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PREPARACION DE ANTIGENO POR EL. METODO
DE SACAROSA-ACETONA

Aunque existen varios métodos para la preparacion de antigenos para arbovirus, la técnica
mas utilizada es la extraccion con sacarosa-acetona descrita por Clarke y Casals en 1958, la
cual proporciona antigenos estables con altos titulos.
El proceso es potencialmente peligroso y deben tomarse las medidas necesarias para la
manipulacion del virus infeccioso, de la acetona (inflamable) y de la sustancia inactivadora
del virus.
Este método rinde antigenos hemaglutinantes y fijadores del complemento por lo que
pueden utilizarse para ambas técnicas.
La acetona permite un mayor rendimiento viral al actuar sobre los lipidos del cerebro. La
sacarosa protege de la accion de la acetona sobre la envoltura del virus mediante un
mecanismo que aun no ha sido dilucidado por completo. La relacion entre las
concentraciones de sacarosa, cerebro, acetona y agua parecen ser criticas en el rendimiento
viral.
Materiales y Equipos:
= Gabinete de seguridad
= Centrifuga refrigerada
= Homogenizador mecénico o eléctrico
= Cristaleria
Reactivos:

Sacarosa

Acetona , calidad reactiva a -70°C

Tris ( Hydroxymethyl aminomethane, Gibco 130910 )

=

=

= Solucion Borato Salina pH 9 (BS)

=

= Beta propiolactona (BPL) (Betaprone, Fellows Testagar, Detroit, Michigan)
=

Alcohol 70%
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Obtencion de cerebros de ratones infectados:

Inocular por via intracerebral los ratones lactantes de 1-2 dias de nacidos con 0,02 ml
de una suspension de cerebro de raton infectado con alguno de los serotipos en
cuestion. Esta suspension usualmente se prepara a una dilucion 1/50 del cerebro en
PBS con 5 % de suero de ternera inactivado por calor y antibioticos. Puede usarse en
lugar de PBS, medio 199 u otro.

Examinar los ratones inoculados entre el 4to y el 7mo dia post inoculacion
(dependiendo de la cepa y el serotipo inoculado) en busca de los signos de la
enfermedad. Cuando la mayoria de los ratones estén enfermos deben congelarse
preferiblemente a -20 6 -70° C hasta su uso.

Los ratones se desinfectan con alcohol al 70% y se dejan secar. El tejido cerebral de
cada ratdn se extrae asépticamente por aspiracion colocandolo en un frasco con hielo.
Para preparar el antigeno pueden utilizarse los cerebros previamente extraidos y
guardados a -70 C o pueden guardarse los ratones a -20 6 -70° C hasta el dia antes de
la preparacion del antigeno momento en el cual se dejan durante toda la noche a 4°C

para su descongelacion y posterior extraccion del cerebro.

Extraccion del antigeno

El antigeno se prepara asépticamente en un gabinete de seguridad grado 2 preferiblemente.

Tanto el antigeno como la acetona utilizada son infecciosas por lo que deben manipularse

con extremo cuidado. Debe evitarse el uso de mecheros durante el proceso.

Por cada volumen de cerebro de raton extraido afiadir 4 volimenes de sacarosa al 8,5%
en agua destilada. Homogenizar la suspension exhaustivamente en frio.

Anadir la suspension de cerebro a 20 volumenes de acetona fria (kitasato). Utilizar
para esto una aguja #18 larga sumergida en la acetona.

Agitar vigorosamente en ambos sentidos y dejar reposar en bafio de hielo durante 15
minutos.

Aspirar la acetona completamente y afiadir otros 20 volumenes de acetona fria.
Romper el precipitado con un agitador de vidrio. Dejar sedimentar el antigeno y
reposar en bafo de hielo durante 1,5 horas con agitacion ocasional durante la primera

hora.
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Aspirar la acetona y secar el precipitado utilizando una bomba de alto vacio (10 mB)
hasta la aparicion de un polvo rosado claro (aproximadamente 30 min).

Rehidratar con buffer tris-borato salina + 5% sacarosa a 0.5 volumenes del
homogenizado de cerebro-sacarosa (el tris se prepara al 1 M en cloruro de sodio al
0,85% y posteriormente se lleva a 0,1 M en buffer borato-salina pH 9 chequedndose
este posteriormente).

Dejar rehidratanto toda la noche a 4°C con agitacion.

Centrifugar 30 minutos a 4°C a 3000 rpm y desechar el precipitado.

Para inactivar el antigeno se aflade BPL para una concentracion final de 0,1% para
dengue 1,3 y 4 ; al 0,19 % para dengue 2. Agitar bien y mantener a 4°C durante 48
horas.

Distribuir en alicuotas para guardar a -70°C o para liofilizar y guardar a -20°C.
Chequear si la inactivacion fue efectiva inoculando con el antigeno inactivado por via
intracerebral dos familias de ratones lactantes y observar por 21 dias.

Para los virus Dengue la concentracion de BPL es critica de acuerdo al serotipo, ya que

concentraciones mayores reducen la actividad del antigeno.

Durante el proceso de extraccion deben reenvasarse varias ampulas conteniendo
cerebro de raton solo en suspension al 10% (en PBS o medio de cultivo + suero de
ternera al 5% + 100 U por ml de antibidticos) las cuales se guardardn a -70°C vy
serviran como virus "semilla" para el proximo pase en ratones y de esta forma

mantener el virus.
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HEMAGLUTINACION E INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Ciertos virus aglutinan los globulos rojos. La hemaglutinacion (HA) es la unién de los
eritrocitos producida por el virus o por alguna estructura del mismo. El resultado visible de
la HA viral es un patrén formado en el fondo del pozuelo por los eritrocitos unidos por la
hemaglutinina viral.

En la hemaglutinacion directa, el virus actia directamente sobre las células y esta propiedad
puede ser inhibida por anticuerpos especificos al virus. En el caso de los arbovirus la propia
particula viral es la hemaglutinina no existiendo enzima destructora del receptor como en
los orthomyxovirus.

Los anticuerpos a los diferentes arbovirus poseen una amplia reactividad de grupo por lo
que la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IH) se utiliza para clasificar a los
mismos en grupos antigénicos.

Equipos:

= Centrifuga refrigerada

= Placas en fondo U desechables

= Pipetas eppendorf de 25 y 50ul. Pipeta multicanal de 25-250ul.

= Cristaleria

Reactivos:

= Solucidn de Alsever

Dextrosa 205 g
NaCl 42 g
Acido citrico(CsHgO7.H,0) 0.55¢g
Citrato de sodio(Na3;CcHs07.2H,0) [8.0 g
H,O destilada a completar 1000 mL

Esterilizar en autoclave durante 10 minutos a 10 libras de presion.
= Globulos rojos de ganso, adulto, macho (sangrar s6lo cada 6 semanas). Las hembras no
se utilizan ya que los cambios en el ciclo hormonal pueden variar los titulos

hemaglutinantes.
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Cloruro de sodio 1.5 M.

Fosfato dibasico de sodio (Na,HPO4.12 H,0) 0.5 M.
Fosfato monobasico de sodio (NaH,PO4.2H,0) 1 M.
Acido Bérico 0.5 M.

Solucion borato salina pH 9.

Alblumina bovina (fraccion V) al 0.4 % en buffer borato salina, pH 9 (BABS)

ud v v Ul

Kaolin (lavado en &cido) al 25% en buffer borato salina (Flow laboratories)del
utilizado para el diagnostico de Rubéola.
= Antigenos (preparados por el método sacarosa-acetona).

= Soluciones stocks:

NaCl (1.5 M). 87.6g en 1000mL de agua dest.

NaH,PO, (anhidro) IM | 120g en 1000 mL de agua dest.

Na,HPOy(anhidro)0,5 M |70.59g en 1000mL de agua dest

= Solucion A (pH 8.8):

NaCl(1.5M) 100 mL

Na,HPO,4(0.5M) 400 mL

Completar c/agua dest. | 1000 mL

= Solucién B (pH 4.3):

NaCl(1.5M) 100 mL

NalL,PO4(1 M) 200 mL

Completar c/agua dest. | 1000 mL
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Tabla de Valores de pH
pH | Soluciéon A | Solucién B
(mL) (mL)
5.75 3.95 97
6.0 12.5 87.5
6.2 22 78
6.4 32 68
6.6 45 55
6.8 55 45
7.0 64 36
7.2 72 28
7.4 79 21

NOTA: El pH final es obtenido mezclando volumenes iguales de buffer borato-salina pH 9

con cada una de las soluciones anteriores. El ajuste de los pH se hace con las soluciones A

y B (dependiendo si hay que acidificar o alcalinizar). Las soluciones de pH pueden

guardarse a 4°C menos las que estan por encima de 6.8 que pueden cristalizar.

