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ESTANDARIZACION DEL METODO DE CENTRIFUGACION EN
PLACA PARA EL AISLAMIENTO DEL VIRUS DENGUE

Miryam Palomino?, Victoria Gutierrez?2, Ramses Salas®?

RESUMEN

Se estandarizé el método de centrifugacion en placa, para el aislamiento del virus dengue a partir de muestras de
suero humano. Se utilizé la linea celular C6/36-HT determinandose los valores 6ptimos de velocidad de centrifugacion,
volumen de indculo, dilucién de suero y tiempo de incubacion. Posteriormente, 22 muestras de suero con aislamiento
viral positivo y cepas referenciales de los cuatro serotipos del virus dengue, fueron procesadas simultaneamente por
el método de centrifugacion en placa y el método convencional de cultivo en tubo, los aislamientos fueron tipificados
mediante inmunofluorescencia indirecta empleando anticuerpos monoclonales. Se optimiz6 el método de centrifugacion
en placa inoculando 200 pL de dilucién de suero 1/20, centrifugacién a 1600 rpm/30 min, presentando sensibilidad de
95,5% a cinco dias postinoculacion. Se concluye que el método de centrifugacién en placa mejora el porcentaje de
aislamiento, con significativa reduccion en tiempo de aislamiento del virus dengue.

Palabras clave: Dengue; Virus del Dengue; Pruebas inmunolégicas; Aislamiento viral;, Centrifugacién en placa (fuente:
DeCS BIREME).

RAPID CENTRIFUGATION ASSAY STANDARIZATION FOR DENGUE VIRUS
ISOLATION

ABSTRACT

The plate centrifugation assay was standardized for dengue virus isolation from serum samples. C6/36-HT cells were
used determining the optimal values for centrifugation spin speed, inoculum, sera dilution, and incubation time. Then,
22 positive serum samples with viral isolation and viral strains of the four reference dengue virus serotypes were tested
simultaneously by the standardized plate centrifugation method and the conventional tube culture. The isolations were
typified by indirect immunofluorescent test using monoclonal antibodies. The plate centrifugation method was optimized
to 200 pL of inoculum, dilution of sera 1/20, centrifugation speed at 1600 rpm/30 min, and sensitivity of 95,5% after 5 days
post-inoculation. We concluded that the plate centrifugation method increased dengue virus isolation, with a significant
reduction of the time of isolation for dengue virus.

Key words: Dengue; Inmunologic Test; Viral isolation; Plate centrifugation (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

ORIGINAL BREVE

El dengue es considerado una enfermedad emergente y
reemergente en el mundo, se estima cada afio 50 a 100
millones de casos de fiebre dengue (FD) y miles de casos
de fiebre hemorragica por dengue (FHD) a nivel mundial,
porque representa un importante problema de salud
publica en los tropicos y subtrépicos. La enfermedad es
causada por alguno de los cuatro serotipos (DENV-1, 2, 3
y 4) del virus dengue, transmitido por su principal vector el
mosquito Aedes aegypti (V. El afio 2000, el Pert informé

el mayor nimero de casos de infeccion por virus dengue,
con 23 329 casos de FD y los primeros 250 casos de
FHD con tres defunciones, con lo cual se comprobé la
circulacion de los serotipos: DENV-1, DENV-2 (variedad
asiatica, responsable de la FHD), DENV-3 y DENV-4 @,
En la ciudad de Lima se identifico la presencia de Aedes
aegypti desde el afo 2000 @y en abril de 2005 se informé
los primeros casos autéctonos de dengue en el distrito de
Comas, con circulacién del serotipo DENV-3 @)
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En este contexto, por ser un problema de salud
publica en nuestro pais, el diagnéstico de la
enfermedad del dengue debe incluir métodos de alta
sensibilidad y especificidad como parte del sistema
de vigilancia clinica. En el diagnostico laboratorial
del virus dengue, la sensibilidad esta determinada
por el método empleado para el aislamiento del
virus, mientras la especificidad estd determinada
por anticuerpos monoclonales que identifican a cada
serotipo del virus ©).

El aislamiento viral es considerado como la prueba de
oro, utilizada en la confirmacién de infeccion por virus,
siendo el cultivo en células de artropodos el sistema
de eleccidén en el laboratorio.

