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La OMS declaroé la infeccion por el virus del Zika (ZIKV) como una emergencia de salud
publica. El ensayo de formacion de foco (FFA) es un método para cuantificar particulas
infecciosas usando una monocapa de células. Los anticuerpos monoclonales especificos
contra la proteina no estructural (NS) -1 de ZIKV pueden usarse para identificar
intracelularmente, el numero absoluto de células infectadas. Nuestro objetivo era
desarrollar un protocolo para la cuantificacién de particulas de ZIKV por FFA. Crecimos
células Vero-76 que se infectaban con ZIKV. Una vez fijadas, agregamos anticuerpos y
cromégenos. Las células tefiidas se contaron con un microscopio o6ptico invertido.
Primero, determinamos el momento 6ptimo de infeccién necesario para detectar el mayor
numero de células infectadas. Posteriormente, probamos la confluencia de la monocapa
celular en el momento de la infeccion. A continuacién, verificamos la mejor concentracion
del anticuerpo primario. Finalmente, agregamos Brefeldin A después de la infeccion para
ver el efecto de la inhibicion del transporte de proteinas a través del recuento de células
infectadas y la calidad de la tincidn. Las células infectadas con ZIKV podrian identificarse
mejor después de 24 hpi, las monocapas celulares al 70% de confluencia muestran
mejores resultados. Ni el uso de una concentracion de [10.5 pg / ml del anticuerpo
primario, ni agregar Brefeldina A después de la infeccion mejoré la calidad de tincion de
las células infectadas. Desarrollamos un protocolo para cuantificar particulas infecciosas
de ZIKV usando células Vero- 76 para FFA. El ZIKV ahora puede estudiarse localmente
utilizando modelos de cultivo celular.
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ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

The WHO declared Zika virus (ZIKV) infection a public health emergency. The focus
formation assay (FFA) is a method of quantifying infectious particles using a monolayer of
cells. Specific monoclonal antibodies against the non---structural protein (NS) ---1 of ZIKV
can be used to identify intracellularly, the absolute number of infected cells. Our goal
was to develop a protocol for the quantification of ZIKV particles by FFA. We grew Vero---76
cells that were infected with ZIKV. Once fixed, we add antibodies and chromogens. The
stained cells were counted with an inverted light microscope. First, we determine the optimal
time of infection necessary to detect the largest number of infected cells. Subsequently, we
test the confluence of the cell monolayer at the time of infection. Next, we verify the best
concentration of the primary antibody. Finally, we added Brefeldin A after infection to see the
effect of inhibiting protein transport through infected cell count and quality of staining. Cells
infected with ZIKV could be better identified after 24 hpi, cell monolayers at 70% confluence
show better results. Neither the use of a concentration of 0.5 ug / ml of the primary antibody,
nor the addition of Brefeldin A after infection improved the quality of staining of infected cells.
We developed a protocol to quantify infectious ZIKV particles using Vero---76 cells for
FFA. ZIKV can now be studied locally using cell culture models.
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RESUMEN

Introduccion: El virus del Zika (ZIKV) codifica una Unica proteina que posteriormente
se procesa en tres proteinas estructurales y siete proteinas no estructurales, de las
ultimas la NS1 es la proteina que mas se secreta al espacio vascular y sirve como
marcador de infeccion viral. Luego de los brotes de 2013 y 2015 el ZIKV por su
relacion con microcefalia, sindrome de Guillain-Barré (SGB) y mielitis aguda es
declarado por la OMS como una emergencia de salud publica. Por esto, aumentaron
el nimero de investigaciones y se vio la necesidad de conocer el nimero de
particulas infectantes de los stocks usados en diversos experimentos, para lo cual
se utilizan diversas técnicas de laboratorio, en nuestro caso se va a utilizar el ensayo
de formacién de foco, método que utiliza una monocapa de celulas que posterior a
la infeccion viral se fijan y marcan con anticuerpos especificos contra las proteinas
virales, para luego ser tefiidos y contados.

Objetivo: Desarrollar un ensayo de formacion de foco para identificar particulas
virales infectantes de Zika

Materiales y métodos: Se cultivaron celulas vero-76 en placa de 96 pozos con medio
completo, las celulas fueron infectadas con ZIKV-PR y/o U, fijadas y permeabilizadas
con metanol absoluto a -70°C, se agregoé el anticuerpo primario, posteriormente el
anticuerpo secundario acoplado a biotina, la estreptavidina- peroxidasa y el
cromdgeno 3-amino9-etilcarbazol, para posteriormente detener la reaccidén con agua
destilada y contar en microscopio de luz invertido. Se evalué la confluencia de la
monocapa y el tiempo de incubacién de infeccidn del virus, probandose de 6, 12, 24
y 48 horas, el anticuerpo monoclonal primario se prob6 el MAb 644 y 130 a diferentes
concentraciones (0.3 pg/mL, 0.5 pg/mL,1 pg/mL y 2 pg/mL) y por dltimo la respuesta
al inhibidor de la secrecion celular brefeldin A.

Resultados: Las celulas infectadas por ZIKV se lograron identificar en monocapa de
celulas Vero 76 cultivadas en placa de 96 pozos hasta confluencia del 70%, al
momento de la infeccién con el virus, para lograr confluencia del 100% a las 24h de
incubacion viral, tiempo propicio para contar los focos de células e impedir la
formacién de cumulos de células infectadas. El anticuerpo monoclonal primario mas
apropiado para el ensayo es MAb 644 a 0.5 pug/mL. Ni el uso de concentraciones =
0.5 pg/mL de anticuerpo primario, ni de Brefeldin A mejoré el conteo de las células
infectadas. El nimero de focos contados por ml en nuestro Stock es a dilucién de 10-
35,08 log 10

Conclusiones: Desarrollamos un protocolo para cuantificar particulas infectantes de
ZIKV usando células Vero-76. El ZIKV ahora puede estudiarse en nuestra region
utilizando modelos de cultivo celular.

PALABRAS CLAVE: Arbovirus, virus Dengue, virus Zika, Ensayo de formacion de
foco, unidad formadora de foco



ABSTRACT

Introduction: Zika virus (ZIKV) RNA viral genome encodes three structural proteins
and Seven Non-Structures Proteins (NS). NS1 is the protein that is most secreted
into the vascular space and serves as a marker of viral infection. WHO declares it as
a public health emergency because it was related with Microcephaly, Guillain-Barré
syndrome (GBS). The number of investigations about ZIKV increases; various assays
and laboratory techniques are used. In our case, the focus forming assay will be used.

Objective of the study: The aim is to develop a protocol for the quantification of Zika
viral titers through focus forming essay.

Brief materials and methods: The focus forming assay is performed in Vero 76 cell
monolayer at a 70% confluence in 96-well plate were inoculated in 10-fold serial
dilutions with 2% FBS medium at a final volume 0.1ml. Viral absorption time was 6,
12, 24 and 48 hours at 37 ° C according to experiment. The medium is removed. It is
incubated with BFA at 0.1 pg/mL for 12 or 6h according to the experiment. The cells
were fixed for 30 minutes at room temperature with ice-cold absolute methanol. ZIKV
foci were labeled with Mab 130 or 644 and a secondary antibody Anti-Mouse 1gG
made in goat conjugated to biotin. Foci were stained using streptavidin peroxidase
and AEC. They were counted on inverted optical microscope.

Results: In this work, Mab 644 obtained better contrast and definition in light
microscopy. Said antibody was tested at different concentrations obtaining the
following medians: 11, 12, 5 and 5 FFU at 0.3, 0.5,1 and 2 pg/mL respectively.
Consequently, with Mab 644 at 0.5 pug/mL with different viral absorption times,
obtaining that: 6 and 12h undetectable focus, 24h: detectable focus. Then carried out
using the brefeldin A (BFA) with the following results at 10-3, BFA-free: 5,08 log 10,
10-4: 5,54 log and with BFA 4,9 log 10.

Conclusion: We concluded that the most adequate are cellular confluence at 70%,
time for viral absorption is 24 hours. Mab 644 at 0.5 ug/ml is the antibody that better
contrast and definition by optical microscopy offered. The BFA modifies the
background noise facilitating the identification of the foci.

KEY WORDS: Arbovirus, Dengue virus, Zika virus, Focus forming assay, Focus
forming Unit.



INTRODUCCION

Flavivirus es un género de virus que pertenece a la familia flaviviridae, los cuales
poseen una envoltura, una nucleocpside icosaédrica y cuyo material genético se
compone de una unica cadena de acido ribonucleico (ARN) de polaridad
positiva(1,2). Pertenecen a este género virus como el de la fiebre amarilla (YFV), el
virus del dengue (DENV) y el virus del zika (ZIKV)(3).

El ZIKV fue descubierto en el bosque Zika en Uganda, después de identificar el
desarrollo de fiebre sobre ejemplares de macacos Rhesus(4). En 2013, ZIKV generé
un nuevo gran brote de 28,000 casos en la Polinesia Francesa, en donde se
comenzaron a ver asociaciones post-infeccion como sindrome de Guillain-Barre y
pardlisis (5). En 2014, ZIKV se propago a Brasil y otros paises suramericanos como
Paraguay, Venezuela y Colombia, donde cre6 una emergencia por su muy rapida
diseminacién en el continente (~1 afio), el reporte de muertes a causa de este virus,
multiples nuevas formas de transmisién, y transmision congénita del virus, la cual
dio lugar a recién nacidos que presentaban artrogriposis, microcefalia, ceguera,
sordera y otras malformaciones del sistema nervioso central y 6seo, generando
resultados fatales en muchos casos, incluidos el aborto y la muerte fetal, o la
supervivencia con un alto grado de deficiencia cognitiva y fisica(6).

El genoma del ZIKV codifica para una Unica proteina que posteriormente se procesa
en tres proteinas estructurales que son la capside (C); la membrana precursora
(prM); la proteina de la envoltura (E); y siete proteinas no estructurales (NS): NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. La NS1 es muy similar a la de otros
flavivirus (2), también, se le ha implicado en la evasion inmune y en la respuesta de
anticuerpos protectores, ademas de ser el principal marcador antigénico de la
infeccion viral y se ha sugerido como un biomarcador para la deteccion temprana
de la infeccion viral(2,7).

Las células vero son una linea de células epiteliales aisladas del rifion de un mono
verde africano, y son de gran importancia, ya que tienen un rango de usos bastante
grande, en especial para estudios de virus ya que poseen una delecion genética a
los genes productores de interferones tipo | que son clave en la respuesta
antiviral(8,9).

El ZIKV puede ser estudiado a través de diversas técnicas y ensayos, en este
proyecto se utilizo el FFA (sigla del inglés focus forming assay: “Ensayo de formacién
de foco”), util para medir particulas infectantes de niumeros virus; el cual a partir de
una monocapa de células y posterior a la infeccion y absorcion viral, se marcan las
proteinas virales con anticuerpos primarios y secundarios que posteriormente son
tefidos mediante técnicas inmunocromatograficas o inmunofluorescencia para su
conteo (10). Dicho ensayo nos permite la identificacién de las particulas infectantes
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de Zika que hay en el stock almacenado en el laboratorio de infeccion e Inmunidad
(I&l). En la literatura hay pocos protocolos acerca de este tipo de ensayo, que entre
sus ventajas se encuentra su menor tiempo para desarrollarlo. También es
importante conocer la cantidad de virus para la realizacién de multiples estudios (10).