= Soluciones stocks para buffer borato-salina pH 9:

NaOH(1.0M) [40.02g |completar 1000mLagua dest.
BO;s;H3(0.5 M) |30.912g |completar 1000mL agua dest.
NaCl(1.5 M) |87.6g completar 1000mL agua dest.

Buffer borato-salina:

NaOH(1.0 M) |24 mL
BO;H3(0.5 M) |100 mL
NaCI(1.5M) |80 mL

Completar a 1000 mL con agua destilada y ajustar el pH a 9. No debe usarse por mas de 30

dias.

= Albamina bovina 0.4%:

Albumina bovina

0.8¢g

Buffer borato salina pH 9

200 mL
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Ajustar el pH a 9 (con NaOH 2N). Puede prepararse una solucion al 4% en cantidad de 100
ml y filtrar por "millipore" la que puede guardarse en frio hasta su uso momento en el cual
debe diluirse 10 veces en buffer borato salina pH 9. Una vez preparada, debe utilizarse en
una semana y guardarse a 4° C.

Dilucion del Antigeno: Las diluciones de antigenos y sueros se realizan con albumina

bovina 0.4%.

Preparacion de los globulos rojos de ganso:

e  Extraer la sangre de forma estéril (1 parte de sangre y 4 de Alsever). Usar una aguja
de # 20. Filtrar por gasa estéril.

e Lavar las células 3 veces en solucion salina (0.9g de NaCl en 100 mL de agua
destilada) o PBS. Centrifugar en un tubo de fondo redondo y posteriormente de fondo
conico a 1000 rpm por 10 minutos a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

e Para la técnica preparar una solucion al 0.5 % de globulos en los buffers de diferentes
pH previamente ajustados.

e  Sino se emplean los globulos inmediatamente pueden ser guardados a 4 C en solucion

salina o PBS

Tratamiento de los sueros con Kaolin:

El kaolin se utiliza para eliminar los inhibidores inespecificos de la hemaglutinacion que
puedan estar presentes en los sueros humanos. Pueden existir lotes de kaolin que brinden
resultados no satisfactorios.

e Tomar 0,1 mL de suero.

e Aifadir 0,4 mL buffer borato salina pH 9 (el suero queda diluido 1:5).

e Anadir 0,5 mL de Kaolin previamente agitado.

e  Agitar la mezcla.

e  Dejar a temperatura ambiente por 20 minutos con agitacion ocasional.

e  Centrifugar a 2,500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente.

e El suero queda diluido 1:10.



48

Para eliminar las aglutininas inespecificas se absorben los sueros ya tratados con globulos

rojos de ganso de la siguiente forma:

Preparar una suspension de globulos rojos de ganso al 50% en solucion salina 6 PBS.
Afadir 0,025 mL de la sunspension anterior al suero ya tratado y agitar.

Mantener a 4°C durante 20 minutos con agitacion ocasional.

Centrifugar a 1,500 rpm 10 minutos a 4°C.

Guardar en frio (si se transfiere a otro tubo puede mantenerse durante varios dias a 4°
C sin pérdida apreciable del titulo de anticuerpos) No deben almacenarse por tiempo
indefinido ya que los titulos no son estables y las aglutininas inespecificas pueden

reaparccer.

Hemaglutinacion (HA)

Hidratar los antigenos liofilizados y mantenerlos a 4°C por al menos 1 hora, pero
preferiblemente toda la noche.

Preparar diluciones seriadas (al doble) en las placas previamente rotuladas, a los
diferentes pH de trabajo ( el pH optimo para el antigeno, el valor superior de pH y el
valor inferior). De no conocer el pH optimo de cada antigeno, debe titularse a todos los
pH.

Afadir 0,025 mL de BABS a cada pozuelo de la placa.

Anadir 0,025 mL del antigeno al primer pozuelo de cada hilera.

Hacer diluciones al doble comenzando por el primer pozuelo y utilizando para ello
pipetas “multicanal”.

Agitar la placa.

Anadir 0,025 mL de la solucion globulos rojos al 0,5% preparados en cada uno de los
diferentes pH.

Agitar y dejar reposar de 30-40 minutos a temperatura ambiente.

Leer la hemaglutinacion (una capa fina y bien distribuida de globulos).

Para determinar el titulo hemaglutinante y el pH 6ptimo de antigeno se usa como punto

final la mas alta dilucion de antigeno que muestra aglutinacion completa (titulo del

antigeno). El pH optimo es aquel donde el titulo del antigeno es mayor. Para la IH se utiliza
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una dilucién de antigeno que contenga de 4 a 8 unidades hemaglutinantes (UH) por 0,025

ml:

Ejemplo:

Si el titulo del antigeno es 1:2048, entonces:
2048 |1 UH
1024 (2 UH
512 {4 UH
256 |8 UH

Por tanto, debe realizarse una dilucion del antigeno de 1:256 que dara las 8 UH / 0,025 mL.

La dilucion del antigeno se hace en BABS, y es aconsejable retitular el mismo una vez

hecha la dilucion para comprobar que contenga las 8 UH.

Patron de hemaglutinacion:

*

No hemaglutinacién: Los globulos rojos sedimentan en el fondo del pozuelo

observandose como un boton.

Hemaglutinacion parcial: Se observa un anillo de células aglutinadas alrededor de un

boton en el centro. No se lee como punto final de hemaglutinacion.

Hemaglutinacion completa: Los globulos rojos dan una capa fina y bien distribuida en

el pozuelo. Se lee como punto final de la hemaglutinacion.

Inhibicion de la hemaglutinacion (IH)

Rotular las placas con el nimero de los sueros a probar y el antigeno a utilizar. Es
recomendable usar una placa por antigeno. Los sueros son probados utilizando 4, 8 6
12 diluciones de los mismos contra el antigeno; dependiendo esto del tipo de suero, del
proposito y de la experiencia del laboratorio en el diagnodstico o encuestas serologicas.
Los pares de suero de un paciente deben ser tratados y probados en el mismo ensayo.
Anadir 0,025 mL de BABS a cada pozuelo.

Anadir 0,025 mL del suero a titular en el primer pozuelo de cada hilera.

Diluir los sueros con pipeta “multicanal”.
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Afadir a cada pozuelo 0,025 mL de la dilucion de antigeno que contiene 8 unidades
hemaglutinantes.

Agitar y dejar reposar a temperatura ambiente durante 45 minutos.

Anadir 0,05 ml de globulos rojos diluidos en el pH 6ptimo para el virus.

Agitar y dejar reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Lectura:

La inhibicion de la hemaglutinacion presenta un patrén de no hemaglutinacion. El titulo de

anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion es la mayor dilucion de cada suero que

produce inhibicion de la hemaglutinacion completa o casi completa y se expresa como la

dilucion del suero. Como el patron de aglutinacion puede cambiar con el tiempo, el punto

final puede ser marcado sobre la placa con un plumoén tan pronto como se forme.

Controles:

En la foto se muestra el titulo de Acs
IH en 6 pares de sueros frente a
virus dengue 2.

Suero 1 (<20\<20)

Suero2 (<20\80),

Suero3 (20\20),

Suero4 (20\320),

Suero5 (640\640),

Suero 6 (80\640).

Control de globulos rojos de ganso (permite detectar aglutinacion inespecifica de las
células en ausencia de suero y antigeno); solo contiene BABS y globulos rojos.

Control de suero positivo o liquido ascitico hiperinmune con anticuerpos al antigeno
utilizado.

Control de suero negativo al antigeno utilizado.

Control de células para cada suero para detectar aglutinacion no especifica (s6lo
contiene una dilucion baja de suero 1:10 o 1:20 y glébulos rojos.

Control de las unidades hemaglutinantes del antigeno.
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NOTA: En el caso del virus Dengue deben incluirse en cada prueba varios serotipos y algiin

otro flavivirus como Encefalitis de San Luis o Fiebre Amarilla de acuerdo a los virus que

circulen en el area.

Interpretacion de los resultados:

Para el diagnostico deben utilizarse sueros pareados ya que los monosueros no son utiles

para confirmar un caso como dengue, sin embargo, la deteccion de titulos elevados de

anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion (>=1\1280) en un monosuero es criterio de

caso probable de infecciéon por dengue. Dada la reaccion cruzada que presentan los

flavivirus, una prueba seroldgica positiva nunca puede ser tomada totalmente como criterio

de identificacion del virus infectante (en cada brote debe intentarse el aislamiento y la

identificacion del virus). Puede ocurrir una variedad de respuestas serologicas:

Interpretacion de la respuesta de Acs IH a dengue

Respuesta de Anticuerpos

Intervalo ler y 2do suero

Titulo suero convaleciente

Interpretacion

infeccion comprobada,

aumento >= 4 veces >= 17 dias <=1:1280 .
primaria
. infeccion comprobada
aumento >= 4 veces cualquier muestra >=1:2560 P ’
secundaria
infeccion comprobada,
aumento >= 4 veces <7 dias <=1:1280 posible primaria 6
secundaria
. : . resunta infeccion
sin cambio cualquier muestra >=1:2560 presu . ’
secundaria
sin cambio >= 7 dias <=1:1280 no dengue
sin cambio <7 dias <=1:1280 sin interpretacion
<1:1280 sin interpretacion
solo una muestra
- = 1280 caso probable

e C(larke DH, Casals J. Techniques for hemagglutination and hemagglutination inhibition

with arthropodborne viruses. Amer. J. Trop. Med. Hyg. 1958;7:561-573.
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PREPARACION DE CONJUGADO ANTI-DENGUE-PEROXIDASA

En los ultimos afos se han desarrollado métodos inmunologicos que han tenido una
aplicacion creciente en el campo de la virologia. Algunos de estos métodos se han agrupado
bajo el nombre de "Métodos rapidos para el diagnostico viroldgico", entre los cuales se
destaca el Inmunoensayo Enzimatico Sobre Fase Solida conocido como ELISA, que por
reunir caracteristicas que lo hacen muy util para la deteccion de anticuerpos y antigenos ha
reforzado o reemplazado algunos de los métodos clésicos.