El cultivo en tubo, considerado un método estacionario,
se basa en la aparicion del efecto citopatico (ECP), la
desventaja de este método es el tiempo que requiere
el proceso para obtener resultados (7 a 15 dias)
por la necesidad de requerir de uno o dos pasajes
para lograr el aislamiento viral, y lectura diaria para
observar algun efecto citopatico ©®.

La técnica shell vial, basada en la centrifugacion que
permite acelerar la adhesién del virus a los receptores
celulares, fue descrita por primera vez por Gleaves et
al. para el aislamiento de citomegalovirus en viales de
12 mm de diametro ©), posteriormente, fue adaptada
en placas de 24 pozos, siendo estas utilizadas
exitosamente en ensayos de aislamiento viral por ser
de facil manipulacion y costo-efectividad, al procesar
gran numero de muestras . Este tipo de aislamiento
por centrifugacién en placa ha mejorado en gran
medida el aislamientos viral en cultivos celulares, al
haber disminuido notablemente el tiempo requerido
para el diagnéstico en laboratorio, y por su alta
sensibilidad en el aislamiento de virus respiratorios ©®),
enterovirus y adenovirus @, virus herpes simplex (9,
citomegalovirus ®y dengue ", volviéndose una de las
técnicas usada con mas frecuencia en los laboratorios
de virologia. Rodriguez et al., demostraron la utilidad
de la técnica de centrifugacion en placa para el
aislamiento de virus DENV-2 al obtener aislamientos
en menor tiempo, sugiriendo la extensién del método
para el aislamiento de otros serotipos (.

Este estudiotiene como objetivo estandarizarel método
de centrifugacion en placa para el aislamiento del virus
dengue a partir de muestras de suero, determinando
los valores Optimos para mayor sensibilidad del
método. La especificidad esta determinada por el
uso de anticuerpos monoclonales especificos para
cada serotipo de virus dengue realizada por la prueba
inmunofluorescencia indirecta (IFI).
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EL ESTUDIO

Estudio observacional, descriptivo, de corte transversal,
realizado en el Laboratorio de Referencia Nacional de
Arbovirus del Instituto Nacional de Salud (INS), Lima-
Peru.

La estandarizacion del método de centrifugacién en pla-
ca determind los parametros para un optimo aislamien-
to, siendo estos: velocidad de centrifugacion, tiempo de
centrifugacion, dilucion del suero, volumen de indculo,
incubaciéon postinoculacion, aspiracion del inéculo y
tiempo de incubacién postinoculacion. Posteriormente,
se procedié a comparar el método estandarizado de
centrifugacion en placa, con el método de rutina de cul-
tivo en tubo con cepas de los cuatro serotipos dengue y
muestras de suero con aislamiento positivo.

El estudio de centrifugacion a 1000 g a 33 °C/hora in-
formado para el aislamiento de DENV-2 (2, realizé los
procesos de adhesion y penetracion viral en soélo un
paso, considerando que la adhesién del virus dengue a
los receptores de la superficie celular es un proceso in-
dependiente de la temperatura y puede realizarse entre
los 4 a 37 °C, mientras la penetracién del virion es mas
afectiva a 33°C por fusién de membranas en las células
C6/36 3. Ante la ausencia de centrifuga temperada, las
muestras fueron centrifugadas por 30 min a temperatu-
ra ambiente e incubadas a 33 °C por 30 min adiciona-
les. La eleccion del tiempo de centrifugacion se basa
en el informe que dice: 30 min de centrifugacion es tan
efectivo como 45 6 60 min (4, Luego de la incubacion,
cuando probablemente acontecid el ingreso del virus, se
procedid a aspirar la dilucién de suero para disminuir la
toxicidad producida en las células durante los siguientes
dias postinoculacion.