Se disefi6 un protocolo de FFA a partir de modificaciones en las variables confluencia

celular, clon de anticuerpo primario y su concentracion, y tiempo de incubacion del
virus hasta encontrar los valores éptimos para el correcto desarrollo del ensayo.
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1. JUSTIFICACION

El primero de febrero del 2016 la OMS declaré la epidemia de ZIKV en las américas
como una emergencia publica de interés internacional(19). En nuestro pais, con la
epidemia se registraron aproximadamente 105,000 casos entre agosto del 2015 y
noviembre del 2016, de los cuales 20,000 eran mujeres en embarazo, poblacion de
muy alto riesgo por el aumento en el riesgo de desarrollo de microcefalia y otras
malformaciones del sistema nervioso central(20), pero este riesgo sigue latente,
debido a que somos una poblacion endémica con 109 casos reportados hasta
semana epidemiolégica 16 de 2020 segun el INS(21).

Por tal motivo se han desarrollado multiples formas de estudiar dicho virus,
abordando entre ellas la cuantificacion de las particulas virales; actualmente la
mayoria de los protocolos que se han publicado para dicho fin son por medio de
PFA(13,16), que es un ensayo mucho mas costoso y su tiempo de realizaciéon es
mayor al de su homologo el FFA(11). El FFA se encuentra en la metodologia de
diversos articulos, donde sirve para la cuantificacion del inoculo utilizado en la
infeccion de tejidos tanto humanos como no humano e incluso algunos animales
vivos (14,22,23), sin embargo, detalles precisos de su protocolos de realizacién no
son dados.

En la literatura hay pocos articulos que describen el protocolo del FFA de ZIKV
(11,14,24), ninguno de investigadores colombianos. Esto conlleva a una menor
comprension de este virus en cuanto a fisiopatologia, mecanismos de virulencia y
afeccion poblacional.

Por este motivo, es importante el poder desarrollar un protocolo para la realizacion
de experimentos en los que se necesita tener el inoculo viral debidamente medido
mejorando asi el estudio del virus, ademas el desarrollo de un sistema de cultivo de
células infecciosas de ZIKV reproducible y efectivo es critico para estudiar los
mecanismos moleculares de la replicacion de ZIKV, y es el primer paso para lograr
el desarrollo de medicamentos y vacunas efectivos.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los afios 2015 — 2016 se presentd una epidemia por ZIKV en Colombia que
implicé un aumento de prevalencia de Sindrome de Guillain-barre, paralisis, recién
nacidos que presentaban artrogriposis, microcefalia, ceguera, sordera y otras
malformaciones del sistema nervioso central y éseas, generando aborto y muerte
fetal, o la supervivencia pero con un alto grado de deficiencia cognitiva y fisica (6),
lo que generd una preocupacion entre la comunidad cientifica de querer entender
con mayor profundidad su fisiopatologia, mecanismos de virulencia y afeccion
poblacional (17).

Para el estudio del ZIKV actualmente existen muchos métodos como el ensayo de
ELISA (acronimo del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: 'ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas'), PFA, métodos biomoleculares de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y uno usado en menor proporcion que es el
FFA Este ultimo consiste en un ensayo de cuantificacion viral donde se requiere una
Unica capa de células cultivadas, estas, se permeabilizan e incuban con un
anticuerpo contra alguna proteina viral. Un segundo anticuerpo (que reconoce el
primero) es afiadido, para que genere sefales en forma de cambio de coloracion..
Las células luego son observadas en el microscopio para contarlas (10,18).

Una caracteristica del FFA, es que tiene la capacidad de ponerse a prueba con virus
infectantes por su propiedad de poder medir la capacidad replicativa del virus (por lo
gue puede dar un dato cuantificable sobre la replicacién viral) el PFA que solo evalta
la capacidad del virus, de poder generar dafio y muerte celular. Ademas el FFA tiene
una duracién de realizacibn menor y es Gtil para cuantificar virus que no forman
placas. (11,18)

El estudio seré realizado en el laboratorio de investigacion en infeccion e inmunidad
(SFI&l) de la Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana de Neiva y busca
solucionar la falta de protocolos descritos en la literatura sobre el ensayo de
formacion de focos para el ZIKV, ya que esto disminuye la posibilidad de investigar
con mayor profundidad dicho virus, que ha sido denominado por la OMS como un
problema en salud publica y permitira entender con mayor profundidad su
fisiopatologia, mecanismos de virulencia y afeccion poblacional. Esto nos lleva a
preguntarnos ¢,Cual es la mejor forma de desarrollar un ensayo de formacién de foco
para identificar particulas virales infectantes del Virus Zika en el laboratorio de
infeccion e inmunidad de la Universidad Surcolombiana?
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3. ANTECEDENTES

En 2006, Payne et al (11) desarrollaron un ensayo de inmunofluorescencia indirecta
para la cuantificacion de flavivirus como alternativa al ensayo de formacion de placa
estandar. El ensayo se realizé con WNV, el virus de la encefalitis de San Luis (SLEV)
y DENV de los serotipos 1-4 en células vero. Los titulos virales se calcularon como
unidades de foco fluorescentes por ml. Concluyeron que el tiempo éptimo para
realizar el ensayo de formacién de foco por fluorescencia en células Vero fue de 24
h para WNV y de 48 h para SLEV y los cuatro serotipos DENV. Esto mostré una
diferencia importante en el tiempo requerido para completar un ensayo estandar de
placa con células Vero, que para estos virus varia entre 3 dias, para el WNV, y 11
dias, para el DENV-1.Por lo tanto, el ensayo de formacién de foco para
cuantificacion de virus es util para los virus cuyas placas se desarrollan lentamente.
El FFA para flavivirus fue validado por su exactitud, precision, especificidad y
robustez.

En 2016, un estudio realizado en Los Angeles (EE. UU.) por Contreras et al (12), se
presentd un protocolo que describe un sistema de cultivo ZIKV in vitro basado en
células de mamiferos para la produccion viral y el andlisis del crecimiento. Se
presentan detalles sobre la formacion de placas por el ZIKV en una monocapa celular
con una confluencia al 80% y el PFA (sigla del inglés plaque forming assay: “ensayo
de formacion de placa”)) para medir el titulo viral, mostrando que el efecto citopatico
(CPE) sobre las células es cercano del 30% al tercer dia, y se puede dividir la
densidad dividir en 1:4 permitiendo al cultivo continuar durante 4-5 dias adicionales,
Permitiendo asi final del séptimo dia, se puede observar un CPE completo.
Adicionalmente las células se pretrataron con varias citocinas durante 12 horas y
luego se infectaron con el virus Zika. El interferén tipo I, IFN-a, exhibié una fuerte
actividad antiviral contra el virus del Zika a dosis de 10 unidades internacionales (Ul),
100 Ul'y 1,000 UI. IFN-B demostré un potente efecto inhibidor también. El tipo Il IFN-
y también demostré actividad viral anti-Zika. Las citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6 no
inhibieron el ZIKV a las concentraciones de farmaco indicadas. Mostrando el
potencial que tiene para beneficiar enormemente a la comunidad de investigacion
estos hallazgos con el fin de poder dilucidar mas los mecanismos de la patogénesis
viral y la evolucién de la virulencia viral.

En 2017, Coelho et al (13) presentan métodos estandar para la propagacion,
titulacién y purificacion del ZIKV. Lograron purificar una alta cantidad de virus
cultivado en tres lineas celulares: C6/36, Vero y A549, medida por PFA. En este
caso, el alto rendimiento del virus purificado se obtuvo por purificaciéon a través de
un gradiente discontinuo de sacarosa, obteniendo el mayor rendimiento de la
progenie infecciosa ZIKV-AFR y ZIKV-BR a los 7 dias posteriores a la infeccion en
células C6 /36 (7 x 107 y 2 x 108 PFU / ml, respectivamente).
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En 2017, Hirsc et al (14) realizaron una investigacion en Macacos Rhesus adultos
con ZIKV, en donde utilizaron el FFA con diluciones seriadas del virus en células
Vero, se dej6 adsorber por 1 hora y se superpuso con carboximeticelulosa al 0.5%,
para 30 horas después fijar con paraformaldehido. Todo esto con el fin de cuantificar
la cantidad de virus a infectar que fue aplicado de manera subcutanea a dichos
primates, en donde se realizaron luego de varios dias de infeccién multiples estudios
para determinar viremia, cuadro clinico, anticuerpos neutralizantes y persistencia del
virus en diversos tejidos después de la muerte de dichos animales.

En 2018, Nikolay et al (15) desarrollaron un protocolo para la propagacion de cepas
brasilefias de ZIKV en células Vero y células de rifidn de hamster bebé (BHK) estas
tltimas tanto adherentes como en suspension; en donde se cuantific6 por PFA la
cantidad de virus producido y se confirmé con reaccién en cadena de la polimerasa
con transcriptasa reversa (RTq PCR) la cantidad de virus intra y extracelular. A pesar
de que se vio buen rendimiento en las células adherentes, las células BHK-21 que
fueron tomadas por suspension no fueron tan efectivas como las adherentes con
titulos bajos de solo 9 x 10% PFU/ mL a las 80h post-infeccion, esto se postula como
uno de los primeros pasos para la creacion de una vacuna viva atenuada de dicho
microorganismo.

En 2018, Himmelsbach et al (16) infectaron varias lineas celulares humanas y no
humanas con una cantidad definida de la cepa de ZIKVde la Polinesia. Las células
se analizaron 48 h después de la infeccidén para determinar la cantidad de genomas
virales intracelulares y extracelulares y particulas virales infecciosas mediante
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) y PFA.
Todas las lineas celulares investigadas, excepto las células de Ovario de hamster
chino (CHO), hicieron factible la infeccion, la replicacion y la liberacion de ZIKV. Una
de las lineas celulares mas eficiente para dicho propdsito es la linea de las células
Vero, tomadas en este estudio como punto de comparacion para las demas. Alli
concluyen que las lineas celulares investigadas (A549, CHO, COS7, HepG2/C3A,
Huh7.5, HaCaT, N29.1, SH-SY5Y, Vero y células 293T) son Utiles y sirven como una
caja de herramientas para la investigacion de ZIKV.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Desarrollar un ensayo de formacion de foco para identificar particulas virales

infectantes de Zika en el laboratorio de investigacion en infeccién e inmunidad de la
Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana de Neiva.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las condiciones oOptimas de confluencia celular, clon de anticuerpo
primario y su concentracion y tiempo de incubacion del virus para realizar el FFA.