Uno de los componentes principales de este sistema lo constituyen los conjugados, los
cuales estan formados por una enzima ligada a un antigeno o anticuerpo determinado.
Existe una gran variedad de enzimas que han sido utilizadas como marcadores, por ser
estables, altamente reactivas y puras, entre las que se encuentran: la Acetil colinesterasa,
Citocromo C, B-D-galactosidasa y otras. Sin embargo la Fosfatasa alcalina y la peroxidasa
han sido las mas utilizadas por su bajo costo, facil conjugacion y su amplia variedad de
sustrato.

En el proceso de conjugacion es importante que tanto la enzima como el anticuerpo o
antigeno mantengan al maximo su actividad, ademas de lograr un 6ptimo acoplamiento de
ambos componentes. Entre los métodos de conjugacion mas utilizados se encuentran el del
Glutaraldehido de 2 pasos y el del Peryodato, siendo este ultimo el que brinda mejores
resultados cuando se trabaja con peroxidasa (Nakane PK and Kawoi A 1974. Peroxidase-

labeled antibody. A new method of conjugation. J. Histochem. Cytochem. 22: 1084).

Precipitacion de inmunoglobulinas con sulfato de amonio

Materiales:

e  Solucidn saturada de sulfato de amonio (pH 7). La solucidon debe prepararse con varios
dias de anticipacion para garantizar su saturacion y debe ser filtrada antes de usarse.

e  Solucidn salina al 0,85% : 8,5 g en 1L de agua destilada.

Método:

e Adicionar 2 ml de suero humano conteniendo anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacion con titulos de 1/1280 o mads, contra los 4 serotipos de virus dengue

a 2 ml de solucion salina al 0,85%.
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e [a mezcla es mantenida en agitacion con la adicion lenta de 4 ml de la solucion
saturada de sulfato de amonio, continuar la agitacion durante 45 minutos.

e La mezcla es centrifugada a 5000 rpm por 30 minutos a 4° C. El sobrenadante es
eliminado.

e El precipitado es resuspendido en 2 ml de solucion salina. Se adicionan lentamente y
agitando, 2 ml de sulfato de amonio, manteniéndose la agitaciéon por unos minutos.
Centrifugar nuevamente.

e  Se repite el paso anterior.

e Se resuspende con 2 ml de solucion salina y se dializa contra grandes volimenes de
dicha solucién (3 veces por 2 litros de salina) a 4°C.

e Determinar la concentracién de inmunoglobulinas mediante la lectura de la densidad

optica a 280 y 260 nm.

Concentracion de inmunoglobulinas

Para determinar la concentracion de proteinas de una muestra, se determina la densidad
optica de la muestra a 280 y a 260; se calcula la relacion (R 280 / 260), y se determina el
factor (F) correspondiente en la tabla, se procede entonces a sustituir en la siguiente
ecuacion:

Concentracion de proteinas (mg/mL) = F x 1/d x DO 280

Donde: d es el ancho de la cubeta en cm
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Algunos valores de F y R (280 / 260)

R 280 /260 | % Acidos nucleicos F
1.75 0.00 1.116
1.63 0.25 1.081
1.52 0.50 1.051
1.40 0.75 1.023
1.36 1.00 0.994
1.30 1.25 0.970
1.25 1.50 0.944
1.16 2.00 0.890
1.09 2.50 0.852
1.03 3.00 0.814

0.979 3.500 0.770
0.939 4.00 0.743
0.874 5.00 0.628
0.846 5.50 0.650
0.822 6.00 0.632
0.801 6.50 0.607
0.781 7.00 0.585
0.767 7.50 0.565
0.753 8.00 0.545
0.730 9.00 0.506
0.705 10.00 0.478
0.671 12.00 0.422
0.644 14.00 0.377
0.615 17.00 0.322
0.505 20.00 0.278

Conjugacion por el método del peryodato de sodio
Materiales:

= Buffer Acetato de sodio 1mM, pH 4,4.
Solucion A: Acetato de sodio anhidro 8,24 g en 1 L de agua destilada
Solucion B: Acido acético 6 ml en 1L de agua destilada.
Anadir 1 parte de A para 2 partes de B.
Diluir 1:100 con agua destilada para obtener ImM. Chequear pH 4,4
= Buffer Bicarbonato de sodio 0,2 M pH 9,5.
Solucién A: Carbonato de sodio anhidro 0,2 M 0. 212g/10L de agua destilada.
Solucién B: Bicarbonato de sodio 0,2 M 0. 16802g/10L de agua destilada.
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Afada A a B hasta obtener pH 9,5.
= Buffer Carbonato / Bicarbonato 0,01M pH 9,5.

Carbonato de sodio anhidro 1,59g

Bicarbonato de sodio 2,93¢.

Disolver en 1 L de agua destilada y ajuste el pH si es necesario. Diluir 1:5 para obtener 0,01

M.

= Buffer Borato, 0,1 M, pH 7,4.

Acido bérico 24,732 g en 4 L de agua destilada.
Borax 19,07 g en 500 mL de agua destilada.

Afada aproximadamente 115 ml de borax a 4 L de acido borico, ajuste pH 7,4.

= Peryodato de sodio

= Borohidruro de sodio.

Método:

Disuelva 8 mg de Peroxidasa de Rabano picante ( tipo VI ) "Sigma"en 1 mL de agua
destilada.

Prepare solucion fresca de peryodato de sodio 0,01 M (21 mg/mL) en agua destilada.
Afada 0,2 mL de esta solucion a la de peroxidasa suavemente y agitando, manténgalo
en agitacion durante 20 min. a temperatura ambiente.

La mezcla de peroxidasa y peryodato es dializada toda la noche contra un exceso de
buffer acetato de sodio ImM pH 4,4 a 4°C. Se dializa también ImL de las Igs a
conjugar en concentraciones de 10 mg/mL contra buffer carbonato-bicarbonato 0.01M
pH9,5.

Anadir 20 uL de buffer bicarbonato de sodio 0.2M pH 9,5 a la peroxidasa. Chequear pH
y afiadir otros 20uL si fuese necesario. Adicione 1mL de Igs dializadas. Agite la mezcla
suavemente por 2 horas a temperatura ambiente.

Adicione 0,1 mL de borohidruro de sodio (4mg/mL) recién preparada, a la mezcla.

Mantenga la agitacion por 2 horas a 4°C.

Después del paso del borohidruro se pueden hacer dos variantes para la purificacion y/o

concentracion del conjugado:

Primera variante:

Dialice la mezcla contra buffer borato pH 7,4 toda la noche a 4°C.
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Para separar el conjugado del no conjugado pasar la mezcla por una columna de
Sephadex G-200 equilibrada con buffer borato. Determinar los valores de densidad
optica de cada fraccion, a 280 y 403 nm, colectando aquellas donde coincidan los
valores maximos para ambas longitudes de onda (concentrar a 1 mL). Agregar
albumina bovina fracciéon V a concentracion final del 1% y glicerol a igual volumen del
conjugado. Homogeneizar bien.

Determinar el titulo del conjugado mediante la técnica ELISA.

El titulo se determina realizando varias diluciones del conjugado, utilizando como

dilucion de trabajo aquella que presente un valor de densidad optica cercano a 1,0.

Envasar en alicuotas y almacenar a -20°C.

Segunda variante

Precipitacion con sulfato de amonio: Después del paso con borohidruro afiadir al
conjugado igual volumen de sulfato de amonio saturado gota a gota y agitando. Dejar 5
minutos en agitacion y centrifugar a 5 000 rpm por 10 minutos. Eliminar sobrenadante
y resuspender el pellet en 1 mL de PBS. Dializar toda la noche contra PBS.

Agregar albumina bovina fraccion V para una concentracion final del 1 % y glicerol a
igual volumen del conjugado. Homogeneizar bien.

Determinar el titulo del conjugado mediante la técnica ELISA.