Para la estandarizacion del método se utiliz6 muestras
de suero humano en fase aguda (de 0 hasta 5 dias de
inicio de sintomas) con diagndstico de caso probable de
dengue, enviadas para el aislamiento viral al Laboratorio
de Arbovirus del INS en el afio 2005. Los sueros, ini-
cialmente procesados por el método de rutina de cultivo
en tubo, fueron conservados en congelacién a -40 °C y
las muestras recientemente obtenidas se conservaron
en cadena de frio de 4 a 8 °C hasta su procesamien-
to. Se seleccion6 muestras con volumen mayor a 1 mL,
para mantener el stock de la seroteca del laboratorio, y
procesadas en cadena de frio de 4-8 °C realizando las
diluciones en medio de mantenimiento. Se excluyé de la
poblacion de estudio, aquellos sueros que presentaron
contaminacion por hongos o bacterias.

También se utilizé cepas referenciales de los cuatro
serotipos: DENV-1 (Hawai), DENV-2 (Nueva Guinea),
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DENV-3 (H87),y DENV-4 (H421), que fueron mantenidos
por pases sucesivos en células C6/36-HT.

Cultivo. Se utilizé la linea celular C6/36-HT (High
temperature), originada del mosquito Aedes albopictus,
las células y cepas referenciales fueron donadas por
el Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, Cuba.
Las células C6/36 fueron sembradas en placas de
poliestireno de 24 pozos a concentracion de 2x10°
células/mL/pozo, eincubadas a 33 °C hastalaformacion
de monocapa confluente (36 a 48 horas), para el
crecimiento de las células se usé el medio minimo
esencial con sales de Earle’s (E-MEM) suplementado
con aminoacidos, antibiético-antimicotico y 10% de
suero bovino fetal (SBF), posterior a la formacion de la
monocapa, se elimind el medio de crecimiento (MC) y
se usoO el medio de mantenimiento (MM) conteniendo
2% SBF.

Evaluacién de la velocidad de centrifugacion. Las
placas de cultivo con los 24 pozos en monocapa celular,
fueron inoculadas con 200 pL de MM considerada como
muestra control y centrifugadas a velocidades de 1600,
1800,2000y 2200 rpm por 30 min atemperatura ambiente
con promedio en 22,5 °C (cuatro placas por cada
velocidad). Posteriormente, utilizando un microscopio
de luz invertido se procedié a contar el nimero de pozos
que presentaban monocapa de células intacta después
de la centrifugacion, calculandose la media para cada
velocidad evaluada.

Evaluacién del volumen de inéculo. Se selecciond
ocho muestras de suero con resultado de aislamiento
positivo DENV-3, que fueron diluidas 1/5, 1/10, 1/20
y 1/30, e inoculadas en volimenes de 100 y 200 pL,
los pozos controles fueron inoculados con 200 pL de
MM. Las muestras fueron centrifugadas a 1600 rpm/30
min e incubadas a 33°C/30 min, seguidamente se
aspir6 el inéculo y adicion6 1 mL de MM. Las placas
fueron incubadas a 33 °C, observandose diariamente
la viabilidad de las células, finalmente la deteccién
del antigeno se realizé por IFI comparandose los dos
volumenes de inéculo.

Evaluacion de la toxicidad del suero sobre Ila
monocapa celular. Se seleccion6 216 muestras de suero
con resultado negativo de aislamiento viral, las cuales
fueron distribuidas en tres grupos: 1/10, 1/20 y 1/30, se
prepard las placas por triplicado para ser centrifugadas
alas velocidades de 1600, 1700 y 1800 rpm. Se procedid
como en el paso anterior con la diferencia que se incubd
por cinco dias, luego se observd al microscopio y se
registré las caracteristicas de las células en cada pozo
(monocapa o agrupada, desprendimiento y toxicidad),
durante los siguientes cinco dias postinoculacion, y se

obtuvo la media final de las tres diluciones por cada
velocidad de centrifugacion.

Comparacion de los métodos de aislamiento
viral. Se evalu6 22 muestras de suero con resultado
confirmado de serotipo DENV-3, y cepas referenciales
de los cuatro serotipos del virus dengue. Los métodos
fueron realizados simultaneamente y el antigeno en los
cultivos celulares fue identificado por la prueba de IFI
al presentar células sospechosas, ECP o completar el
tiempo de incubacion.