Determinar el titulo de las 3 siembras de virus Zika cepa Puerto Rico almacenado en

el laboratorio de infeccion e inmunidad de la Facultad de Salud de la Universidad
Surcolombiana de Neiva.
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5. MARCO TEORICO

5.1 FLAVIVIRUS:

Los flavivirus son un género de virus de la familia flaviviridae, los cuales tienen en su
estructura una envoltura, una nucleocapside icosaédrica, y material genético
compuesto de una Unica cadena de ARN de polaridad positiva.(1,2)

Dentro de este género encontramos virus como la YFV, EJV, WNV, ZIKV y DENV,
estos dos ultimo de alta importancia para nosotros, ya que somos endémicos Yy
epidémicos en ellos.(21,25)

El virus del Dengue (DENV) es un virus RNA, que cuenta con 4 serotipos los cuales
son genéticamente similares y comparten aproximadamente el 65% de sus
genomas. (Aunque hay un informe de 2013 de que se ha encontrado un quinto
serotipo)(26).

5.1.1 Zika virus:El ZIKV es un arbovirus, es decir se transmite por medio de la
picadura de mosquitos del género Aedes; hasta la fecha, el RNA viral (RNAv) de
ZIKV ha sido aislado de siete especies diferentes de Aedes(27). A diferencia de
muchos flavivirus, el ZIKV puede transmitirse de humano a humano a través de
muchas rutas, incluido el contacto sexual, la transfusion de sangre y verticalmente
de la madre al feto, de hecho, el ARNv de Zika persiste en el semen por mas tiempo
que en la sangre, la saliva o la orina (28).

ZIKV se aisl6 por primera vez en 1947 y fue reportado en 1952 por Dick et al ; fue
aislado de manera incidental mientras se estudiaban las dinamicas de transmision
zoonGtica de YFV en un area de bosque llamada Zika, en Entebbe, (Uganda), los
monos Rhesus fueron alojados en jaulas en plataformas de madera a lo largo de una
milla del bosque Zika, cuando uno de estos monos desarrolld fiebre, se extrajo
sangre del animal y se inoculo a ratones y otro mono, evidenciando infeccién solo
en ratones inoculados de manera intracraneal, mas no hubo infeccién en aquellos
inoculados intraperitonealmente Se realizaron pruebas de neutralizacion para
determinar si este virus era YFV, que resultaron negativas, por lo cual a este nuevo
agente se denomind virus Zika por el lugar donde se descubri6.(29)

La primera evidencia de enfermedad por ZIKV en humanos ocurrié en Nigeria en
1954. Tres personas que visitaron una clinica informaron fiebre, dolor en las
articulaciones y dolor de cabeza. Se aisl6 el virus de un paciente y se encontré un
aumento en los titulos de anticuerpos especificos de ZIKV en los otros dos pacientes.
Mas tarde, un voluntario humano se infectdé experimentalmente con el virus aislado
en Nigeria y desarrollo fiebre leve, dolor de cabeza y malestar antes de recuperarse
por completo al dia 7 después de la infecciéon. Durante los siguientes afios, los
investigadores en Africa y Asia continuaron buscando evidencia de enfermedad
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humana debida a ZIKV(5,30). Anticuerpos especificos contra ZIKV fueron
encontrados desde 1953 en una variedad de lugares que incluyen Malaya, Borneo,
India, Vietnam, Tailandia y Angola, pero la enfermedad humana no se asocié con
ZIKV. Las enfermedades humanas significativas causadas por ZIKV solo se
informaron 7 décadas después del descubrimiento inicial del virus.

En 2007, una pequeia epidemia en la isla de Yap, Estados Federados de
Micronesia, llamo la atencion del mundo, ya que represent6 el primer brote bien
documentado de la enfermedad del ZIKV en el mundo (6). A partir de alli se iniciaron
estudios para poder entender mas a profundidad este virus emergente, donde se
encontré que el genoma de ZIKV comprende una molécula de ARN de sentido
positivo monocatenario de 10.8 kb que contiene una UTR 5’, un marco de lectura
abierto Unico de ~ 10 kb, y una UTR 3'. El marco de lectura abierto codifica una sola
poliproteina, que luego se procesa en la capside (C); la membrana precursora (prM);
la proteina de la envoltura (E); y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5)(2). La proteina C comprende la capside viral, que tiene
una forma icosaédrica y esta rodeada por una membrana de bicapa lipidica esférica
derivada del huésped. Las proteinas M y E se muestran en la superficie viral y tienen
hélices transmembrana que las anclan en la membrana externa. La estructura de la
proteina E expuso una diferencia potencialmente importante entre ZIKV y otros
flavivirus tal es el ejemplo del virus del Dengue (DENV) que esté glicosilado en Asn67
en la proteina E, que es importante para la union al receptor, ZIKV carece de este
sitio de glicosilacion, la region que rodea este area glicosilada tiende a variar entre
los flavivirus y puede ser un determinante importante para la especificidad de los
anticuerpos(2).

Las proteinas no estructurales (NS1-NS5) forman el complejo replicativo y
desempeifian un papel en el antagonismo de la inmunidad innata del huésped. La
proteina ZIKV NS1 es muy similar a otros flavivirus; una vez ha sido glicosilada se
asocia con los lipidos de membrana, formando un homodimero dentro de las células
que es necesario para la replicacion viral y la infeccién tardia. NS1 también se
secreta en el espacio extracelular como una lipoproteina hexamérica que esta
involucrada en la unién de los factores del huésped ayudando a la generacion de la
patogénesis y los anticuerpos protectores, por lo que podria ser un objetivo antiviral
potencial, también se ha implicado en la evasion inmune y parece desempefiar un
papel en la replicacion viral junto con NS4A (2,7). NS2A, NS2B, NS4A y NS4B son
proteinas hidréfobas que pueden estar asociadas a la membrana. La proteina NS3
es fundamental para la replicacion viral y el procesamiento de poliproteinas debido
a su dominio de proteasa N-terminal junto con su actividad helicasa de ARN C-
terminal. La proteina NS5 tiene dos actividades conocidas: una actividad de ARN
polimerasa dependiente de ARN realizada por el término C y una funcién de
limitacion de ARN ejecutada por el dominio metiltransferasa ubicado en el extremo
N. NS5 suprime la sefializacién de IFN a través de la degradacion dependiente de
proteasoma de STAT2 humano(2).
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La entrada y replicacion de ZIKV en conjunto activan vias de sefializacidn tales como
vias de receptor tipo Toll, que posteriormente activan los factores de transcripcion.
Estos factores de transcripcion causan la desregulacion de la transcripcion de la
célula huésped, lo que lleva a respuestas antivirales y proinflamatorias causando
dafio tisular, apoptosis y desregulacion de la proliferacion celular(2). El mecanismo
patologico por el cual la infeccion del virus causa patologia estd determinado por
varios factores, entre ellos la cepa del virus, la ruta de la infeccion, la edad y el fondo
genético del huésped, el tiempo después de la infeccion del virus y el tropismo
tisular(4).

La infeccion con ZIKV ocurre tras un periodo de incubacién de 3 a 12 dias después
de la picadura del mosquito, a menudo es asintomatica (cerca del 80% de los casos),
sin embargo, tiene un amplio espectro clinico que puede cursar desde un cuadro
autolimitado con una duracion de 4 a 7 dias con sintomas como fiebre, conjuntivitis
no purulenta, cefalea, mialgia, artralgia, astenia erupcion maculopapular pruriginosa
cefalocaudal, edema en miembros inferiores y con menos frecuencia dolor
retroocular, anorexia, vomitos diarrea o dolor abdominal(27).Aunque los brotes de
ZIKV en la Polinesia Francesa (2013) y Brasil (2015) se han asociado con graves
secuelas neurologicas, en particular microcefalia, sindrome de Guillain-Barré (SGB)
y mielitis aguda. Como resultado, el 1 de febrero de 2016, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) declar6 que el reciente grupo de casos de microcefalia y otros
trastornos neuroldgicos informados constituye una emergencia de salud publica de
interés internacional(19).

5.2 CELULAS VERO:

Las células Vero son una de las lineas celulares de mamiferos mas comunes
utilizadas en la investigacion, se aislaron originalmente del rifion de mono verde
africano (Cercopithecus aethiops) adulto sin enfermedad, el 27 de marzo de 1962
por Y. Yasumura e Y. Kawakita en la Universidad Chiba en Chiba, Japon. En su paso
namero 93, la linea celular se llevo al Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades
Infecciosas de los Institutos Nacionales de la Salud en los Estados Unidos, y se
entregd a la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo (ATCC) en 1966. Al final de la
década de 1960, las lineas celulares Vero se estaban utilizando en todo el mundo,
principalmente en laboratorios de virologia(9).

Esta linea celular tiene caracteristica de morfologia epitelial y propiedades de
crecimiento adherente. Se ha utilizado ampliamente en estudios de virologia, pero
también se ha utilizado en muchas otras aplicaciones, incluida la propagacion y el
estudio de bacterias intracelulares (vgr, Rickettsia spp) y parasitos (vgr, Neospora),
y evaluacion de los efectos de productos quimicos, toxinas y otras sustancias en
células de mamiferos a nivel molecular(9).
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El linaje de células Vero es continuo y aneuploide. El cromosoma 12 de las células
Vero tiene una delecion homocigoética de ~ 9-Mb, lo que provoca la pérdida del grupo
de genes de interferén tipo | (a - B), impidiendo la produccién de los mismo, los cuales
son claves en la respuesta antiviral, lo que las hace perfectas para cultivos de
infeccion viral, aunque poseen receptor de interferones de tipo I, por lo que tienen la
capacidad de generar respuestas antivirales cuando se agrega interferon de otra
fuente al cultivo(8).

Debido a la naturaleza continua de las lineas celulares y su sensibilidad a varios virus
diferentes, Vero se ha utilizado ampliamente en el campo de la produccion de
vacunas y para estudiar varios tipos de patégenos emergentes como el virus de la
influenza H5N1, el sindrome respiratorio del Medio Oriente, coronavirus, virus Zika y
varios virus de la fiebre hemorragica(31).

Varias lineas celulares se han derivado clonalmente de la linea celular principal de
las células Vero, que muestran diferentes fenotipos. Vero 76 por ejemplo, muestra
una menor densidad de saturacién y las células son susceptibles a los virus de la
fiebre hemorragica humana, otra es la Vero C1008 que es un subclon de Vero 76,
muestran cierto grado de inhibicion por contacto y son adecuados para soportar el
crecimiento de virus de replicacién lenta(31).

5.3 CULTIVO CELULAR

El cultivo celular es un conjunto de técnicas que permite el mantenimiento de células
in vitro, preservando al maximo sus propiedades fisiologicas, bioquimicas y
genéticas(10). Para prepararlo los tejidos deben ser disgregados hasta formar una
suspension de células Unicas, es decir, sin unidn a otra, gracias al tratamiento con
enzimas proteoliticas, luego son suspendidas en medio de cultivo y situadas en
frascos plasticos, a medida que se dividen cubren la superficie de este, las células
epiteliales y fibroblasticas forman una monocapa adherente, mientras células
sanguineas solo se asientan, no se adhieren(18). En este sentido, se puedo lograr
el crecimiento y divisién celular, a veces solo limitado por el espacio y los nutrientes
disponibles en el medio (18).