El titulo se determina realizando varias diluciones del conjugado, utilizando como
dilucion de trabajo aquella que presente un valor de densidad dptica cercano a 1,0.

Envasar en alicuotas y almacenar a -20°C.



57

METODO ELISA DE INHIBICION (MEI)

Las técnicas serologicas constituyen un auxiliar imprescindible para el diagndstico
virolégico y se les confiere esta importancia por lo dificil que resulta, en la mayoria de
los casos, lograr el diagnodstico por aislamiento viral.

Para el diagndstico de los arbovirus se han aplicado pruebas seroldgicas que por su
amplio uso se consideran como técnicas clésicas; tal es el caso de la Inhibicion de la
Hemaglutinacion (IH), la Fijacion del Complemento (FC) y la Neutralizacion (Nt), sin
embargo desde hace varios anos se han introducido técnicas de mayor sensibilidad y
facilidad de ejecucion, que han ido ganando terreno en el campo del diagndstico en
Virologia, sobre todo por lograr resultados rapidos. Entre ellas se encuentran los
inmunoensayos enzimaticos y de estos, el Inmunoensayo enzimatico sobre fase solida
(ELISA), ha sido de gran aplicacion en el diagndstico de otros virus como Hepatitis,

Rubéola, Encefalitis B Japonesa, Citomegalovirus y otros.

ELISA DE INHIBICION

MUESTRA NEGATIVA MUESTRA POSITIVA
(SIN ANTICUERPOS)

conjugado .
anti-dengue
muestra
antigeno
Y Ig anti dengue Y

Materiales:
= Inmunoglobulinas humanas anti-dengue
Pool de sueros humanos conteniendo anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion con

titulo mayor o igual a 1/1280 contra los virus del complejo dengue, precipitados por el
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método del sulfato de amonio y determinando su concentraciéon mediante la lectura de la
densidad optica a 280 y 260 nm.

= Antigeno dengue 2

Antigeno preparado segun el método de sacarosa.

= Buffer de Recubrimiento (coatting) 0,05 M pH 9,5

Carbonato de sodio (Na,COs)anhidro 1,59g ; Bicarbonato de sodio (NaHCO;3) 2,93g.

Disuelva en 1L de agua destilada. Ajuste pH si es necesario. Duracion maxima de 15 dias.

Mantener a 4°C.

= PBS-Tween 20 (PBS-T) pH 7,4

Cloruro de sodio (NaCl) 8g; Cloruro de potasio (KCl) 0,2g; Fosfato monobasico de potasio

(KH,POy) 0,2g; Fosfato dibésico de sodio anhidro (Na,HPO,) 1,2g.

Disuelva en 1L de agua destilada y agregue 0,5 mL de Tween-20. Mantenerlo a

temperatura ambiente.

= Fosfato-citrato 0,05M pH 5:

Acido citrico 5,1 g; Fosfato dibasico de sodio anhidro 7,47g.

Disuelva en 1L de agua destilada . Ajuste pH a 5.

= Ortofenilendiamina (OPD)

= Peroxido de hidrogeno (p.a.) 100 vol/ 30%

= Albumina bovina sérica fraccion V (ABS) al 1%

lg de ABS en 100mL en buffer de recubrimiento (coatting). Prepararlo al momento de ser

usado.

= Sustrato

25 mL de buffer fosfato-citrato; 10mg de OPD + 10ul H,O,. Proteger de la luz.

Método:

e Adsorber en placa de poliestireno Igs humanas anti-dengue en buffer carbonato /
bicarbonato pH 9,5 a una concentracion de 10ug/mL (100uL por pozo). Dejar las placas
en camara humeda tapada toda la noche a 4° C. Se necesita un volumen de 10 mL por
placa.

e Vaciar el contenido de las placas y hacer un bloqueo con 150ul en cada pozo de la
solucion de ABS al 1% en buffer Carbonato/Bicarbonato. Incubar a 37°C por 1 hora.

Volumen total de 15 mL por placa.
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e Lavar las placas 3 veces con PBS-T.

e Agregar 100ul de la dilucion de trabajo de la suspension del antigeno en cada pozo
(diluido en PBS-T en dependencia del titulo obtenido).

e Incubar la placa 1 hora a 37°C.

El titulo del antigeno se determina realizando varias diluciones de este y utilizando como

control negativo antigeno de cerebro normal de raton extraido seglin el método de sacarosa

acetona a las mismas diluciones del antigeno viral, se realiza la curva de dosis-respuesta
determinando la dilucion de antigeno cuya densidad oOptica de cercana a 1,0 y que este

valor, al relacionarlo con el del control negativo, sea de 5 a 10 veces mayor. Ejemplo: Si a

la dilucion de 1/40 da un valor de DO de 1,105 y el control negativo a esa misma dilucion

da 0,12 entonces la dilucion de trabajo del antigeno sera 1:40.

e Lavar 3 veces con PBS-T.

e Agregar 100uL por pozo de los sueros diluidos 1/20 en PBS-T, al igual que los sueros
controles (positivo por duplicado y negativo por cuadruplicado). Agregar en 2 pozos
PBS-T a igual volumen que los sueros. Incubar a 37° C por 1 hora.

e Lavar 3 veces con PBS-T.

e Afadir 100 uL por pozo del conjugado anti-dengue-peroxidasa diluido 1/8000 en PBS-
T con 2% de suero de ternero. Dejar incubando 1 hora a 37°C.

e Lavar 3 veces con PBS-T.

e Anadir el sustrato 100uL por pozo. El sustrato debe ser preparado unos minutos antes
de su utilizacion. Esperar 30 minutos de reaccion.

e Detener la reaccion agregando 100 uL de acido sulfurico al 12,5 % en cada pozo.

e Determinar los valores de densidad optica a 492nm en un lector Micro-ELISA.

e Calcular los % de inhibicion para cada muestra segun la siguiente formula:

% de Inhibicion de ELISA =1 - (DO de la muestra/ DO de la media del control negativo) x
100

Criterio de positividad

Aquellos sueros que presenten un % de inhibiciéon mayor o igual al 50% con relacion al

control negativo.
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En casos de pares de sueros, se considera seroconversion en aquellos cuyo primer suero sea
negativo y el segundo positivo, en los que presenten positividad en ambas sueros
evidenciando un aumento de anticuerpos expresado en el aumento del porciento de
inhibicién en un 10% 6 mas del segundo suero con respecto al primero y aquellos que
presenten valores del % de inhibicion fijos elevados del 85% 6 mas. Estos casos deben ser
titulados para confirmar positividad, expresandose en un aumento de 4 veces o mas en el
titulo de anticuerpos del segundo suero con respecto al primero.

En monosueros:

Se define como caso probable aquel paciente cuyo suero presente un titulo de Acs.>=
1\5120.
Se define como caso de infeccion secundaria aquel paciente cuyo suero presente un titulo

de Acs.>=1\10240.

En pares de sueros:

Se define como caso confirmado aquel paciente que presente seroconversion o elevacion de 4

veces el titulo de Acs. entre los dos sueros.
Se define como_caso de infeccion primaria aquel paciente cuyo segundo suero presente un

titulo de Acs. < 1\5120.

e S. Vazquez , R. Fernandez. Utilizacion de un método de Inhibicion de ELISA en el
diagnostico serologico de dengue. Rev. Cub. Med. Trop. 41, (1) p. 18-26, 1989.

e R.Fernandez,S.Vazquez Serological diagnosis of dengue by ELISA Inhibition Method
(EIM) Mem.Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro vol 85(3), 347-351,1990.

e S.Véazquez,R.Fernandez,C.Llorente Utilidad de sangre almacenada en papel de filtro
para estudios serologicos por ELISA de Inhibicion Inst. Med.Trop.SaoPaulo vol33
No4 309-312 1991.

e S.Vazquez, J. Bravo, AB Pérez, MG. Guzman ELISA de Inhibicion su utilidad para
clasificar un caso de dengue. Rev.Cub. Med. Trop. 49 (2) 1997..

e S. Véazquez, J. Bravo, AB Pérez, MG. Guzman ELISA de Inhibicién . Una alternativa
en el estudio serologico de los casos de dengue. Bol. Epidem. OPS vol 18, No 2 pag. 7-
8, 1997

e S, Vazquez, O Valdés, Pupo M, Delgado I, Alvarez M, Pelegrino JL and Guzman
MG. MAC-ELISA and ELISA inhibition methods for detection of antibodies in
Yellow fever vaccinated individuals. Véazquez J Virol Methods Jun; 110(2):179-84,
2003.
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S. Vazquez., A.B. Perez, D. Ruiz, R. Rodriguez, M. Pupo, N. Calzada, L.

