promedio, en la dilucién 10°, dentro de
los dos primeros dias de sintomas. Progresivamente esta carga viral se va
reduciendo hasta el octavo dia de sintomas. El titulo viral hallado de la cepa
endémica de Tumbes estuvo en la dilucién de 10% lo que es mas bajo que el
promedio. Este resultado puede ser debido a que la cepa estuvo congelada
a -70°C durante 6 meses antes de ser utilizada, y pudo haberse afectado su

fithess viral.

Segun Trimbitas et al 2014 ?’, otras causas que afectan el fitness viral
o variabilidad de la carga viral son el genotipo y la cepa del virus. Cabe
resaltar que, brotes epidémicos de alta magnitud como los sucedidos en
Europa en el 2006 % han reportado titulos de hasta 10°. Sin embargo, segtin
Turell et al 1992 ?°, un titulo viral de 10 atn es lo suficientemente alto como
para infectar al vector Aedes aegypti y dispersar la enfermedad. Si bien aun
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no se conoce el genotipo del virus que circula en territorio peruano, el titulo
viral hallado confirma que el CHIKV cuenta con las condiciones internas para

seguir replicandose y expandirse a otras zonas.

Segun algunos articulos cientificos consultados * 32, el menor titulo de
anticuerpos catalogado como protector neutralizante para virus se da a la
dilucion 1:10. En los resultados obtenidos, algunas de las muestras
evaluadas presentaron un titulo de anticuerpos neutralizantes de 1:8, que
podria ser considerado inicialmente como no protector. Sin embargo, cabe
resaltar que, para poder confirmar esta premisa, se tendria que realizar un
nuevo estudio en donde se consideren diluciones entre 1:8 y 1:16 para estas

muestras.

La significante correlacion hallada entre el titulo de anticuerpos
neutralizantes a CHIKV y los dias de sintomas, es explicable a través de los
principios basicos de inmunologia. Segin Rugeles *, en su libro Anélisis e
intervencién del sistema inmune, en una infecciébn aguda, dentro de los
primeros 8 dias, se encontrara un alto indice de IgM. Posteriormente, este
indice decrecera y paralelamente la concentracion de IgG aumentara hasta
llegar a su punto maximo en el dia 30 aproximadamente. Asimismo, segun
Guzman et al 2010 *!, los dias posteriores a la infeccién de arbovirus
conocidos como la etapa de recuperaciéon o convalecencia del paciente, la
IgG se ir4 reduciendo hasta llegar a una concentracion que se mantendra
estable a través de meses e inclusive afos, ya que funcionard como

memoria inmunolodgica.

La principal limitacion de esta investigacion fue la poca cantidad de
muestras evaluadas y la falta de discriminacion de estas en grupos de riesgo
como, la edad de los pacientes o si presentaran alguna comorbilidad que
indicaran una respuesta inmunoldgica disminuida. A pesar de ello, los
resultados obtenidos representan una contribucién al estudio del virus

Chikungunya en el pais.
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CONCLUSIONES

Se determind que la poblacion de la costa norte peruana si esta
desarrollando anticuerpos neutralizantes, en un rango de 1/8 a 1/16, a

CHIKYV frente a la circulacion de una cepa endémica de Tumbes.

Se logré una produccion de antigenos con un titulo viral de 5,8 * 10™
UFP/ml a partir de la cepa endémica de la costa norte peruana. Este
dato indica que el virus circulante esta apto para seguir diseminando

la enfermedad.

Se utilizé la prueba PRNT con una variante a 24 horas para hallar el
titulo de anticuerpos neutralizantes. Esta variacion otorga buenos

resultados de manera rapida.

El titulo de anticuerpos neutralizantes hallado es inversamente
dependiente de los dias de sintomas. Siendo a menor dias de

sintomas el titulo mas alto.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda incrementar el nUmero de muestras a evaluar, ampliar
el rango de dias para hallar la seroconversion, y relacionar datos
como el grupo etario y la presencia o no de comorbilidades, con el

titulo de anticuerpos neutralizantes.

Se recomienda evaluar la temperatura y el tiempo de inactivacion de
alfavirus presentes en el Pert con el objetivo de evitar falsos

resultados en andlisis seroldgicos.

Se recomienda reevaluar las muestras que obtuvieron titulo

neutralizante 1:8 con el objetivo de confirmar su titulo protector.

Se recomienda evaluar las mismas muestras con otros alfavirus para

descartar o confirmar reaccién cruzada.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de reactivos vy soluciones

1. Colorante de plagueo

» Naftol Blue Black 19
» Acetato de Sodio 13,69
» Agua bidestilada 940 ml

Mezclar 10 minutos con la ayuda de un homogenizador

» Acido Acético Glacial 60 ml

Nota: Agregar el &cido acético glacial en una campana extractora.

2. PBS 20X -1 litro

» NaCl 160 gr
» KCI 4 gr

> KHoPO, 2,8 gr
» Na;HPO,4 18,2 gr
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3. Medio Overlay

» Suero Bovino Fetal inactivado por calor 50ml
» L-glutamina 5ml

» Antibiotico 5ml

» E-MEM 500 ml
» Carboximetilcelulosa al 3% estéril 100 ml

Ajustar el pH con bicarbonato de sodio a 7,2-7,4 pH y almacenar a
4°C

4. Carboximetilcelulosa 3%

» Carboximetilcelulosa 6 gr

» Agua bidestilada 200 mi



Anexo 2. Produccién de antigeno

Fig. 8 Frasco de cultivo con monocapa de células VERO CCL-81
infectadas con CHIKV

Anexo 3. Observacidon mediante microscopio invertido

Fig. 9 Lectura de placas de cultivo para determinar el efecto citopatico
de CHIKV.
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Anexo 4. Titulacion de anticuerpos

Muestra
negativa

Muestra
positiva

Fig. 10 Proceso de lavado de células después de la incubacion del

suero con el virus Chikungunya.

Fig. 11 Resultados positivos y negativos de la PRNTsg

Control
positivo

Control
negativo
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Anexo 5. Tabla cruzada de la dilucién de anticuerpos con los dias

de sintomas

Dilucion
1/16 1/8 Total
Dias 36,00 1 0 1
37,00 1 0 1
40,00 1 0 1
43,00 1 0 1
55,00 0 1 1
57,00 0 1 1
59,00 0 2 2
77,00 0 1 1
92,00 0 1 1
Total 4 6 10

Tabla 2. Tabla cruzada entre dilucién de anticuerpos y dias de sintomas.
Programa SPSS v.21

Anexo 6. Correlacién de Pearson entre el titulo de anticuerpos

neutralizantes y los dias de sintomas

titulo dias
Titulo de anticuerpos Correlaciéon de Pearson 1 -712
neutralizantes Sig. (bilateral) 021
N 10 10
Ndmero de dias Correlacién de Pearson -712 1
Sig. (bilateral) 021
N 10 10

*, La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (2 colas).

Tabla 3. Correlaciones entre el titulo de anticuerpos neutralizantes y

los dias de sintomas al 95%
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