La técnica nace a principios del siglo XX, en ese entonces era bastante engorrosa y
presentaba serias dificultades; las principales eran: con respecto a los medios de
cultivo debido a la dificultad para su realizacién y la contaminacién gracias a la falta
de antibidticos y a medidas de asepsia y antisepsia inadecuadas(10,18,32). Hoy en
dia estas dificultades se han superado; en el mercado existen numerosos medios de
cultivo preformados que poseen los elementos necesarios para el mantenimiento de
la linea celular, abundantes antibiéticos que impiden el crecimiento de hongos y
bacterias -los principales contaminantes de los cultivos celulares- puedan crecer y el
desarrollo de medios asépticos como las camaras de flujo laminar que impiden no
solo que el cultivo se contamine, sino que el operario este protegido(33).
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El cultivo celular es utilizado en numerosos campos de investigacion, tanto animales
como vegetales, sin embargo, uno de los campos que méas depende de esta técnica
es la virologia. En 1949, Jonh Enders, Thomas Weller y Frederick Robbins, probaron
que el polio virus se podia replicar en células cultivadas, descubrimiento que les valié
el premio nobel en 1954 y que abrid las puertas para la propagacion de otros virus
en cultivos celulares, la creacion de vacunas y el estudio de la bioquimica y biologia
molecular de la replicacion viral, tanto asi que actualmente el cultivo celular es la
forma de produccion mas comun de virus animales(18).

Existen numeros tipo de cultivos celulares, entres lo cuales estan los de células
primarias, que son ceélulas tomadas directamente del animal o paciente humano y
gue pueden permanecer en cultivo en un periodo corto de tiempo no mas de 5 a 20
divisiones celulares o de lineas de células inmortalizadas o continuas, que bajo
condiciones apropiadas pueden continuar creciendo de forma indefinida en cultivo
(32) a menudo no se parecen a la célula de origen; son menos diferenciados
(habiendo perdido la morfologia y las caracteristicas bioquimicas que poseian en el
organo), a menudo son anormales en la morfologia y el nUmero de cromosomas
(aneuploidia) y pueden ser tumorogénicos(18).

Las primeras se utilizan en virologia experimental cuando el estado de la
diferenciacion celular es importante o cuando las lineas celulares apropiadas no
estan disponibles. También se utilizan en la produccién de vacunas: por ejemplo, las
cepas de vacunas de poliovirus atenuadas vivas pueden propagarse en ceélulas
primarias de riidn de mono. Los cultivos celulares primarios fueron obligatorios para
el crecimiento de virus que iba a ser utilizados como vacunas humanas para evitar
la contaminacién del producto con ADN potencialmente oncogénico; mientras que
las ultimas proporcionan una poblacién uniforma de células que se pueden infectar
sincrOnicamente para analizar su curva de crecimiento o realizar estudios
bioquimicos de replicacion viral(18).

5.4 ENSAYO DE FORMACION DE PLACAS

El PFA fue desarrollado por Renato Dubelcco en 1992 para determinar los titulos de
stocks de bacteri6fagos para usarlos en virologia animal(32).

Actualmente este ensayo se utiliza para cuantificar titulos virales, donde se requiere
gue una monocapa de células cultivadas sea incubada con diferentes diluciones del
virus para permitir la entrada de este a las células, posteriormente el inoculo es
retirado y las células son cubiertas generalmente por medio agar, que restringe la
propagacion del virus solo a las células vecinas, como consecuencia se forman
zonas circulares de células infectadas llamadas placas. Solo los virus que causen un
dafo visible al cultivo celular pueden ser cuantificados de esta forma(18).
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El titulo del stock del virus puede ser calculado en Unidades formadoras de placa,
sigla del inglés: Plaque forming units (FFU), por mililitro, multiplicando el nimero de
placas por el factor de dilucion y posteriormente dividiendo por el volumen del virus.
Cuando una particula de virus infeccioso inicia una placa, la progenie viral dentro de
la placa son clones, y las reservas de virus preparadas a partir de una placa unica
se conocen como placa purificada. La purificacion de placa se emplea ampliamente
en virologia para establecer reservas de virus clonales. La punta de una micropipeta
se sumerge en la capa sobre la placa y se recupera el tapdn de agar que contiene el
virus. El virus dentro del tapdn de agar se lleva en tampdn y se usa para preparar
reservas de virus. Para garantizar la pureza, este proceso generalmente se repite al
menos una vez mas(18).

5.5 ENSAYOS DE FORMACION DE FOCOS

El FFA una variante del ensayo de placa, que puede realizarse mas rapidamente y
es util para determinar titulos virales de virus que no forman placas. El procedimiento
inicial es igual al de formacién de placas. Sin embargo, después de un periodo
suficiente de absorcidn del virus y expresion geénica, las células se permeabilizan e
incuban con un anticuerpo contra alguna proteina viral. Un segundo anticuerpo, que
reconoce el primero es afadido, este ultimo generalmente esta conjugado con una
molécula fluorescente o que produzca sefales colorimétricas. Las células luego son
observadas en el microscopio para contarlas(18).

La principal ventaja que posee es el tiempo, en estudios con flavivirus se logré
acortar el tiempo para la cuantificacion viral en dos dias maximo, mientras el PFA
tenia un tiempo de realizacién de 3 a 11 dias(11), otra ventaja es la versatilidad que
posee, se puede realizar el ensayo con un mayor numero de células, como es el
caso de la linea celular C6/36 que no formo placas en el ensayo de Payne et all(11)
y de virus que no lisan las membranas celulares. Sin embargo, como el objetivo de
este ensayo es verificar la infeccion del virus, es decir que entre a la célula, no se
puede medir por completo el ciclo celular, ni garantizar la formacién de nuevos
viriones (18)

El titulo del stock viral se expresa en unidades formadoras de focos por mililitro
(FFU/mL) y se calcula multiplicando el promedio de pocillos duplicados por el factor
de dilucién del virus y posteriormente dividiendo por el volumen del virus afiadido.
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6. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable

Definicion

Categorias

Nivel de
medicion

Indicador

Tiempo de
incubacion de
infeccion

Periodo de
tiempo entre la
infeccion  de
las células en
monocapa
hasta la
fijacion de las
células con
metanol

Horas

Numeérica

Frecuencia

clon de
anticuerpo
primario

Es el tipo de
anticuerpo
monoclonal
primario que
se une de
manera
especifica a la
proteina NS1
de ZIKV en el
FFA

MAB-130 /
644

Nominal

Frecuencia

Confluencia
de la
monocapa

Es el
porcentaje que
ocupan las
células del
area total de
superficie que
pueden llegar
ocupar.

Porcentaje

Numeérica

Porcentaje

Concentracion
de anticuerpo
monoclonal
primario

Es la relaciéon
masa/volumen
del anticuerpo
monoclonal
primario

pg/ml

Numérica

Frecuencia
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Titulo de stock
de ZIKV

ndamero de

particulas
virales
infectantes por
unidad de

volumen del
stock

unidades
formadoras de
foco7mL

Numérica

Frecuencia
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realiz6 un estudio de desarrollo de un ensayo de laboratorio. Es un ensayo de
laboratorio porque todo el proyecto se realizé dentro de este, haciendo experimentos
y utilizando reactivos del laboratorio.

7.2 LUGAR

Se tomd como area de estudios el laboratorio de infeccion e inmunidad de la
Universidad Surcolombiana ubicado en el segundo piso de la facultad de salud (Calle
9 No. 15-25) el cual cuenta con todos los equipos necesarios para realizar los
experimentos del proyecto y para analizar los resultados de estos.

7.3 POBLACION

Se tom6 como poblacion el stock de ZIKV almacenado en el laboratorio.

7.4 MUESTRA

Muestra no probabilista porque no depende del azar, por conveniencia del stock de
ZIKV del laboratorio, debido a que la eleccion de las muestras utilizadas derivé de la

disponibilidad del laboratorio.

7.5 ESTRATEGIAS PARA EVITAR SESGOS

e Reactividad cruzada entre los flavivirus Este variable se controlaria mediante

los anticuerpos monoclonales para ZIKV.

e Error de técnica del ensayo: Se controlar4 mediante la utilizacién de controles
negativos o MOCK, el cual es una sustancia procesada de la misma manera

gue la que posee el virus, pero sin afiadir este.

e Stocks con confirmacion por PCR de ZIKV y ausencia de DENV
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e Conteo de focos por dos personas de manera independiente.

e Infeccion de pozos por duplicado

7.6 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS

El protocolo inicial fue desarrollado en base a protocolos descritos en la literatura
(11,34,35) y con base en la experiencia del asesor cientifico.

El protocolo del ensayo de formacion de foco inicial fue modificAndose de acuerdo
con las variables, empezando por el tipo de anticuerpo, seguido por su
concentracion, tiempo de incubacion viral y por dltimo la utilizacion del inhibidor de
secrecion celular Brefeldin A.

El proceso de descongelamiento e incubacion, asi como la siembra de las celulas
Vero en la placa de 96 pozos no tuvo modificaciones a las planteadas en el protocolo
inicial.

La evaluaciéon practica del protocolo fue realizada por ensayo y error, donde las
conclusiones del experimento anterior de acuerdo con la variable en estudio
modificaban el protocolo, ajustandolo al resultado éptimo.

Una vez se complet6 el desarrollo del protocolo, se tomaron todos los stocks de
ZIKV-PR y ZIKA-U del laboratorio para la cuantificacion.

Se siguio el siguiente procedimiento:

7.6.1 Preparar equipos y reactivos (Dia 0)
e ZIKV cepa Puerto Rico para ser titulado. (los viales fueron donados

e Células Vero 76 (ATCC® CRL71587™)
e Mock
¢ Medio de cultivo completo 10% y 2%:
e RPMI 1640 1x + L-glutamina (Gibco) estéril Ref:11875-085/11875-135
e 10% 0 2% FBS estéril (Gibco) Ref: 16000-044
e 1%Pen Step Glutamine 100X estéril (Penicilina 10.000 U/mL-
estreptomicina 10,000 ug/mL — L-glutamina 29.2 mg/mL) Ref. 10378-
016
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DPBS (Dulbecco’s Phosphate-buffered saline) (Gibco) sin cloruro de calcio ni
magnesio, estéril. Ref: 13190-144
Tripsina al 0.05% + solucién de EDTA al 0.02% en DPBS (BI, Ref:03-053-1b)
BD GolgiPlug (BD Cat:51-2301KZ Lot:81620)
Azul de Metileno (Sigma-Aldrich ref: M9140)
Metanol absoluto -70°C (EMSURE®, Ref: 106009
PBS-BSA
e DPBS (Dulbecco’s Phosphate-buffered saline) (Gibco, cat: 10010023)
e BSA 1% (Bovine Serum Albumin) (Sigma-Aldrich ref: A7906-500G)
e Tween 20 al 0.01% (ACROS, Cat. 23336-2500)
Anticuerpo primario ( MAb 644 y MAb 130 anticuerpos fueron donados por

Irene Bosh del MIT (del inglés Massachusetts Institute of Technology),)

Anticuerpo monoclonal secundario (anticuerpo anti-lgG de raton hecho en
cabra acoplado a biotina) (GAMB) (Molecular probes, C-962 Lot:65b1-1)

3-amino 9-etilcarbazol (AEC kit, Vector Ref: SK-4200)
Estreptavidina—Peroxidasa (KPL, Cat: 5120-0038)

Tubos Falcon de 15 (BD, Cat: 352096) y 50ml (BD, Cat: 352070)
Tubos Eppendorfs 1.5ml (Ref: 0030108051)

Frasco de cultivo de 75 cm2 (Falcon Ref: 734-0046)

Placa de 96 pozos para cultivo celular (Costar, ref:3595)
Pipeta automatica (Thermo Scientific, Ref: 10402822)

Pipetas seroldgicas 5-10-25 mL (Costar cat: 4487, 4488, 4489)
Pipeta monocanales de 1000, 200, 10, 2 pL (Finnpipette™
cat:4642090, 4642080, 4642040,4642010) y multicanales de
50 y 200 pL (Finnpipette™ cat: 4662010, 4662030)

Parafilm

Alcohol etilico al 70%
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Toallas de papel

Bafio de agua Termo Scientific Series 8000 WJ. Modelo 3428
Microscopio de luz invertido Motic AE31.