Gonzalez, D. Gonzalez, O. Castro, T. Serrano, M.G. Guzman. Serological markers
during dengue 3 primary and secondary infections. J. Clin. Virol. Vol 33: 132-137.2005
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ELISA DE CAPTURA DE IgM (CAM- ELISA)

En la infeccion primaria por cualquier virus del complejo Dengue se produce una respuesta
de anticuerpos de la clase IgM, los cuales aparecen en niveles detectables una vez
finalizada la fiebre y la viremia, por lo que se recomienda que las muestras utilizadas para
la determinacion de este anticuerpo sean extraidas después del 5to dia de establecimiento
de la enfermedad.

El inmunoensayo enzimatico sobre fase solida (ELISA) ha sido utilizado como método para
el diagnostico serologico en numerosas enfermedades virales. Uno de los métodos
aplicados es el de Captura de IgM, utilizado para demostrar infecciones actuales o
recientes. Para ello se emplea Igs anti-IgM humanas las cuales se fijan a la placa.

La deteccion de anticuerpos IgM al virus Dengue resulta de extrema utilidad tanto en el
diagnostico de casos clinicamente sospechosos como en los sistemas de vigilancia
epidemioldgica para esta enfermedad.

Gubler describi6 un método ELISA de captura de IgM para la vigilancia del Dengue y
Dengue Hemorragico. Compard los resultados del estudio con la IH encontrando una buena
sensibilidad y una especificidad muy semejante a la de esta técnica, planteando que dicho
método es rapido para determinar infecciones de Dengue en casos hospitalizados de areas
endémicas, siendo aun mas util en la vigilancia en areas no endémicas ya que se puede estar
seguro que cualquier caso positivo indica infeccion reciente. Es de sefialar que se requiere

una sola muestra para realizar el diagnostico.

ELISA DE CAPTURA ANTI-IgM

conjugado anti-virus

antigeno

IgM (suero del paciente)

anti IgM
soporte sélido

¥
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Materiales:

=

Buffer fosfato-salina (PBS) pH 7.,4:

NaCl 8g

KCl 02¢g

KH2PO4 0, 14 g

NazHPO4 0,91 g

Completar con agua destilada hasta 1L.

=

Buffer carbonato/bicarbonato pH 9,6:

N82C03 1,59 g

NaHCOs; |2,39¢

Completar con agua destilada hasta 1L.

=

U

U

O

Inmunoglobulinas anti-IgM humana purificada por cromatografia de afinidad
(SIGMA).

Albumina bovina sérica fraccion V (ABS)

Antigeno de complejo Dengue obtenido por el método de sacarosa-acetona  (ver
técnica [H).

Suero humano negativo de anticuerpos a virus dengue (SNH).

Conjugado anti-dengue peroxidasa (ver método de conjugacion)

Buffer fosfato-citrato pH 5 (ver ELISA de Inhibicion)

OPD (ver ELISA de Inhibicion)

Peréxido de hidrogeno o urea peroxido (ver ELISA de Inhibicion)

Sustrato (ver ELISA de Inhibicion)

Método:

A una placa (maxisorb) se le agrega 100ulL por pozo de Igs anti- [gM humanas a una
concentracion de Sug/mL en buffer de recubrimiento (coatting); este valor se determina
probando el sistema con varias concentraciones de Igs generalmente entre 0,1 y 10
ug/mL obteniéndose la concentracion de saturacion que se identifica al no presentarse
incremento del valor de DO a partir de esa dilucion. La placa es colocada a 4°C toda la

noche.
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Lavar 5 veces con PBS.

Anadir 150uL por pozo de ABS al 4% en buffer de recubrimiento (coatting) por 30
minutos a 37°C. Se requiere un total de 15 mL por placa.

Lavar 5 veces con PBS.

Agregar los sueros a probar diluidos 1/20 en PBS-ABS al 0,5%. 50ul por pozo. Se
deben incluir sueros positivos y sueros negativos como controles diluidos también 1/20.
Lavar 5 veces con PBS.

Anadir el antigeno preparado para 16 UH (esto se calcula en funcion del titulo
hemaglutinante y se necesita 5 ml por placa) S0uL por pozo. Este antigeno se prepara
en PBS-SNH al 5%. Colocar la placa a 4°C toda la noche. (Se incluye los 4 serotipos)
Lavar 5 veces con PBS.

Agregar conjugado anti-dengue peroxidasa diluido en PBS-SNH al 5%, 50uL por pozo
y se incuba 1 hora a 37° C. La dilucion del conjugado (1/2500) se calculd realizando
varias diluciones y se tomd aquella que establecia diferencia entre el control positivo y
el negativo de 5 veces o mas.

Lavar 7 veces con PBS.

Agregar el sustrato 100 uL por pozo. Mantener la reaccion durante 30 minutos su
camara a temperatura ambiente y detener con100 uL por pozo de acido sulftrico al
12,5%.

Leer la placa en un lector de ELISA a 492nm.

Calculo de los resultados

Determinar la media geométrica de las D.O. de los controles negativos y multiplicar por 2.

Toda muestra que tenga un valor mayor o igual al calculado serd positiva. Debe incluirse

varias veces el negativo para poder hacer el calculo, ademéas debe probarse la validez de la

prueba dividiendo positivo/negativo y dicho valor debe ser mayor o igual a 5.

Otras aplicaciones del ELISA de captura

Esta técnica puede ser utilizada para la deteccion de anticuerpos IgA e IgE empleando el

mismo principio y los mismos reactivos excepto las Igs anti-IgA e anti-IgE que sustituyen a

las Igs anti-IgM. (S. Vazquez., A.B. Perez, D. Ruiz, R. Rodriguez, M. Pupo, N.
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Calzada, L. Gonzalez, D. Gonzalez, O. Castro, T. Serrano, M.G. Guzman.
Serological markers during dengue 3 primary and secondary infections. J. Clin. Virol. Vol
33: 132-137.2005)

Muestras de sangre en papel de filtro

Determinacion de la presencia de anticuerpos IgM en muestras de sangre total capilar
tomadas en papel de filtro (Blood Sampling Paper, NOBUTO, Toyo Roshi Kaisha, Ltd.
Japon): Para la toma de sangre total capilar, se punciona con lanceta estéril el pulpejo del
dedo indice dejando absorber la sangre sobre el papel de filtro hasta que el mismo estuvo
totalmente impregnado por ambos lados. Previamente, cada papel de filtro habia sido
rotulado en la zona B utilizando grafito.

Después que la sangre es totalmente absorbida sobre el papel se deja secar a temperatura
ambiente en posicion vertical con la zona B hacia abajo. Posteriormente, se guardan en

sobre preferiblemente a 4°C.

FIGURA 1: PAPEL EMPLEADO EN EL ESTUDIO, SENALANDOSE LAS ZONAS
A (ABSORCION DE SANGRE) Y B (IDENTIFICACION).

Smm |

30 mm 18 mm

Procesamiento
Las muestras de sangre total capilar colectadas en papel de filtro son eluidas durante toda la
noche a 4°C en 400uL de solucion fosfato-salina (PBS) conteniendo albimina bovina al

0,5% (correspondiente a una dilucion de suero de 1/10). Posteriomente, a cada muestra se
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le determina la presencia de anticuerpos IgM a virus dengue en forma similar a como se

procesan los sueros.

e S. Vazquez, MG. Guzman y col. Deteccién de IgM contra virus del dengue en sangre
total absorbida en papel de filtro. Rev. Pan. Salud Pub. Pan. Am. J. Pub. Health. vol 3
No 3 1998.
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"Kit Diagnostico'': Dengue* lsM

El "kit Diagnostico Dengue* IgM se conformd para realizar un total de 180 determinaciones,

ya sea en placas completas o en grupos de 4 tiras desmontables, siendo los componentes del

sistema los siguientes:

® & & O 6 o o oo o

2 Placas de poliestireno sensibilizadas con anti-IgM

1 Frasco de diluyente de muestra 25X (3mL)

2 frascos de control positivo (1mL c/u) y 2 de negativo (1.5mL c/u) listos para usar.
1 frasco de solucion de lavado 25X (100mL)

1 frasco de suero humano negativo (2mL)

6 frascos de antigeno inactivado liofilizado conteniendo los 4 serotipos (2mL c/u).

1 frascos de conjugado prediluido.

6 frascos de sustrato liofilizado (SmL c/u)

1 frasco de peroxido de hidrégeno (200uL)

El antigeno de dengue, los controles positivos y negativos y el suero humano negativo (SHN)

se encuentran inactivados. Los controles y el suero humano negativo son no reactivos para los

virus VIH 1 y 2, y para HBAgs. No obstante deben manejarse con precaucion.

Procedimiento:

1.

3.

Retirar del estuche las placas o tiras a utilizar segiin el nimero de muestras a procesar. Se
recomienda confeccionar un esquema de trabajo identificando correctamente la posicion
de cada muestra y los controles.

Dispensar 50 uL del diluyente de muestra 1X en todos los pocillos con excepcion de los
pocillos para los controles positivos y negativos. Afiada entonces siguiendo el esquema de
distribucion 2,5 uL de cada suero, agitando ligeramente la placa para homogenizar la
dilucion. Se recomienda utilizar no menos de 2 pocillos para el control positivo y 4 para el
negativo.