Método de centrifugacion en placa. Las muestras
fueron diluidas 1/10, 1/20 y 1/30 en MM e inoculadas
a volumen de 200uL sobre células en monocapa, las
cepas también fueron inoculadas realizandose cinco
repeticiones por cada serotipo y muestra. Las placas
fueron centrifugadas a 1600 rpm/30 min e incubadas
a 33 °C/30 min, seguidamente, se aspiré el indculo,
se agregd 1 mL de medio de MM, e incubaron a 33 °C
durante cinco dias. Las muestras de suero y las cepas
fueron cosechadas cada dia postinoculacién, para ser
identificadas por IFI.

Método convencional de cultivo en tubo. Se siguid
el método descrito en el manual de procedimientos de
arbovirus 9. Brevemente, las células C6/36-HT fueron
sembradas en tubos 16x125 mm, formada la monocapa
celular se eliminé el MC y se inocul6 200 L de suero a
dilucién 1/30 y cepas de los cuatro serotipos del dengue,
los tubos fueron incubados para adsorcion viral a 33 °C
por una hora, se agreg6 1 mL de MM, y continuaron a 33
°C durante dos semanas.

Analisis estadistico. Se calculé la media de pozos con
monocapal/placa proporcionando el valor representativo
para cada velocidad y dilucién. Se utilizo el analisis de
varianza (ANOVA) de una sola via para determinar si
existian diferencias entre las medias de las velocidades
y diluciones, posteriormente, se aplicé la prueba de
comparacion multiple de Tukey a fin de evaluar los
pares con diferencias significativas. Los calculos de las
pruebas estadisticas se realizaron usando el programa
SPSS version 14.0, se consider6 un p<0,05 como
significativo.

HALLAZGOS

Después de centrifugar las placas cuyos pozos fueron
inoculados con medio de mantenimiento (muestra
control), se obtuvo la media de pozos/placa que
presentaban monocapa de células intactas, siendo los
valores de 24 pozos a 1600 rpm (100%), 18 pozos a
1800 rpm (75%), 12 pozos a 2000 rpm (50%) y ningun
pozo con monocapa a 2200 rpm (0%).
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Figura 1. Infeccion de células C6/36-HT con virus DENV-3 a diferentes diluciones (1/5, 1/10 y 1/20) y volumenes
de in6culo (100 y 200 pL) a partir de una misma muestra de suero. La deteccion del antigeno viral se realiz6é por
inmunofluorescencia indirecta, después de tres dias de infeccion por el método de centrifugacién en placa.

En la comparacién de volumen de in6culo de 100 y 200
WL, sélo una muestra presentd células viables al tercer
dia postinoculacion, comenzando a presentar toxicidad
a diluciones 1/5 y 1/10, por lo que fueron cosechadas.
La inmunofluorescencia mostré que la infeccién en las
células esta en relacion directa con el volumen y dilucion
de indculo, siendo el volumen de 200 pL el que presenta
mayor cantidad de células fluorescentes en todas las
diluciones (Figura 1). Ademas, los pozos controles
adyacentes a los pozos positivos, no presentaron
alteracion celular o presencia de antigeno al ser
evaluados por IFI, por lo que se establecié 200 yL como
volumen optimo. Las otras muestras evaluadas lisaron
las células o desprendieron la monocapa celular en la
dilucién 1/5, formaron agrupaciones o desprendieron las
células a dilucion 1/10, sin permitir la adherencia de las
células a las laminas de inmunofluorescencia.
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La centrifugacion de las células con las diluciones de
suero disminuyd el niumero de pozos con células en
monocapa/placa en comparacion a la centrifugacion con
medio de mantenimiento de células ala misma velocidad.
El incremento tanto de la velocidad de centrifugacion
como la concentracion de las muestras tiene el mismo
efecto, pues disminuye la media del nimero de pozos
con células en monocapa por placa (Tabla 1). También
se observo a diluciones 1/10, algunos pozos con todas
las células desprendidas después de la centrifugacion,
que durante los dias de incubacién comenzaban a morir
en suspension, este efecto fue mas frecuente a mayor
velocidad de centrifugacion.

Elanalisis de varianza y la comparacién multiple de Tukey
de la media final de pozos en monocapa indica que las
velocidades de 1700 y 1800 rpm son estadisticamente
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Tabla 1. Media de pozos con monocapa de células C6/36-
HT por placa de 24 orificios, después de centrifugar con
diferentes diluciones de suero y velocidades.