Microscopio de luz Olympus CH30RF100

7.6.2 Descongelamiento e incubacion linea celular vero 76 (Dia 0)

Descongelar el vial de células VERO 76 (ATCC® CRL1587) con agitacion
suave en un bafo de agua a 37 ° C (en aproximadamente 2 minutos).

Para reducir la posibilidad de contaminacion, mantenga el O ring y la tapa
fuera del agua.

Retirar el vial del bafio de agua tan pronto como se descongele el contenido,
y descontaminar sumergiéndolo o rociandolo con etanol al 70%. Todas las
operaciones a partir de ahora deben llevarse a cabo bajo estrictas
condiciones asépticas.

Transferir el contenido del vial a un tubo de centrifuga que contenga 9,0 ml
de medio de crecimiento completo y centrifugue a aproximadamente 1200rpm
por 10 minutos con velocidad de frenado 4 a temperatura ambiente.

Realizar conteo en camara de Neubauer.

Re-suspender el sedimento celular con el medio de crecimiento completo y
dispensar en un frasco de 75 cm2. Es importante evitar la alcalinidad excesiva
del medio durante la recuperacion de las células.

Incubar a 37°C en una incubadora adecuada con 5% de CO:

7.6.3 Siembra de células vero 76 del t-75 a placa de 96 pozos (Dia 1)

¢ Retirar el medio de cultivo y enjuagar con 6ml DPBS estéril, distribuir por todo el
frasco y luego descartar.

e Adicionar 3ml de Tripsina al 0.125% + solucién de EDTA 0.53 Mm, distribuir por
todo el frasco, incubar la placa a 37°C por 5 min maximo 10 min hasta que las
células se despeguen.

e Dar golpes al frasco para desprender las células

e Agregar 3ml de medio completo al frasco, mezclar el contenido en la pipeta.

e Realizar conteo en camara de Neubauer
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e Afadir 10ml de medio completo a un Falcon de 15ml

e Depositar la cantidad de la mezcla de células con tripsina y medio al Falcon con
el medio completo (350.000 células/ células por pozo 3.500)

e Las células se incuban hasta alcanzar confluencia de 70%, aproximadamente

dos dias.

7.6.4 Experimento #1. FFA comparando contraste y definicion de la tincion de las
células infectadas con Virus ZIKV -PR usando MAb 644 vs 130 con [MAb] de 0.5
pug/ml, 1 pg/mly 2 pg/ml e incubacioén de la infeccion por 48h

¢ Realizar Mapa (VER ANEXO A)

e Preparar diluciones en serie de 10 veces de la muestra del virus, segin mapa
y el mock prepararlo en 1:1000 asi:

o 1/10%:
o 1/10%
e 1/10°%
e 1/106%:
o 1/106:
e 1/10":
o 1/108:

1500pL de medio al 2% + 1.5 pL de ZIKV
1350uL de medio al 2% + 150 yL de A
1350puL de medio al 2% + 150 pL de B
1350uL de medio al 2% + 150 yL de C
1350puL de medio al 2% + 150 pL de C
1350uL de medio al 2% + 150 uL de E
1350puL de medio al 2% + 150 pL de F

e MOCK: 1500uL de medio al 2% + 1.5 uL de MOCK

e Verificar confluencia de las células

e Retirar el contenido con pipeta multicanal empezando por el pozo destinado
para el MOCK, luego de menor a mayor concentracion, inmediatamente se
termina de retirar, lavar con 150 yL de DPBS por pozo (Proceso se realiza 2
veces) Inmediatamente se termina de lavar se agrega la dilucién del virus o
MOCK segun el mapa

e Verificar monocapa en el microscopio e incubar a 37°C en una incubadora
adecuada con 5% de CO2 durante 48h

Ensayo de formacion de foco (Dia 6)
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Después de 48 horas de infeccidn se retira el medio de los pozos, iniciando por
la fila A quien contiene el MOCK

Se hace lavado de la placa de 96 pozos con PBS 1X agregando 150 uL por pozo
y agitando un poco en el proceso, se invierte la placa, se agita de arriba hacia

abajo 3 veces posteriormente se seca sobre toallas de papel sin golpear
(proceso se realiza 2 veces).

Se agregan 150uL de metanol absoluto a -70°c. por pozo, se deja incubar por
30 mins a temperatura del laboratorio.

Se prepara MAb 130 y MAb 644 a 0.5 pg/ml, 1 pug/mly 2 pg/ml cada uno.
Pasados los 30min, se invierte la placa y se agita de arriba hacia abajo 3 veces,
posteriormente se seca sobre toallas de papel sin golpear (proceso se realiza 2

veces).

Se agrega 150 pL de PBS 1X por pozo y se repite el proceso de lavado (repetir
2 veces)

Pos lavado y secado, se agrega 100uL por pozo de PBS BSA al 1% /MAb 130
0 644 al 0.5 pg/ml ,1 pg/mly 2 ug/ml segun mapa (ver anexo A). Se deja incubar

por 1h a temperatura del laboratorio y agitando cada 10 minutos.

Adicionar en 1 falcon 3,2 ml de PBS BSA 1% con 1.6 L de GAMB para diluir
1:2000

Haga 2 lavados a la palca de 96 pozos con PBS 1X 150 pL por pozo

Ahora agregue 100uL de GAMB/PBS BSA 1% a todos los pozos que no se
hayan descartado segun anexo 1 (ver) y espere 1h agitando cada 10 minutos.

Haga 2 lavados a la palca de 96 pozos con PBS 1X 150 pL por pozo

Se prepara la SPO agregando en 3.2ml, 3.2 pL de SPO (1:1000) adicione 100uL
por pozo agitando cada 5mins.
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e Haga 2 lavados a la palca de 96 pozos con PBS 1X 150 pL por pozo

e Preparaciéon AEC: En 5ml de agua destilada agregue 2 gotas de buffer Ph 5.3,
3 gotas de AEC y 2 gotas de Peroxido de Hidrégeno y agite hasta homogeneizar

e Agregar 100 pL por pozo que no se haya descartado (Ver anexo A) de la
solucién anterior y esperar 20mins mientras ocurre la reaccion

e Luego de 20mins se toma 150uL de agua destilada y se adiciona a cada pozo
para detener la reaccion.

e Descarte y realice conteo inmunocitoquimico bajo microscopio.

7.6.5 Experimento #2: FFA. con MAb 644 en concentraciones 2,1,0.5y 0.3 pg/ml en
células Vero 76 infectadas con Virus ZIKV-PR y tiempo de incubacién de la infeccion
viral de 48h

¢ Infeccion de vero 76 en placa de 96 pozos con ZIKV-PR (Dia 4)
¢ Realizar Mapa (VER ANEXO B)

e Preparar diluciones en serie de 10 veces de la muestra del virus, segin mapa
y el mock prepararlo en 1:1000 asi:

e 1/10% 1000uL de medio al 2% + 1 pL de ZIKV

e 1/10% 1620uL de medio al 2% + 180 pL de A

e 1/10° 1620uL de medio al 2% + 180 pL de B

e 1/10°: 1620uL de medio al 2% + 180 pL de C

e 1/107: 1620uL de medio al 2% + 180 pL de D

e 1/108: 1620uL de medio al 2% + 180 pL de E

e MOCK: 1000pL de medio al 2% + 1 pL de MOCK

e Verificar confluencia de las células

e Retirar el contenido con pipeta multicanal empezando por el pozo destinado
para el MOCK, luego de menor a mayor concentracion, inmediatamente se
termina de retirar, lavar con 150 pL de DPBS por pozo. (Proceso se realiza 2
veces) Inmediatamente se termina de lavar se agrega la dilucion del virus o
MOCK segun el mapa
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Inmediatamente se termina de lavar se agrega la dilucion del virus segun el
mapa

Verificar monocapa en el microscopio e incubar a 37°C en una incubadora
adecuada con 5% de CO2 durante 48h

Ensayo de formacion de foco (Dia 6)

Después de 48h de infeccion retirar el medio de los pozos con micropipeta,
iniciando por la fila A (MOCK)

Lavar la placa de 96 pozos con PBS 1X agregando 150uL por pozo, retirar
con pipeta (proceso se realiza 2 veces).

Agregar 150uL de metanol absoluto a -70°c. por pozo, se deja incubar por 30
min a temperatura del laboratorio.

Preparar diferentes concentraciones del MAb 644.

0.3 ng/ml agregando a 2,6 ml de PBS BSA al 1% 5,2 yL de MAb 644

0,5 ng/ml agregando a 2,6 ml de PBS BSA al 1% 7,8 uL de MAb 644

1 ng/ml agregando a 2,6 ml de PBS BSA al 1% 15,7 uL de MAb644

2 ng/ml agregando a 2,6 ml de PBS BSA al 1% 31,5 uL de MAb 644

Adicione 100uL por pozo segun mapa (Ver anexo B)

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Agregar 100uL por pozo de las diferentes concentraciones del MAb / PBS
BSA al 1% segun mapa. Incubar por 1h a temperatura del laboratorio.
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e Preparar GAMB en dilucion 1:2000 en PBS BSA al 1%, asi: a 10ml de PBS
BSA al 1% agregar 5 L de GAMB, adicione 100uL por pozo

e Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

e Agregar 100uL de GAMB/PBS BSA al 1% a todos los pozos segun Tabla 1.
(ver) por 1h a temperatura del laboratorio.

¢ Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

e Preparar la SPO Dilucion 1:1000, asi: a 10 ml de PBS BSA al 1% agregar 10
pL de SPO. adicione 100uL por pozo. Incubar por 30min a temperatura del
laboratorio.

e Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

e Preparar AEC, segun indicaciones del fabricante. A 10 ml de agua destilada
agregar 4 gotas de buffer, 6 gotas de AEC y gotas de peroxido de hidrogeno,
agitar hasta homogenizar.

e Agregar 100uL por pozo de la solucién anterior y esperar 20mins mientras
ocurre la reaccion

e Luego de 20mins retire con micropipeta el AEC y deposite 150uL de agua
destilada a cada pozo para detener la reaccion.

e Realizar conteo inmunocitoquimico bajo microscopio.