Incubar en camara himeda 2 horas a temperatura ambiente.
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4. Lavar la placa 5 veces con la solucion de lavado 1x, utilizando un volumen de 250-300 uLL
por pozo. Si se dispone de lavador automatico seguir similar procedimiento. Secar la placa
invirtiéndola sobre papel de filtro.

5. Dispensar 50 ul de antigeno por pozo, reconstituido previamente con 2 mL de solucién de
lavado conteniendo SHN al 5%. Incubar a 4° C durante toda la noche.

6. Lavar 5 veces con solucion de lavado como en el punto 4.

7. Dispensar 50 uL por pozo del conjugado previamente diluido (80uL de conjugado +
100uL de SNH + 1.82mL de PBS). Incubar 1 hora a 37° C en cdmara humeda.

8. Lavar 7 veces con solucion de lavado como en el punto 4.

9. Afadir 100 ulL del sustrato reconstituido previamente con 5 mL de agua destilada,
adicionando 2 uL de perdxido de hidrégeno. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad.

10. Detener la reaccion adicionando 100 uLL por pozo de la solucion de acido sulftirico al
12,5% en el mismo sentido en que se afiadio el sustrato.

11. Realizar la lectura de la densidad 6ptica utilizando un filtro de 492 nm y ajustando blanco

con el aire.

Calculo de los resultados:

1. Calcular la media de la densidad 6ptica de los controles negativos (Xn)

2. Calcular la media de la densidad optica de los controles positivos (Xp)

Validez de la prueba: Xp>5Xn; Valor limite =2Xn

El valor de corte se establece en funcion de la media del control negativo considerando como
positivos aquellos sueros que presenten un valor de densidad dptica mayor o igual a dos veces
la media del negativo. La validez del sistema se establece por la relacion de la media de los

positivos y los negativos la cual debe ser igual o mayor de 5.

IMPORTANTE: Un resultado negativo a la presencia de IgM contra dengue no excluye la
posibilidad de exposicion anterior a este virus por lo que en caso de sintomas clinicos

compatibles, se recomienda probar una nueva muestra varios dias después.
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Almacenaje v Estabilidad:

Cuando no se encuentran en uso, los reactivos deben almacenarse a una temperatura de 2 a 8°
C. Los reactivos y placas asi conservadas tendran una estabilidad garantizada durante 6 meses.

Verifique la fecha de expiracion reflejada en las etiquetas antes utilizar el Kit.

Medidas de Bioseguridad:

Al manipular sueros humanos para su testaje mediante la prueba deben observarse las
precauciones requeridas para evitar infecciones por el virus de la Inmunodeficiencia humana

(VIH), Hepatitis B u otros agentes similares.
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SISTEMA ULTRA MICRO ELISA PARA LA DETECCION DE
Acs Ig M AL VIRUS DENGUE (UMELISA-DENGUE)

El UMELISA-DENGUE es un analisis inmunoenzimatico heterogéneo, en su variante de
captura, en el cual se utiliza como fase solida una placa de ultramicroELISA (10 microlitros
por pocillo) revestida previamente con anticuerpos contra [gM humana.

Las muestras se incuban por duplicado en los pocillos de la placa y la IgM presente en el
suero se fijard a los anticuerpos de recubrimiento. A continuacion, previo lavado que
elimina los componentes no fijados, se afiade el antigeno especifico de Dengue (los 4
serotipos); seguido nuevamente de incubacion y lavado. A continuacion se afiade un
anticuerpo monoclonal de raton contra virus Dengue conjugado con fosfatasa alcalina. En
caso de reaccidon positiva, este anticuerpo marcado se unird al complejo formado
previamente sobre la fase solida. Un nuevo lavado de la placa eliminara el conjugado en
exceso. Al anadirse un sustrato fluorigénico, este sera hidrolizado y la fluorescencia emitida

permitira detectar la presencia de anticuerpos IgM especificos contra el virus Dengue.

El sistema UMELISA-DENGUE esta compuesto por los siguientes elementos:
* Lector SUMA

* Paquete de Programas UMELISA-DENGUE
* Multipipeta ERIZO

* Juego de accesorios de laboratorio SUMA

La técnica detallada aparece en el prospecto adjunto al Kit Comercial
"UMELISA-DENGUE"
Para la deteccion de anticuerpos IgM

al virus Dengue
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AuBiODOTTM IgM anti-Dengue 96 pruebas

Sistema diagnostico visual para la deteccion de anticuerpos IgM contra el virus del
Dengue basado en el uso de anticuerpos monoclonales

CARACTERISTICAS PRINCIPALES

El AuBioDOT" IgM anti-Dengue es un inmunoensayo que usa un anticuerpo monoclonal conjugado con
oro coloidal y amplificacion con reveladores de plata, para la deteccion en suero de anticuerpos IgM contra el
virus del Dengue (IgM anti-Dengue) en pacientes con 5 o mas dias de evolucién de la enfermedad.

El sistema emplea anticuerpos y antigenos que aseguran una buena sensibilidad y especificidad del sistema,
seglin estudios realizados con paneles de muestras positivas y negativas, caracterizadas mediante técnicas
inmunoenzimaticas.

El AuBioDOT" IgM anti-Dengue es un sistema especialmente desarrollado para la operacién manual y
lectura visual de los resultados, por lo que su empleo es recomendable para:

El diagndstico serologico de infeccion por el virus Dengue en diferentes niveles de salud que realicen una
vigilancia activa, principalmente en 4reas con condiciones minimas de laboratorio

Para el diagnostico rapido a virus dengue en caso de brotes y/o epidemias.

PRINCIPIO DEL METODO

El inmunoensayo consiste en el uso de soportes de poliestireno blanco opaco con excavaciones circulares,
sensibilizadas con un anticuerpo IgG que tiene selectividad por anticuerpos del tipo I[gM humanos.

Las muestras son incubadas en dichas
excavaciones y los anticuerpos IgM
presentes en la muestra se fijaran a la fase _ i

solida.. Después del lavado del exceso de ) >_
los reactivos, se aiade una preparacion de 4 + — /

antigenos de dengue los cuales serdn | pocigia [ I5min Anticuerpo inmovilizado
reconocidos  especificamente  por los | sensibilizada JrempEE A en la fase solida
anticuerpos IgM de los individuos enfermos } < .
Después del lavado del exceso de los

reactivos, se aflade un anticuerpo conjugado >— .

con oro coloidal dirigido contra los 7 — / >-‘
antigenos. Después de la incubacion las tiras | Anticuerpo inmovilizado Antigenos 15 min tigeno inmovilizado
son lavadas y la reaccion es finalmente R R Ve en la fise solida
amplificada por la adicion de reveladores -
fisicos basados en iones de plata,
produciéndose in situ reacciones coloreadas >—.+ )— — / I:—()")'
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PRESENTACION

Sistema para 96 determinaciones cualitativas, compuesto por:

1 bolsa metalica conteniendo una placa de poliestireno blanco opaco sensibilizada con un anticuerpo
monoclonal. Cada placa puede dividirse en tiras de 8 determinaciones.

1 frasco con 3 mL de tampon de dilucion del conjugado.

1 frasco con 0,3 mL del Conjugado del anticuerpo monoclonal - oro coloidal. Este frasco contiene
conjugado liquido para diluir 10 veces con tampon de dilucion del conjugado.

6 bulbos con la mezcla de antigenos liofilizados

1 frasco (rétulo negro) con 1,4 mL de Solucién Amplificadora (reactivo A del revelador fisico).

1 frasco (rétulo blanco) con 1,4 mL de Solucion Iniciadora (reactivo B del revelador fisico).

1 frasco con 0,3 mL de Suero de Control Negativo listo para usar no reactivo para IgM anti-Dengue,
AgsHB, anti HCV, anti HIV, VDRL.

1 frasco con 0,3 mL de Suero de Control Positivo listo para usar (inactivado por calor, no reactivo para
AgsHB, HCV, anti HIV, VDRL).

1 plastico con 9,55 g de Sales mezcladas, en cantidad para reconstituir tampon de lavado PBS en 500 mL de
agua destilada. La solucion tampon contiene azida de sodio como preservativo.

1 vial con 0,5 mL de Tween-20.

MATERIALES ADICIONALES REQUERIDOS

Agua destilada para la reconstitucion del Tampon de lavado.

Micropipetas automaticas y puntas desechables para dispensar volimenes de 20; 100; 500 pL
respectivamente.

Papel de filtro para el secado de las tiras.
Viales o tubos para preparar el volumen exacto del revelador fisico a utilizar.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Los componentes del sistema AuBioDOT" IgM anti-Dengue en su forma original de presentacion,
mantienen la estabilidad hasta la fecha de vencimiento impresa en el envase, si son debidamente conservados
de2a8’C.