Centrifugacion Dilucién de suero Media
(rpm) 110 1/20 1/30 final
1600 19,3 220 23,0 214
1700 16,3 17,0 19,0 17,4
1800 12,3 14,0 18,3 14,9
Media final 16,0 17,7 20,1

iguales y difieren con 1600 rpm, asimismo los pares de las
diluciones 1/10-1/20 y 1/20- 1/30 son estadisticamente
iguales, presentando diferencias las diluciones 1/10 y
1/30.

Durante el transcurso de la incubacion, las células de
las tres diluciones mostraron modificaciones en su
morfologia, cuya caracteristica predominante varia
desde monocapa celular o agrupaciones celulares si
el suero fue toxico, y durante los primeros dias pueden
desarrollar o acentuarse las agrupaciones celulares,
desprendimiento celular e incluso muerte de las células
(Figura 2). Al quinto dia de incubacién se observé que
muestras mas diluidas presentaban mayor numero de
pozos en monocapa y, en consecuencia, menos pozos
que desarrollaron agrupaciones celulares, constituyendo
estas dos morfologias casi el 90% de pozos por placa
en todas las diluciones. La comparacién de las medias
mostré que no existe diferencia estadistica significativa
entre las diluciones 1/20 y 1/30 para el nUmero de pozos
con células en monocapa y agrupadas. También se
observo desprendimiento y muerte celular a diluciones
1/10, 1/20 y 1/30 las cuales no fueron significativas. El
grado de estas modificaciones en las células esta
relacionado con la concentracion de las muestras,
asi como a la toxicidad propia de algunas muestras
(Tabla 2).

El porcentaje de aislamiento de virus segun lectura de
Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas predominantes

de las células C6/36-HT después de cinco dias
postinoculacion con diluciones de suero.

Dilucion Caracteristicas de las células

desuero \igonocapa Agrupada Desprendida Muerta

110 11,0 11,0 1,0 0,3
1/20 15,0 7,0 1,0 0,7
1/30 17,3 4,7 0,0 1,7
Media 14,4 7,6 0,7 0,9

Nota: Los valores representan la media de tres placas de 24
orificios, centrifugadas a 1600 rpm.

C D

Figura 2. Morfologia de células C6/36-HT observadas
postinoculacion con muestras de suero. A: monocapa celular,
B y C: agrupaciones celulares, D: desprendimiento de las
células.

inmunofluorescencia durante los dias de incubacion por
el método de centrifugacion rapida en placa fueron para
la concentracién 1/30: 0%, 0%, 27,3%, 68,2% y 77,3%;
la concentracion 1/20: 0%, 18,2%, 50,0%, 86,4% y
95,5%, y la concentracion 1/10: 9,1%, 31,8%, 81,8%,
95,5%, y 100%; para los dias 1, 2, 3, 4 y 5 de incubacion
en los tres casos. Estos datos se reflejan en la Figura 3
en la que sobresale la dilucion 1/10 que logra aislar el
100% de muestras al quinto dia de postinoculacion.

La evaluaciéon de las mismas muestras por el método
de cultivo en tubo aisld virus en 12 de 22 muestras
(54,5%), después de 12 dias promedio de incubacion,
incluyendo un pasajes por muestra, la identificacion fue

100 //’
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o
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0 & T +« T T T |

1 2 3 4 5
Tiempo post inoculacion (dias)
—e—Dil 1/10 ——Dil 1/20 —a—Dil 1/30

Figura 3. Curva de porcentaje de aislamientos del virus dengue
en tres diluciones de suero: 1/10, 1/20, y 1/30, durante cinco dias
de incubacion por el método estandarizado de centrifugacion
rapida en placa.
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por anticuerpos monoclonales (Tabla 6).

Se observo, al tercer dia de incubacién, aparicion de
efecto citopatico (ECP) caracteristico del virus dengue,
en una muestra de suero a dilucion 1/20 y centrifugacion
a 1600 rpm/30 min, sin embargo la misma muestra a
diluciones de 1/10 y 1/30 presentd solo agrupaciones
celulares sin ECP, confirmandose el serotipo por la
prueba de inmunofluorescencia indirecta.