7.6.6 Experimento #3: FFA con MADb 644 en concentracion 0.5ug/ml infectadas con
Virus ZIKV -PR con tiempo de incubacion de la infeccién viral 6, 12y 24 h
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e INFECCION DE VERO 76 EN PLACA DE 96 POZOS CON ZIKV-PR (Dia 4)
o Realizar Mapa (VER ANEXO C)

o Preparar diluciones en serie de 10 veces de la muestra del virus, segun mapa
y el mock prepararlo en 1:1000 asi.

e 1/10% 600puL de medio al 2% + 0,6 pL de ZIKV

e 1/10% 540puL de medio al 2% + 60 L de A

e 1/105: 540uL de medio al 2% + 60 pL de B

e 1/10°%: 540uL de medio al 2% + 60 pL de C

e 1/107: 540uL de medio al 2% + 60 uL de D

e 1/108: 540uL de medio al 2% + 60 pL de E

e MOCK: 1000uL de medio al 2% + 1 uL de MOCK

Nota: Procedimiento se repite para la infeccion de 24h (00:00h), 12h(18:00h) y
6h(6pm).

o Verificar confluencia de las células

o Retirar el contenido con pipeta multicanal empezando por el pozo destinado
para el MOCK, luego de menor a mayor concentracion, inmediatamente se termina
de retirar, lavar con 150 pL de DPBS por pozo. (Proceso se realiza 2 veces)
Inmediatamente se termina de lavar se agrega la dilucion del virus o0 MOCK segun

el mapa

o Verificar monocapa en el microscopio e incubar a 37°C en una incubadora
adecuada con 5% de CO2 durante 24h, 12h y 6h, segun corresponda.

Ensayo de formacion de foco (Dia 6)

Después de 24h,12h y 6h de infeccion (12:00m) retirar el medio de los pozos con
micropipeta, iniciando por la fila A (MOCK) segun mapa (Ver Anexo C

e Lavar la placa de 96 pozos con PBS 1X agregando 150uL por pozo, retirar
con pipeta (proceso se realiza 2 veces).
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Agregar 150pL de metanol absoluto a -70°c. por pozo, se deja incubar por
30 min a temperatura del laboratorio.

Preparar MAb 644.a 0,5 pg/ml agregando a 10ml de PBS BSA al 1% 30,3
uL de MAb 644

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 uL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Agregar 100pL por pozo de las diferentes concentraciones del MAb / PBS
BSA al 1% segun mapa. Incubar por 1h a temperatura del laboratorio.

Preparar GAMB en dilucién 1:2000 en PBS BSA al 1%, asi: a 10ml de PBS
BSA al 1%, agregar 5 uL de GAMB, adicione 100uL por pozo

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 uL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Agregar 100uL de GAMB/PBS BSA al 1% a todos los pozos segun tabla 1
(ver) Incubar por 1h a temperatura del laboratorio.

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 uL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Preparar la SPO Dilucion 1:1000, asi: a 10 ml de PBS BSA al 1% agregar
10 pL de SPO. adicione 100uL por pozo. Incubar por 30min a temperatura
del laboratorio.

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 uL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Preparar AEC, segun indicaciones del fabricante. A 10 ml de agua destilada
agregar 4 gotas de buffer, 6 gotas de AEC y gotas de perdxido de hidrogeno,
agitar hasta homogenizar.
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e Agregar 100puL por pozo de la solucién anterior y esperar 20mins mientras
ocurre la reaccion

e Luego de 20mins se toma retire con micropipeta el AEC y deposite 150uL
de agua destilada a cada pozo para detener la reaccion.

e Realizar conteo inmunocitoquimico bajo microscopio.

7.6.7 Experimento #4: Respuesta al inhibidor de la secrecion celular Brefeldin A; 48,
24, 12 y 6h de incubacién de infeccion viral con Virus ZIKV -PR con MAb644 a
0.5pg/ml

¢ Infeccion de vero 76 en placa de 96 pozos con zikv-pr (Dia 4
y5)

¢ Realizar Mapa (VER ANEXO D)

e Preparar diluciones en serie de 10 veces de la muestra del virus, segin mapa
y el mock prepararlo en 1:100 asi:

e 1/100: 600uL de medio al 2% + 6 pL de ZIKV

e 1/10% 540uL de medio al 2% + 60 L de A

e 1/10% 540uL de medio al 2% + 60 puL de B

e 1/10°%: 540uL de medio al 2% + 60 pL de C

e 1/106: 540uL de medio al 2% + 60 uL de D

e 1/107: 540uL de medio al 2% + 60 L de E

e 1/108: 540uL de medio al 2% + 60 uL de F

e MOCK: 600pL de medio al 2% + 6 pL de MOCK

Nota: Procedimiento se repite para la infeccibn de 48h(17/06/2019 17:00), 24h
(18/06/2019 17:00h), 12h(19/06/2019 5:00h)y 6h(19/06/2019 11:00am).

e Verificar confluencia de las células

e Retirar el contenido con pipeta multicanal empezando por el pozo destinado
para el MOCK, luego de menor a mayor concentracion, inmediatamente se
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termina de retirar, lavar con 150 pL de DPBS por pozo. Se repite con las
demas columnas. (Proceso se realiza 2 veces).

Inmediatamente se termina de lavar se agrega la dilucion del virus segun el
mapa

Verificar monocapa en el microscopio e incubar a 37°C en una incubadora
adecuada con 5% de CO2 durante 48h, 24h, 12h y 6h, segun corresponda.

Agregar BFA (dia 5)

El proceso se realiza en el caso de 48h luego de 24h, en el de 24h luego de
12h, en el de 12h luego de 6h, en el de 6h no se realizo ensayo con BFA.

Preparar BFA a 0.1 pg/mL, asi: 0,3 de BD GolgiPlug y 3ml de medio al 2%

Retirar el contenido con pipeta multicanal empezando por el pozo destinado
para el MOCK, luego de menor a mayor concentracion, inmediatamente se
termina de retirar, lavar con 150 pL de DPBS por pozo. Se repite con las

demas columnas. (Proceso se realiza 2 veces)

Agregar 100 pL de BFA al 0.1 pg/mL

Ensayo de formacion de foco (Dia 6)

Después de 48h, 24h, 12h y 6h de infeccion (19/06/2019 17:00pm) retirar el
medio de los pozos con micropipeta, iniciando por la fila A (MOCK) segln
mapa (Ver Anexo C)

Lavar la placa de 96 pozos con PBS 1X agregando 150ul por pozo, retirar con
pipeta (proceso se realiza 2 veces).

Agregar 150uL de metanol absoluto a -70°c. por pozo, se deja incubar por 30
min a temperatura del laboratorio.

Preparar MAb 644.a 0,5 pg/ml agregando a 10ml de PBS BSA al 1% 30,3 pL
de MADb 644
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Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Agregar 100uL por pozo de las diferentes concentraciones del MAb / PBS
BSA al 1% segun mapa. Incubar por 1h a temperatura del laboratorio.

Preparar GAMB en dilucion 1:2000 en PBS BSA al 1%, asi: a 10ml de PBS
BSA al 1% , agregar 5 uL de GAMB, adicione 100uL por pozo

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Agregar 100uL de GAMB/PBS BSA al 1% a todos los pozos segun Tabla 1
(ver) Incubar por 1h a temperatura del laboratorio.

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Preparar la SPO Dilucién 1:1000, asi: a 10 ml de PBS BSA al 1% agregar 10
puL de SPO. adicione 100uL por pozo. Incubar por 30min a temperatura del
laboratorio.

Invertir la placa para retirar el contenido y lavar con PBS 1X 150 pL por pozo,
posteriormente invertir y secar sobre toalla de papel sin golpear (proceso se
realiza 2 veces)

Preparar AEC, segun indicaciones del fabricante. A 10 ml de agua destilada
agregar 4 gotas de buffer, 6 gotas de AEC y gotas de peréxido de hidrogeno,
agitar hasta homogenizar.

Agregar 100uL por pozo de la solucion anterior y esperar 20mins mientras
ocurre la reaccion

Luego de 20mins se toma retire con micropipeta el AEC y deposite 150uL de
agua destilada a cada pozo para detener la reaccion.
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e Realizar conteo inmunocitoquimico bajo microscopio.

7.7. INSTRUMENTO PARA RECOLECCION DE INFORMACION:

El instrumento para la recoleccion de informacion fue una hoja que contiene las
siguientes variables: Tiempo de incubacion de infeccion, clon de anticuerpo primario,
concentracion de anticuerpo monoclonal primario, confluencia de la monocapa y
titulo de stock de ZIKV, en los cuales se anoté cada detalle respecto a estas
variables. (Ver Anexo D)

7.8. PRUEBA PILOTO

Prueba piloto ffu vero 76 infectadas con zika-pr en placa de 6 pozos
Experimento realizado: 10 /11 /2018

Hora de inicio: 8:00 am

Duracion total del experimento: 10 Horas

Encargados: José Santiago Cortés Guzman // Sara Bolivar Marin // José Ricardo
Pucciny Cortés

Objetivo: Probar el protocolo base para realizaciéon de FFU y funcionamiento de los
reactivos con respuesta de la tincion.

Materiales: Ver PREPARAR EQUIPOS Y REACTIVOS
Procedimiento:

e Luego de 48 horas de cultivo de ZIKV-PR en Vero-76 se retira el medio de los
pozos iniciando por el MOCK, luego por las diluciones en menor concentracion
a las de mayor concentracion.

e Se realiza un lavado de la placa adicionando 2ml de PBS 1X por pozo,
agitando la placa y haciendo inversion total, secando la misma suavemente
sobre toallitas de papel absorbente.

e Repita el paso 2 una vez mas

e Adicione 2ml de metanol por pozo y deje reposar a temperatura ambiente por
30 minutos.
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En un tubo falcon agregue 6ml de PBS-BSA 1% y adicione 20uL de MAb130
Lave la placa segun paso 2 de este procedimiento

Adicione 2ml de PBS-BSA 1%- MAb 130 a cada pozo y deje reposar a
temperatura ambiente por 30 minutos. (No se adiciona la solucion en uno de

los pozos)

Adicione en un falcon 6ml de PBS-BSA 1% y adicione 3uL de GAMB

Descarte y lave la placa segun 2

Agregue 1ml de PBS-BSA 1%- GAMB por pozo y se deja reposar por 60
minutos a temperatura ambiente.

En un falcon adicionar 6ml de PBS-BSA 1% y adicione 6uL SPO.

Descarte y lave la placa segun 2

Agregue 1ml de PBS-BSA 1%-SPO y deje reposar por 30 minutos a

temperatura ambiente

Prepare el AEC asi: con 10ml de agua destilada en un falcon agregue 4 gotas
de buffer, 6 gotas de AEC y 4 gotas de peréxido de hidrogeno. Agite hasta
homogenizar.

Descarte y lava la placa segun 2

Agregue 1,5ml de PBS-BSA 1%-AEC por pozo y detenga reaccion pasados
20 minutos con agua destilada

Descarte y realice conteo de FFU bajo microscopio de luz invertida.