No congelar ninguno de los componentes. Mantener las placas de poliestireno bien cerradas todo el tiempo y
junto a la bolsa de gel de silice. Antes de comenzar la prueba deje que los reactivos alcancen la temperatura
ambiente para evitar la condensacion.

OEI conjugado reconstituido mantiene la maxima actividad bioldgica hasta 30 dias, si es conservado de 2 a 8

C.

PRECAUCIONES Y RECOMENDACIONES

Evite tocar con los dedos los pocillos de las placas. Todos los componentes de la sangre y materiales
bioldgicos deben ser considerados como potencialmente infecciosos, por lo que debe tomarse precaucion
durante la manipulacion de los mismos. Es recomendable usar guantes durante la realizacion de la prueba.
Las muestras deben ser frescas y estar libres de particulas extrafias y contaminantes por lo que se aconseja
previa centrifugacion. Evite la contaminacion entre los reactivos usando puntas diferentes para cada uno.

e Si se desean archivar las tiras plasticas o las placas como registro permanente de los resultados, se
recomienda una inmersion previa de las mismas en una solucion alcohoélica al 70 % .

No mezcle los reactivos de diferentes lotes y no utilice reactivos vencidos.

La azida puede reaccionar con el cobre o el plomo utilizado en determinadas tuberias y formar sales
explosivas. Aunque las cantidades utilizadas en este juego son pequefias, cuando se deseche material que
contenga azida deber eliminarse con abundante agua.

INSTRUCCIONES PARA EL USO

A) PREPARACION DE REACTIVOS:
Placas sensibilizadas: Evitar el contacto de los dedos con las areas circulares sensibilizadas con el
anticuerpo.
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¢ Conjugado Anticuerpo monoclonal - oro coloidal: En dependencia del nimero de muestras a estudiar
debera hacerse una dilucion previa de 1/10 del conjugado 10X en tampoén de dilucion del conjugado.

No. de ensayos Vol. de conjugado (ul)  Vol. de diluente (ul)

16 35 315
24 50 45

48 100 900
72 150 1350
96 200 1800

e Tampoén de lavado: Preparar el tampon PBS - Tween 20, mediante disolucion de las sales contenidas en el
frasco de Sales Mezcladas en 500 mL de agua destilada. Adicionar posteriormente el reactivo Tween-20,
enjuagando repetidas veces el vial hasta la completa disolucion del contenido. Conservar de 2 a 8°C hasta su
uso.

e Muestras: Se utilizaran muestras frescas, puras y previamente centrifugadas.

o Antigenos: Reconstituir el bulbo en 0,4mL de agua destilada. Después de reconstituida la preparacion
antigénica queda lista para ser usada.

¢ Revelador: El volumen exacto de revelador fisico debe ser preparado al momento de su empleo, en el paso
de la amplificacion argéntica de la reaccion. La preparacion del revelador debera hacerse en un tubo limpio y
se deben usar puntas plasticas diferentes para cada solucion.

No. de ensayos Vol. de solucion A (ul)  Vol. de solucion B (ul)

16 170 170
24 250 250
48 500 500
72 730 730
96 1000 1000
B) PROCEDIMIENTO

1.- PRELAVADO DE LAS LAMINAS.
Sumerja las placas a utilizar en tampén de lavado por 5 min, para eliminar el preservativo.
2.- INCUBACION DE LAS MUESTRAS.

Colocar 20 pL de las muestras y los controles sobre las correspondientes areas de

reaccion. Incubar durante 15 min a temperatura ambiente y en camara humeda.

3.- LAVADO.
Eliminar previamente el exceso de reactivos mediante abundante goteo o enjuague

directo de las placas con agua. Transferir las mismas a un recipiente adecuado que
contenga la solucion de lavado, para continuar el lavado durante 5 min a temperatura
ambiente, o hacer cuatro lavados usando un frasco lavador. Eliminar el exceso de
liquido invirtiendo y golpeando la placa ligeramente contra un papel de filtro, evitando

el contacto con la areas de reaccion.

4.- INCUBACION CON LOS ANTIGENOS
Colocar 20 pL de los antigenos sobre las correspondientes areas de reaccion. Incubar

durante 15 min a temperatura ambiente y en camara humeda.

6.- LAVADO.
Repetir las operaciones de lavado como en el paso 3.

7.- INMUNOTINCION.

Colocar 20 pL del conjugado diluido sobre cada area de reaccion e incubar durante 15 min a temperatura
ambiente y en camara himeda.

8.- LAVADO.
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Repetir las operaciones de lavado como en el paso 3.
9.- AMPLIFICACION ARGENTICA.
Depositar 20 pL de la mezcla reveladora. Incubar durante 10 min (temperatura ambiente y caAmara hiimeda).
10.- LAVADO.
Eliminar el exceso de reactivos mediante suficiente goteo o enjuague directo de las placas con agua destilada.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados son interpretados directamente por simple inspeccion visual sobre las areas de reaccion.

La muestra se considera REACTIVA cuando se produce in situ una coloracién pardo claro a oscuro, que
abarca toda el area circular de reaccion. La intensidad de la coloracion dependera de la concentracion de
anticuerpos presentes en las muestras.

La muestra se considera NEGATIVA cuando no evidencia sefiales de coloracion respecto a la textura blanca
de la superficie solida. Si alguna muestra presenta efectos muy débiles de coloracion de fondo, la intensidad
de la misma, visualmente comparada, debe ser igual o menor al control negativo correspondiente. Para
muestras con resultados dudosos, se recomienda repetir la prueba con otro suero del paciente con mas dias de
evolucion de la enfermedad.
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DETECCION DE ANTiIGENO A DENGUE MEDIANTE UN ELISA DE
AMPLIFICACION BIOTINA-ESTREPTAVIDINA (ELISA-BE)

La deteccion directa del virus dengue en muestras de suero mediante sistemas
inmunoenzimaticos, es una alternativa util para el diagnostico temprano de la enfermedad.
Se han desarrollado algunos sistemas que incluyen la amplificacion mediada por biotina-
estreptavidina , la cual permite establecer un método de alta sensibilidad y especificidad,
lograndose esto ultimo, al incluir el uso de anticuerpos monoclonales .

SUSTRATO

o O

ESTREPTAVIDINA-
X PEROXIDASA

ACM ANTI-COMPLEJO
DENGUE-BIOTINA

- SUERO

— IGS HUMANAS ANTI-DENGUE

Materiales:

Placas de poliestireno Maxisorb (NUNC), constituidas por 12 tiras de 8 pozos cada una.

e Inmunoglobulinas humanas anti-dengue Pool de sueros humanos conteniendo
anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion con titulos mayores o iguales a 1/1280
contra los virus del complejo dengue, precipitados por el método del sulfato de amonio
y determinada su concentracion mediante la lectura de DO a 280 y 260 nm.

e Anticuerpo monoclonal anti-complejo dengue conjugado con biotina

e Conjugado estreptavidina peroxidasa (Amersham)

e Buffer de Recubrimiento (coatting) 0,05 M pH 9,5

Carbonato de sodio (Na,COs) anhidro 1,59g; Bicarbonato de sodio (NaHCO;) 2,93g.

Disuelva en 1L de agua destilada. Ajuste pH si es necesario. Duracion méaxima de 15 dias.

Mantener a 4°C.

e PBS-Tween (PBS-T) pH 7,4
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Cloruro de sodio (NaCl) 8g; Cloruro de potasio (KCl) 0,2g; Fosfato monobasico de potasio
(KH,POy) 0,2g; Fosfato dibasico de sodio anhidro (Na,HPOy,) 1,2g.

Disuelva en 1L de agua destilada y agregue 0,5 mL de Tween-20. Mantenerlo a

temperatura ambiente.

Fosfato-citrato 0,05M pH 5:

Acido citrico 5 ,1g; Fosfato dibasico de sodio anhidro 7,47g.

Disuelva en 1L de agua destilada. Ajuste pH a 5.

Ortofenilendiamina (OPD)
Peréxido de hidrogeno (p.a.) 100 vol/ 30%

Albumina bovina sérica fraccion V (ABS) al 3%

3 g de ABS en 100ml en buffer de recubrimiento (coatting). Prepararlo al momento de ser

usado.

Sustrato

25 mL de buffer fosfato-citrato; 10mg de OPD + 10ul H,O,. Proteger de la luz.

Método:

Adsorber en placa de poliestireno Igs humanas anti-dengue en buffer carbonato /
bicarbonato pH 9,5 a una concentracion de Sug/ml (100uL por pozo). Dejar las placas
en camara humeda tapada toda la noche a 4° C. Se necesita un volumen de 10 mL por
placa.

Vaciar el contenido de las placas y hacer un bloqueo con 150uL en cada pozo de la
solucion de ABS al 3% en buffer Carbonato/Bicarbonato. Incubar a 37°C por 1 hora.
Volumen total de 15 mL por placa.