La evaluacion del aislamiento de cepas referenciales
del virus dengue por el método estandarizado de
centrifugacionenplaca,identificoporinmunofluorescencia
indirecta los serotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4 después de 24 horas postinoculacion. Las
células con las cepas inoculadas, fueron especificas
para cada anticuerpo monoclonal, no presentando
contaminacion cruzada entre pozos contiguos de cepas
diferentes. Por el método de cultivo en tubo, las cepas
referenciales DENV-2 y DENV-4 fueron identificadas
después de 48 horas postinoculacion, la cepa DENV-1y
DENV-3 después de cuatro y seis dias postinoculacion
respectivamente.

DISCUSION

El diagndstico rapido de la infeccion por virus dengue,
es importante en el sistema de vigilancia clinica,
dependiendo de la sensibilidad del método empleado
para el aislamiento del virus. Por estos motivos nos
propusimos estandarizar el método de shell vial o
centrifugacion rapida, reconocido por su sensibilidad y
disminucion en el tiempo de aislamiento.

Considerando el numero de muestras a ser procesadas
para el aislamiento del virus dengue, se evalu6 la
velocidad maxima de centrifugacion que es capaz
de tolerar la linea celular C6/36-HT conservando la
monocapa celular en los 24 pozos de la placa de
cultura y, asi posteriormente, cada pozo representara
una muestra inoculada. Se adiciond un medio de
mantenimiento de células a los pozos de la placa,
registrandose alteraciones celulares producidas sélo
por la velocidad de centrifugacion.

Nuestro resultado de velocidad 6ptima de centrifugacion
a 1600 rpm (647g) difiere de lo informado en el
aislamiento de virus DENV-2 en la misma linea celular
C6/36-HT (1000g [2214 rpm]) (2, y se aproxima a la
velocidad de centrifugacion de 700g informada en el
aislamiento de citomegalovirus ©), virus respiratorios ©),
adenovirus y enterovirus © en otras lineas celulares.
Otros autores refieren centrifugacion a 3000-3500g en
el aislamiento de virus herpes simplex, citomegalovirus,
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y Chlamydia trachomatis produciendo resultados
iguales o mejores que centrifugacion a baja velocidad,
lo cual permite reducir el tiempo de centrifugacién (8.
El desprendimiento de las células en monocapa es
producido por la fuerza de la velocidad de centrifugacion
a velocidades mayores (1800, 2000, 2200 rpm), en un
ensayo aparte, la centrifugacion de las placas por un
minuto en aquellas velocidades, presenta la misma
cantidad y distribucién de pozos desprendidos en la
placa, estableciendo el rango de centrifugacion entre
1600 (100% pozos) a 1800 rpm (75% pozos).

Informes de aislamiento viral describen diferentes volu-
menes de indculo, siendo 100 pL para citomegalovirus ©
y dengue (12 200 uL para virus respiratorios ®y 400 pL
para enterovirus y adenovirus ©. En el presente estudio
y después de los resultados negativos de contaminacion
contigua entre los pozos de la placa, se considerd usar
200 pL como volumen de inéculo al observar las diferen-
cias por inmunofluorescencia (Figura 2).

La interaccion dilucion de suero - velocidad de
centrifugacion favorece simultaneamente el
desprendimiento de las células, por lo que se realizé la
evaluacién de los efectos, contando el nimero de pozos
en monocapa celular después de la centrifugacion a
diferentes velocidades, y observando las células durante
los dias siguientes. Si se considera que la interaccion
virus-receptor es el primer paso para iniciar la infeccion,
y que la infeccion primaria involucra la dosis inicial de
virus, se determind la estandarizacion del método de
centrifugacién en placa a 1600 rpm por presentar la
media con el mayor nUmero de pozos en monocapa/
placa, con mayor probabilidad de aislamiento viral a
dilucién de suero 1/20 lo que permite mantener un buen
estado de las células durante los dias de incubacion,
favoreciendo la replicacion viral.