Conclusiones:

Se probod por primera vez la técnica del FFU, asi como el desarrollo inicial
para la creacion de un protocolo propio.
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e Se probd el protocolo base, asi como el funcionamiento de los reactivos,
demostrando utilidad, sin embargo, es necesario ponerlo a prueba bajo
diferentes condiciones realizando nuevos experimentos.

e La confluencia celular utilizada en este experimento no fue la 6ptima, por ello
la confluencia debe estar a un alto porcentaje, pero nunca al 100% ya que
impide el conteo por sobresaturacién de la monocapa

7.9. CODIFICACION Y TABULACION:

Los datos se almacenaron mediante una base de datos en el programa Excel version
2017 ademaés los graficos de los resultados fueron realizados mediante el programa
CorelDraw. El registro fotogréafico se almacend en Google drive.

7.10. FUENTES DE INFORMACION:

La fuente de informacion fue directa ya que se tomoO de los resultados de los
experimentos.

7.11. PLAN DE ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Se aplico estadistica descriptiva, todas las variables se expresaron con frecuencias
y/o porcentajes. Se evalué la replicabilidad del ensayo con los resultados obtenidos.

7.12 CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio cuenta con la aprobacion del comité de bioética del Hospital Universitario
Hernando Moncaleano Perdomo para el uso de la seroteca del laboratorio de
infeccion e inmunidad de la Universidad Surcolombiana mediante acta de aprobacion
N° 012-012 del 19 de noviembre de 2015, cumpliendo la normatividad vigente del
articulo 4 de la resolucion 8430 del afio 1993 donde se establecen las “normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacién en salud”. Nuestra
investigacion DESARROLLO DE UN ENSAYO DE FORMACION DE FOCO PARA
IDENTIFICAR PARTICULAS VIRALES INFECTANTES DE VIRUS ZIKA se ubica en
el tipo de estudio que comprende el desarrollo de acciones que contribuyen al estudio
de las técnicas y métodos que se recomienden o empleen para la prestacion de
servicios de salud.
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8. RESULTADOS

Se realizaron un total de 10 ensayos de formacion de foco, donde se encontraron los
siguientes resultados. En la realizacién de la prueba piloto se utilizé la confluencia
de 70% para realizar la infeccién del virus, encontrandose que luego de 24h
alcanzaba el 100%, confluencia optima para realizar experimento (ver Figura 1)

Figura 1. Confluencia de la monocapa con células Vero-76 previa a infeccion viral
con ZIKA-PR.

Aumento 100x A. Confluencia de la monocapa al 30%. B. Confluencia de la
monocapa al 50% C. Confluencia de la monocapa al 70% D. Confluencia de la
monocapa al 100%. Fuente: Base de datos.

Posteriormente, segun procedimiento del experimento #1 (ver materiales y métodos),
se evalud el anticuerpo con mejor contraste y definicion en base a la observacién por
microscopia éptica convencional, probandose el MAb 644 y el MAb 130 (Ver Figura
2), el clon de anticuerpo Optimo para el protocolo resulto ser el MAb 644, segun las
caracteristicas antes mencionadas.
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Figura 2. Comparacion de contraste y definicion de la tincion de las células infectadas
usando MADb 644 vs 130 [MADb] 1 pg/ml.

Ensayo 48h p.i, Dilucién 10-2 de ZIKA-PR, 400x de aumento A Mock tincion MAb 130
B. Mock tincion MAb 644 C. Tincién con MAb 644 D. Tincion con 130. Fuente: Base
de datos.

Después, se configuré el experimento #2 (ver materiales y métodos) para determinar
la concentracion adecuada del anticuerpo monoclonal primario MAb 644 (ver Figura
3), escogiendo la concentracién que al terminar de realizar el ensayo mostro la
mediana mas alta de focos formados en la diluciéon 10 la cual fue 0.5pg/ml.
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Figura 3. Mediana de FFU detectadas con MAb en concentraciones 2, 1, 0.5y 0.3
ug/ml en células Vero 76 infectadas con Virus ZIKV -pR en dilucién 10-®
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Fuente: Base de datos.

El siguiente experimento permitid definir el tiempo de incubacién o absorcion viral
necesario para observar correctamente cada célula infectada de manera individual,
sin formacion de cumulos, para ello se realiz6 el experimento #3 (ver materiales y
métodos), donde se observé luego de realizar el ensayo, en la misma dilucién 10
que a 6 y 12 horas no habia focos detectables, era similar al Mock, por otro lado, a
las 24 horas se veian focos contables; por lo que se consider6 como insuficiente al
tiempo de 6 y 12 horas para realizar el ensayo luego de infecciébn y como tiempo
optimo el tiempo de 24 horas. (Ver Figura 4)
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Figura 4. Comparacion de diferentes tiempos de incubacion viral (6, 12 y 24 h p.i.)
con MAb 644 a 0.5ug/ml.

Aumento 400x, diluciéon 10 ZIKA-PR. A. Mock 6h p.i B. Mock 12h p.i C. Mock 24h
p.i D. 6h p.i E. 12h p.i F. 24h p.i. Fuente: Base de datos.

Para finalizar el desarrollo del protocolo y buscando mejorar la definicion y contraste
de los focos de células infectadas se utilizé la Brefeldin A, inhibidor de la secrecion
celular que realiza su efecto en el aparato de Golgi, evitando asi el transporte de NS1
hacia el espacio extracelular (36). Para esto se realizdé el experimento #4 (ver
materiales y métodos), en donde se determind que la BFA disminuye el ruido de
fondo facilitando la identificacion de los focos, pero no se not6é un incremento en el
namero de FFU/mI detectadas en presencia o ausencia del respectivo inhibidor de la
secrecion celular. (Figura 5y 6)
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Figura 5. Respuesta al inhibidor de la secrecion celular Brefeldin A 24 y 48 h p.i.

Aumento 400x dilucién 102 ZIKA-PR, MAb644 a 0.5ug/ml. A. Mock 24 p.i con BFA
B. FFA con BFA 24h p.i C Mock 48h p.i. con BFA D. FFA con BFA 48 p.i E. Mock
Sin BFA 24h p.i. F. FFA sin BFA 24h p.i G. Mock sin BFA 48h p.i. H. FFA sin BFA
48h p.i. Fuente: Base de datos.

Figura 6. Respuesta al inhibidor de la secrecion celular Brefeldin A 24h p.i. en dilucién
102,103y 10* de ZIKA-PR

Respuesta a BFA

6
5
4
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§> 3
2
1
0
10M-2 10"-3 10M-4
m Con BFA 5,05 5,08 5,54
® Sin BFA 491 49 0

Fuente: Base de datos.
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En resumen, el ensayo de formaciéon de foco para identificar particulas virales
infectantes de virus Zika, quedo de la siguiente manera: En monocapa de células
Vero 76 a una confluencia del 70% en placa de 96 pozos se inocula el virus en
diluciones de 10 veces seriadas con medio al 2% de FBS-RPMI a un volumen final
de 0.1ml, a las 12h se retira el medio y se lava, se incuba con BFA a 0.1 pg/mL, se
incuba el virus por un tiempo total de 24h, se fija con metanol absoluto a -70°C por
30min a temperatura ambiente, posteriormente los focos de ZIKV se marcaron con
MADb 644 a 0.5 pg/mL y un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén hecho en cabra
acoplado a biotina en dilucion 1:2000, ambos se incubaron por una 1h a temperatura
ambiente y se lavaron luego de este tiempo. Los focos se tifleron usando
estreptavidina peroxidasa en dilucion 1:1000, se incuba durante 30 min, se lava y se
agrega AEC, segun indicaciones del fabricante, se espera 20min y se detiene la
reaccion con agua destilada, posteriormente se cuentan en microscopio de lu
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9. DISCUSION

Los arbovirus a través de las Ultimas décadas han generado graves problemas de
salud publica, tal es el caso del ZIKV, que debido a las malformaciones congénitas
como la microcefalia causada en neonatos después de transmision vertical madre-
feto, o el sindrome de Guilliam Barré, fue declarada por la OMS como un problema
de salud publica (19).

Por tal motivo se ha disparado la investigacion acerca de dicho virus, sin embargo,
alun no se conoce con exactitud su fisiopatologia o como interactia con otros
arbovirus de su misma familia, como el Dengue (37). A lo largo de los afios se han
desarrollado multiples ensayos para el estudio de los virus, entre estos se encuentra
el FFA.

El desarrollo de este ensayo mostrd una confluencia de monocapa optima del 70%
al momento de la infeccion, otros autores como Brien et all para FFA con WNV
recomiendan una confluencia entre el 80-100% (35), sin embargo la mayoria de los
articulos no refieren la confluencia de la monocapa, sino la densidad de la siembra,
en nuestro caso se utilizaron placas de cultivo de 96 pozos, y se sembr6é a una
densidad de 3.500 células por pozo, dejando incubar las células por 48h para que
alcanzaran la confluencia de 70%.

Con respecto al tiempo de incubacion viral, la literatura presenta una gran variacion;
en estudios realizados para ZIKV, se observan tiempos de incubacién desde 30h
hasta 72h (14,38,39), también se evidencia variacion del tiempo 6ptimo de un
flavivirus a otro, como el DENV que varia de 48h a 72h (11,34) o el WNV que varia
de 18- 24h (11,35). En nuestro ensayo se encontré que el tiempo de incubacién
optimo es de 24h, tiempos menores no mostraron focos detectables y en tiempos
mas prolongados se observé superposicion de los focos.

Con respecto al anticuerpo monoclonal (MAb), el MAb 644 es superior para la
identificacion de las particulas de NS1 de ZIKV que el MAb 130, dado por el mayor
grado de intensidad de color estimable por los investigadores, segun Bosch et all el
MAb 130 distingue las particulas de NS1 de ZIKV de manera especifica, sin
reactividad cruzada para dengue, ellos utilizaron dicho anticuerpo para ensayos de
pruebas rapidas en conjunto con el MAb 110, y para la realizacion del ELISA
indirecto(40), sin embargo no se menciona la utilizacion del MAb 644 en ningun
articulo publicado, siendo este anticuerpo el que demostré el rendimiento 6ptimo;
cabe destacar que en material no publicado por la misma autora se muestra un
mejor rendimiento del MAb 644 con respecto al MAb 130. Los anticuerpos utilizados
en este ensayo fueron donados por Irene Bosch del MIT (del inglés Massachusetts
Institute of Technology).



La concentracion del anticuerpo que mejor se adapto al ensayo fue de 0,5 pg/ml, en
la literatura como se menciond anteriormente no hay evidencia de la realizacion de
algun experimento con el MAb 644, sin embargo, en el ensayo realizado por Hirsch
et all utilizaron una concentracién de 0,3 pug/ml, ademés Quicke et all utilizaron una
concentracion de 1 pg/ml ambos de un MADb contra flavivirus 4G2 (14,38) y en otro
realizado por Lazear et all utilizaron 0,5 pg/ml de MADb contra flavivirus E60 (39). La
mayoria de los investigadores utiliza concentraciones similares a las de nuestro
ensayo, sin embargo, utilizan anticuerpos que no son especificos para NS1 de ZIKV,
por lo cual nuestro experimento tendria la capacidad de detectar solo ZIKV en caso
de estar realizando incubacion viral de ZIKV con DENV.