Lavar las placas 3 veces con PBS-T.

Agregar 100uL de una dilucién de la muestra de suero 1/20 en PBS-T. Se incluira un
control negativo por cuadruplicado y uno positivo por duplicado. Incubar la placa 2
horas a 37°C.

Lavar 3 veces con PBS-T.

Agregar 100uL por pozo del AcM conjugado a Biotina diluido 1/500 en PBS-T + 2%
de STF. Incubar a 37° C por 1 hora.

Lavar 3 veces con PBS-T.
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Afadir 100 uL por pozo del conjugado estreptavidina-peroxidasa diluido 1/2000 en
PBS-T + 2% de STF. Dejar incubando 1 hora a 37°C.

Lavar 3 veces con PBS-T.

Anadir el sustrato 100ul por pozo. El sustrato debe ser preparado unos minutos antes
de su utilizacion. Esperar 30 minutos de reaccion.

Detener la reaccion agregando 100 uL de 4cido sulfurico al 12,5 % en cada pozo.

Determinar los valores de densidad optica a 492nm en un lector Micro-ELISA.

Valor de corte (VC): Se calculard la media de las DOs y desviacion estandar del control

negativo, estableciéndose como VC= la media de las DO + 3 veces la desviacion estandar.

Toda muestra que tenga un valor de DO mayor o igual al VC sera considerada positiva.
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SDS-PAGE / Western Blot.

El blotting de proteinas fue originalmente descrito en 1979 como resultado de las técnicas

de 4cido nucleico; recibiendo la designacion de Western Blot (WB) en 1981.

Esta técnica ha permitido que las proteinas corridas por electroforesis se encuentren
accesibles al analisis a través de la reaccion con anticuerpos o antisueros, lo cual ha tenido

aplicacion clinica e investigativa.

En nuestro laboratorio la técnica de WB fue normalizada para observar la respuesta de los
sueros, tanto de infeccion primaria como secundaria, ante las proteina de los virus dengue.
De esta forma hemos podido apreciar diferencias en cuanto a cantidad de proteinas que
reconocen los sueros de infeccion primaria y secundaria, asi como la intensidad de la

respuesta.

El principio de la técnica esta basado en la transferencia de las proteinas separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de duodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE, Laemmli, 1970) a una membrana de nitrocelulosa. Luego de la transferencia, las
membranas son tefiidas para chequear la eficiencia de este proceso (el colorante empleado
es Rojo Ponceau S). Una vez eliminado el colorante la membrana debe ser bloqueada con
leche para prevenir las uniones inespecificas. Los polipéptidos transferidos pueden ser
identificados usando anticuerpos que se unen a ellos y el complejo antigeno-anticuerpo es
reconocido por un segundo anticuerpo que es conjugado con peroxidasa de rdbano picante.
Las proteinas pueden ser localizadas segun su peso molecular utilizando los marcadores
moleculares de proteinas (Rainbow ', Amersham) o pueden ser identificadas por
anticuerpos monoclonales segun la disponibilidad. La actividad de la enzima es visualizada
luego de una incubacion de la membrana con un sustrato cromogeno apropiado, el cual
proporciona color a una producto insoluble en la membrana. De esta forma queda

identificado el complejo antigeno- anticuerpo.



Materiales:

/
°

7
°

*.
°

Tampon separador:

Ajustar pH 8.8 con HCl

Enrazar a 250 mL

Tampon concentrador:

Ajustar pH 6.8 con HCl

Enrazar a 250 mL

Acrilamida-Bisacrilamida:

Acrilamida ----------- 73 g
Bisacrilamida -------- 2g
Amberlite HB1------- 25¢g
Enrazar a 250 mL

Agitacion toda la noche a 4°C en oscuridad.

Filtrar para eliminar el amberlite.

Tampon muestra:

Tris-HCI pH 6.8 (1M) -----------—-- 6.2 mL
Solucion Bromofenolazul 1% ----- 1 mL
Glicerol 10 mL
H,O destilada 2.8 mL
Tampoén de Corrida:

Tris 3g

Glicina --------------- 144 ¢
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Completar a 1 L con H,O destilada.

Tampon de Transferencia:

Tris 303 ¢g
Glicina -------------- 144 g
Metanol ------------- 100 mL

Completar a 1 L de H,O destilada.

Solucién Rojo Ponceau S:
Rojo Ponceau ------------ 05¢g

Acido acético glacial --- 1 mL

Completar a 100 mL con H,O destilada.

Solucidn de lavado:

Diluir en Solucion de lavado.

Sustrato:

4-cloro-1-naftol

Diluirlo en 5 ml de Metanol

3.3 diaminobenzidina-tetrahidroclorhidrico

Diluirlo en 40 mL de PBS 1X.

Mezclar ambos y adicionar 25 pL de perdxido.
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Procedimiento:
Preparacion del material:

Se cosechan cepas de los 4 serotipos en frascos Roller correspondientes, con monocapa de células
confluentes Vero, una vez que el efecto citopatico sea del 70 % se procede a la preparacion del
antigeno de trabajo segun Figura 1. La fraccion seleccionada serd la que contenga las proteinas

NS5, NS3, NS1, E, PreM y C.

SDS-PAGE.
> Preparacion del gel de acrilamida separador al 10%:

Mezclar los reactivos en el siguiente orden:

Tampon separador pH8.8 -------- 9mL
Acrilamida-Bisacrilamida -------- 8mL
H,O destilada 7mL
Persulfato de amonio 10% ------- 60uL
TEMED 30uL

Una vez adicionado a la camara y polimerizado se adiciona el gel concentrador.

% Preparacion del gel concentrador:

Tampon concentardor pH6.8 ----3.1 mL

Acrilamida-bisacrilamida--------- 1.9 mL
H,O destilada TmL
Persulfato de amonio 10% ------- 60uL

TEMED 30uL
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Una vez polimerizado el gel, se procede a la corrida electroforética en presencia de tampon
de corrida, preparandose la muestra con la union del antigeno y el tampoén de muestra
(100uL de la fraccion y 300uL del tampon) y previo calentamiento durante 2 min. a 80°C.
Se adiciona por cada pozo entre 15-20uL de la mezcla calentada e igual volumen en un
pocillo del marcador molecular Raibow™, aplicando una corriente constante de 100 mA

durante 1h.
3.Western Blot:

Equilibrar los papeles de filtro, membrana de nitrocelulosa y gel de poliacrilamida 15 min.

antes en tampon de transferencia.
- Colocar en el equipo de transferencia en este orden:
a) 8 papeles de filtro
b) membrana de nitrocelulosa
c) gel de poliacrilamida corrido
d) 8 papeles de filtro.
- Aplicar corriente constante de 85 mA por gel durante 1h.
- Colocar la membrana en solucion Rojo Ponceau S durante 15 min.

- Retirar la solucion y lavar la membrana con H,O destilada hasta vizualizar bandas de
proteinas (una vez que se verifique la eficiencia de la transferencia se sigue lavando con

H,O destilada hasta que desaparezca de la membrana la coloracion rojiza).

- Colocar la membrana en solucion bloqueadora durante 1h en agitacion a

temperatura ambiente (TA).

- Retirar solucion bloquedora e incubar con los sueros (dilucion de trabajo a partir de 1/50
con PBS-Ty-leche) y como controles un liquido ascitico hiperinmune de ratdén (control
positivo) diluido 1/100 y un suero humano negativo a dengue diluido 1/50 durante 1h en

agitacion a TA.

- Lavado de la membrana con PBS-T,,.Un lavado répido y 3 lavados de 10 min. en

agitacion a TA.



83

Incubar membrana con conjugado humano (anti Ig humana-peroxidasa, Amersham) y
conjugado anti-raton (anti Ig raton —peroxidasa, Amersham) diluidos 1/2000 y 1/1000 con

PBS-Tyo-leche, respectivamente segiin corresponda, durante 1h en agitacion a TA.
Lavado de la membrana similar al anterior.

Adicionar sustrato para revelar e incubar durante 5 min. en agitacion a TA.
Detener la reaccion con H,O destilada.
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CENTRIFUGACION
3000 rpm, 4° C, 30 minutos

CELULAS
Congelar (N,liquido)
descongelar (37° C) 8 veces
CENTRIFUGACION
3000 rpm, 4° C, 30 minutos
SOBRENADANTE — SOBRENADANTE RESTOS

CELULAT@S 1]

CENTRIFUGACION CONGELAR
10 000 rpm, 4° C, 40 minutos (-70°C)
PRECIPITADO|2] SOBRENADANTE

CONGELAR PRECIPITAR TODA LA NOCHE
(-70°C) (7% PEG y 2 % NaCl)

CENTRIFUGACION

15 000 rpm, 4° C, 40 minutos

/N

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(Resuspender PBS 1X) (Descartar)

CENTRIFUGACION
10 000 rpm, 4°C, 5 minutos

/ N

PRECIPITADO SOBRENADANTE

y