Se us6 un gran numero de muestras para obtener
la mayor representatividad de los efectos de las
diluciones de suero en la linea celular, sin realizar la
inmunofluorescencia. Posteriormente, con la técnica
estandarizada se evalu6 nuevamente las diluciones de
suero con muestras positivas, y se realizé la IFI para
observar el tiempo de deteccion del antigeno y las
diluciones de suero.

La dilucion 1/10 que presenta el 100% de aislamientos al
quintodiade incubacion, tiene ladesventaja que presenta
mayor numero de pozos con células desprendidas,
las cuales deben ser nuevamente inoculadas en una
concentraciéon menor (1/20), lo que ocasiona gastos
de tiempo y material. Ademas, la mayoria de los pozos
con diluciones de 1/10 comienzan a desprenderse de la
monocapa celular cerca del tercer dia postinoculacion
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(sensibilidad 81,1%), dificultando su adherencia a las
laminas de inmunofluorescencia.

Se intenta padronizar un tiempo de cosecha para el
mayor niumero de muestras inoculadas por placa, siendo
1/20 la mayor dilucién que permite el mayor nimero de
muestras con células viables para ser observadas por IFI,
si se presentaran muestras con lectura sospechosa se
realiza un pasaje de 200 pL de la suspension siguiendo
los mismos procedimientos.

En estas muestras positivas, también se observo la
formacion de sincitios en dos muestras a diluciéon 1/20, lo
cual fue confirmado porinmunofluorescencia; los sincitios
son fusiones celulares y probablemente se realice en
células que no sufrieron dafo en la superficie celular,
ya que la misma muestra a dilucién 1/10 no presentd
sincitios siendo identificado el virus por IFl. Algunas
muestras muy toxicas, por ejemplo las hemolisadas,
alteran la confluencia celular a dilucién 1/20 e incluso
a 1/30, por lo que deben ser procesadas mas diluidas
y después de uno o dos dias postinoculacion debe
hacerse un pasaje de 200 pL a otra placa, repitiendo los
procesos descritos.

El método convencional de cultivo en tubo mostré un
aislamiento de 54,5% a 12 dias postinoculacién, con
dos pasajes en el mismo sistema. La disminucion de
la sensibilidad en el aislamiento por el mismo método,
puede deberse a la disminucién de la carga viral en la
muestra, que al ser inoculado a mayor concentracion
en las placas, permite aislar mas virus. El cultivo en
tubo es inoculado con muestras diluidas (1/30) que
de forma pasiva permite que los virus presentes en
la muestra se unan a las células, sin permitir inéculos
mas concentrados, por mantenerse el indculo del suero
incubando con las células hasta el final, generando
toxicidad.

Las muestras de suero evaluadas por ambos métodos
fueron del serotipo DENV-3 la de mayor nimero de
aislamientos en el Instituto Nacional de Salud en el afio
2005.

El método evaluado por Rodriguez et al. (2 para el
aislamiento del virus dengue, utiliza 100 yL de in6culo
a concentracion 1/30, el método estandarizado en el
presentetrabajoemplea200 uLdeinéculoaconcentracion
1/20, estas diferencias deben haber influido en los
respectivos valores de sensibilidad de 73,3 % (n=30) y
95,5% (n=22) respectivamente. Estudios comparativos
entre los dos métodos de aislamiento, informan mayor
sensibilidad del método empleando centrifugacién €9,
otros informan la misma sensibilidad en los aislamientos
por el método empleando centrifugacion y cultivo en

tubo, pero todos coinciden en la disminucion en el tiempo
de aislamiento viral mediante la centrifugacion.

En conclusién, el método de centrifugacion en placa
estandarizado mejora el porcentaje de aislamientos
y reduce el tiempo de aislamiento a cinco dias
postinoculaciéon, ademas, las placas de 24 pozos usadas
en pruebas de centrifugacion, obteniéndose un método
rapido, de facil manipulacién que podria ser costo-efectivo
para evaluar un gran nimero de muestras. Es necesario
validar este procedimiento de aislamiento viral para ser
aplicados en el aislamiento de otros flavivirus utilizando
los anticuerpos monoclonales necesarios, ya que la
proteina E que pertenece a la envoltura viral tiene un 40%
de homologia con diferentes miembros de la familia.
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