En vista de que el ensayo tuviera una cuantificacion de los focos més certera y facil
para el investigador se utilizé BFA a 0.1 ug/ml, esto en concordancia con lo expuesto
por Alcala, Rosales y sus respectivos colaboradores, los cuales evidenciaron una
disminucién en la secrecién de NS1 en células de mamifero previamente tratados
con BFA(41,42), se esperaba que mejorara la intensidad del color al aumentar la
concentracion intracelular de NS1, pero no se evidencié una mejoria en el conteo
de los focos.
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10.CONCLUSION

Después de mudltiples experimentos se concluyé que la confluencia celular més
adecuada para realizar la infeccion del ZIKV es del 70% y que el tiempo mas
adecuado de infeccion es de 24h, por otra parte, en el FFA el anticuerpo monoclonal
murino contra NS1 de ZIKV MAb644 en una concentracion de 0,5 pug/mL, es el
anticuerpo que mejor contraste y definicion por microscopia éptica convencional de
las células infectadas, ofrecid. La BFA disminuye el ruido de fondo facilitando la
identificacion de los focos, pero no se notd un incremento en el numero de FFU
detectadas en presencia o ausencia del respectivo inhibidor de la secrecion celular.
Se logro el desarrollo de un protocolo para cuantificar particulas infectantes de ZIKV
usando células Vero-76. El ZIKV ahora puede estudiarse en nuestra region
utilizando modelos de cultivo celular.
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11.RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso del ensayo de formacién de foco como una alternativa a la
medicion de titulo viral que permite observar de manera cualitativa y cuantitativa la
infeccion. Ademas, es versatil ya que podria utilizarse en diversos experimentos con
otros virus. Por otra parte, el ensayo puede adaptarse para realizar pruebas de
neutralizacion de anticuerpos y utilizarse como base de multiples investigaciones
donde es necesario medir el indculo del virus. Sin embargo, se pueden probar e
investigar nuevos reactivos para mejorar el rendimiento del ensayo.

Se recomienda a la comunidad académica el continuar con la investigacion del virus
del Zika en todos sus campos tanto clinicos como de posible diagnéstico,
tratamiento y compresion de su fisiopatologia, debido a el impacto social y
econdémico que ha dejado y sigue dejando en nuestra region, que se manifiesta en
los cientos de nifilos nacidos con alteraciones como microcefalia, problemas de
audicién y vision(6).
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ANEXOS



Anexo A: Mapa del experimento #1: FFA comparando contraste y definicion de la
tincion de las células infectadas con Virus ZIKV -PR usando MAb 644 vs 130 con
[MAb] de 0.5 pg/ml, 1 pg/ml y 2 ug/ml e incubacion de la infeccion por 48h

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10/ 11| 12
Mock [A 100%| 100%| 100%| 98%| 100%| 100% | 100%| 100%| 100%| 100%| 100%| 5%
1/10¢ |B - - - - - - - - - - - -
1/107 |C - - 70%| 100%| 100% | 100% |- - - - - -
1/10¢[D |- 90%| 70%|- - - 90%| 90%|- - - -
1/10¢ |E - - 90% |- - - 100% | 100% | 100%|- - -
1/10% |F - - - - - - - - - - - -
1/104 |G - 80%| 100% |- 100%| 90%| 100%| 100%| 100% |- 100%|-
1/102 |H - - - - - - - - - - - -

X=CUMULOS -=Descartado mAb 130 0.5 pg/ml (A1, A2)

mAb 130 1 pug/ml( A3, A4, C3,C4, D2, D3, G2, G3)
mAb 130 2 pug/ml (A5, A6, A11, E3, E7, G5, G6)
mAb 644 0.5 ug/ml (A7, A8)

mAb 644 1 pg/ml (A9, A10, C5, C6, D7, D8, G7,G8)
mAb 644 2 ug/ml (A11, E8, E9, G9)

Anexo B: Mapa experimento #2: FFA. con MAb 644 en concentraciones 2,1,0.5y
0.3 pg/ml en células Vero 76 infectadas con Virus ZIKV-PR y tiempo de incubacion
de la infeccién viral de 48h

b 644 [ MOCK /105 |1/10¢ |1/10¢ |1/10° |1/10° |1/105 |1/105 |1/107 [1/107 |1/10% |1/10%
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A2 8 3 1

B.2 9 4 1

c.1 5

D.1 4015 | 11

E.0.5 11 16

F.05 6 13

G.03 15 16

H.03 4 7
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Anexo C: Mapa experimento #3: FFA con MAb 644 en concentracién 0.5ug/ml
infectadas con Virus ZIKV -PR con tiempo de incubacion de la infeccion viral 6,
12y 24 h

6h 12h 24h
M644 a

0,5 1
ng/ml 0 1
A Mock

B.10° 1 3
C. 10" 0 1 0 1 57 48 62 48
D. 10° 7 5 4 8
E. 10°% 1 0 0 1
F. 10°
G. 107
H. Mock

(-]
[#5]
s
¥ ]
(=11
-1
=]
k=]
=
=
-

[

[ =]
o
a
.|
F
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b
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Anexo D: Mapa experimento #4: Respuesta al inhibidor de la secrecion celular
Brefeldin A; 48, 24, 12 y 6h de incubacion de infeccion viral con Virus ZIKV -PR con
MAb644 a 0.5ug/ml

[ ] Mock 102 103 10¢  10% 106
112 3 4 | 5|6 |7|8(9(10(11([12
AlOjO]| O O |0O|O|0O|O(OlO| O] O0]|BK
B(O|O| O O |0O]O|0l0O(O[0O]0]0(12h
SIN BFA Cloj0o (110|116 11|12 4(3|1| 0| 0| 0 |24h
DIO|O| X | X | X|X[X[X|X|0]0]|0|48h
E(O|0O| O O |0O|O|0O|O(OlO| O] O0]|BK
FIO|O| O O |0O]O|0l0O(O[0O]0]0(12h
CON BFA Glo|0o| 8|81 |11 5|0(1|0| 0| 0| 0|24h
HO|0| X | X | X|X[X[X|X|0]0]|0|48h
X=CUMULCS
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Anexo E: Instrumento

PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE g
TITULOS VIRALES DE ZIKA MEDIANTE ez SFI&
ENSAYO DE FORMACION DE FOCOS s A

L.INI'-,';:I\'.::-I;.:\D sl £fo K
SURCOLOMBIANA QD i Wi

El objetivo de este proyecto es desarrollar un protocolo para la cuantificacion de
titulos virales de Zika por medio de ensayo de formacion de foco en el laboratorio
de investigacion en infeccion e inmunidad de la Facultad de Salud de la Universidad
Surcolombiana de Neiva.

Experimento N° Fecha:

Variables:

Tiempo de incubacion de infeccion: Horas

Clon de anticuerpo primario (MAb): MAb 130 MAb 644
Concentracion de anticuerpo monoclonal primario ug/mi
Confluencia de la monocapa: %

Titulo de stock de ZIKV: FFU/mL

Mapa: (llenar segun las condiciones anteriores a conveniencia del investigador)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Anexo F: Modelo administrativo

CRONOGRAMA DE LA INVESTIGACION

ACTIVIDADES 2018 2019 2020

(@)
(@)
D
o)
Q
O
Q
c
c
«Q
D
(@)
@)
D
Q

Elaboracién del proyecto

Experimentos

Recoleccion de informacion

Analisis de la informacion

Discusion de resultados

Elaboracion de informe final

PRESUPUESTO

Global de la propuesta por fuentes de financiacién (en miles de $)

RUBROS TOTAL
PERSONAL 19.440
EQUIPOS 660
MATERIALES 50.790
TOTAL 70.890
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Descripcién de los gastos de personal (en miles de $)

INVESTIGADOR/ | FORMACION | FUNCION HORAS DE RECURSOS
ACADEMICA DEDICACION

EXPERTO/ DENTRO DEL SEMANAL

AUXILIAR PROYECTO

Sara Bolivar Bachiller Investigador 8 600

Marin principal

José Ricardo Bachiller Investigador 8 600

Pucciny Cortés principal

José Santiago MD Investigador 8 7.680

Cortés Guzman principal

Carlos F Narvaez | PhD Asesor 2 5.280

Cientifico

Dolly Castro Magister Asesora 2 5.280

Betancourth epidemioldgica

TOTAL 19.440

Descripcién y cuantificacion de los equipos de uso propios (en miles de $)

EQUIPO VALOR
Espectrofotdbmetro 100
Ultracongelador 100
Camara de flujo 100
Incubadora 100
Balanza 40
Computador portatil 20
Bafio de agua 100
Microscopio de luz invertido 100
Total 660
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Materiales, suministros (en miles de $)

de ZIKV

experimento

Materiales JUSTIFICACION VALOR

Pipeta monocanales de 1000, | Para realizar el 160

200, 10 uL y multicanales de | experimento

50 y 200 uL (BRAND)

Buffer salino fosfato (PBS) Para realizar el 70

estéril (Gibco- Lot 1806048) experimento

Tween 20 10% (ACROS, Cat. | Para realizar el 50

23336-2500) experimento

ZIKV cepa Puerto Rico Para realizar el 15.000
experimento

Células Vero 76 (ATCC® Para realizar el 10.000

CRL-1587™) experimento

RPMI 1640 1x + L-glutamina | Para realizar el 250

(Gibco) estéril experimento

FBS estéril (Gibco) Para realizar el 1.000
experimento

DPBS (Dulbecco’s Para realizar el 150

Phosphate-buffered saline) experimento

(Gibco)

Tripsina + solucién de EDTA | Para realizar el 500

(Gibco) experimento

BD GolgiPlug (BD) Para realizar el 6.000
experimento

Azul de metileno Para realizar el 200
experimento

Metanol absoluto Para realizar el 120
experimento

3-amino 9-etilcarbazol (AEC | Para realizar el 400

kit, Vector) experimento

Frasco de cultivo de 75 cm2 | Para realizar el 500

(Falcon) experimento

Pipeteador automatico Para realizar el 150

(Brand) experimento

Pen Step Glutamine 100X Para realizar el 800

estéril experimento

Proteina NS1 recombinante Para realizar el 3.000
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Anticuerpo primario Anti-NS1
hecho en raton

Para realizar el
experimento

6.000

Anticuerpo secundario Anti- Para realizar el 6.000

IgG de rat6n hecho en cabra | experimento

ligado a biotina

Estreptavidina-Peroxidasa Para realizar el 100

(KPL, Cat) experimento

Placa de cultivo de 96 pozos | Para realizar el 200

de alta afinidad (NUNC, Cat) | experimento

Tubos Falcon de poliestireno | Para realizar el 80

15 ml (BD, Cat: 352096) experimento

Tubos eppendorf 1.5 mi Para realizar el 50
experimento

Recipiente para solucion de Para realizar el 10

lavado experimento

Total 50.790

Nota: El laboratorio cuenta con todos los reactivos del listado.
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