-__E P F% I E N C IA IInsltig gnvestigaciones en

U — Ciencias de la Salud - UNA
CONACYT
Programa de Vinculacién de Cientificos y Tecnologos 2017

TECNICAS

PLACAS




3

Facultad de Ciencias Médicas

INSTITUTO

DE

Universidad Nacional de Cérdoba Tl | TN




Bioactividad de Productos Naturales

Chlamydias y HPV

Gastroenteritis Virales y Sarampion

Hepatitis Virales

Relacién Virus — Célula

Rubéola y Parvovirus

Virus Linfotrépicos Humanos: Retrovirus HIV y HTLV y Poliomavirus
Virus Respiratorios

Virus Linfotrépicos y Herpes 6y 7

Cultivos Celulares

Arbovirus



éQué son los virus?

Son distintos a los organismos vivientes

Las particulas de virus se producen a partir del ensamblaje de
componentes preformados

No crecen ni se dividen

Carecen de la informacion genética que codifica el aparato
necesario para generacion de energia metabdlica o para la sintesis
de proteinas (ribosomas).

Parasitos obligados

¢ Los virus estan vivos o no?
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‘a ¢Qué son los virus?

Tienen 2 0 3 componentes

ENVOLTURA

ADN/ARN

CAPSIDE




La familia Flaviviridae

Género Flavivirus

Se transmiten por los artrépodos, principalmente los
mosquitos y las garrapatas




Geénero Flavivirus

*Virus Dengue (DENV)

*Virus Zika (ZIKV)

*Virus de la fiebre amarilla (YFV)
*Virus de la encefalitis japonesa (JEV)
* Virus Rio Bravo (RBV)

*Virus de la encefalitis de St. Louis (SLEV)
*Virus del Nilo Occidental (WNV)
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Virus de encefalitis de San Luis
Virus del Nilo Occidental

Las infecciones clinicas varian en
severidad desde enfermedades
febriles leves no especificas hasta
meningitis o encefalitis

El riesgo de complicaciones graves
aumenta con la edad

El rango geografico de estos virus se
extiende desde Canada hasta Argentina

- Aun no hay vacunas para prevenir la infeccion (SLEV, WNV)



Laboratorio

4
-~ Reduccion de
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Neutralizacion por reduccion del nimero de placas (NRNP)

10



Neutralizacidon por reduccion del nimero de placas (NRNP)

La neutralizacion viral se define como la pérdida de la capacidad
infectante del virus, por la reaccion del mismo con un anticuerpo respectivo.
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Neutralizacion por reduccion del nimero de placas (NRNP)

La neutralizacion viral se define como Ia pérdida de la capacidad infectante del
virus, por la reaccion del mismo con un anticuerpo especifico.

Por lo tanto,
Los anticuerpos protegen a las células de la destruccion por la infectividad
de los virus (Rose vy col., 1983; Fenner y col., 1992).

Técnica sensible y especifica
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Neutralizacion por reduccion del nimero de placas (NRNP)

Neutralizacion

MO Lisis celular

Lisis celular

Lorena Spinsanti



Neutralizacion por reduccion del nimero de placas (NRNP)

\

Cémo hacerlo en el laboratorio...
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Neutralizacion por reduccion del nimero de placas (NRNP)

Los tres ingredientes” basicos son

m” >~ Virus (particula entera) con 100 ure puede ser

la muestra o el stock

SuerO (anticuerPOS) puede ser la muestra o un

control




Neutralizacion por reduccion del numero de placas (NRNP)

La mezcla de suero y virus se inocula en monocapas de células y se incuban
hasta que en los cultivos control inoculados con virus aparece efecto
citopatico.

Los anticuerpos protegen a las células de la destruccion por la infectividad
de los virus a través de la neutralizacion, es decir, el huésped no se infecta
(Rose y col., 1983; Fennery col., 1992);

Cuando no existe neutralizacidon del virus se detecta efecto citopatico (CPE),
formacion de placas e inhibicion del metabolismo en los cultivos celulares
(Specter and Lancz, 1986; Flint et al., 2000).
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Suero

Adzork wirus dilutions to cell monolayer

Planques develop in the cell moneolayer

100ul

Virus

107

Observe for appearance of plaques

|

Fiz and stain the cells, count plagues
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Incubacion, No lisis

fijacion y tincion

—

lisis

Suero Positivo: Neutraliza
el 80% de las UFP

Una particula viral infecciosa da origen a una placa

o unidad formadora de placa (UFP). .



Neutralizacion por reduccion del numero de placas (NRNP)

Suero positivo -2 Titular

Suero variable + virus constante:

1/160 1/32Q¢
Titulo: es la mayor dilucidon que

neutraliza el 80% de las UFP colocadas
- - 7
/ en |la reaccion

17640 11280
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Neutralizacion por reduccion del nimero de placas (NRNP)

Objetivos de la técnica

a. ldentificacion de virus utilizando sueros especificos de referencia.

b. Diagndstico de infeccion viral demostrando aumentos de titulos de anticuerpos
especificos en el curso de una enfermedad.

c. Determinar niveles de proteccion a nivel poblacional ya que, en general, los
anticuerpos neutralizantes persisten durante tiempo mas prolongados.

d. Cuantificacion de virus o anticuerpos.
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PCR real time
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Muestra

gPCR

Virus de encefalitis de San Luis (SLEV)

> ARN viral
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1) Mesnaturalizacitn Esonda

Primer

-l—l—l—l- Fluoresceina Quencher

2} A liveamaento del pramer’ hibridizacion de somda

|;]"-:|I:||:|11.'r.1 53 o
ﬁ Hibridado i
m }_-

3) FExtensicm . . T
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fluorescence

0 5 i10 15 20! 2§ 30 35 40 45
¢ v ¥ Vv v . cycle #

CTFR & M L & 'K M.,
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Extraccion de ARN
viral DNA/RNA MiniPrep kit

Retrotranscripcion

ADNG ‘

Cuantificacion: utilizando una curva patrén construida
con un control.
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RETROTRANSCRIPCION

* 1 puL transcriptasa reversa

0.5 plL deinhibidor de ARNsa

4 ul buffer5

e 2.4 uL MgCl2 25 mM

e 1 pLrandom primers (10 pmol/uL

e 1 pLdNTPs (10 mM cada dATP, dCTP,
dGTP, y dTTP),

0.1 plL agua libre de ARNsa(final volume:
20 pL).



g PCR

5 uL de ADNc

25 ulL of a PCR mix que contiene

12.5 pl of buffer 2X, 0.2 pL de primer
SLEV+1 (100 uM),

0.3 pL de primer SLEV-1 (100 uM),

1 de pL de sonda TagMan (5 uM),

1 uL de sonda TagMan NED (5 uM),
0.5 puL de IC (1000 copias) y

9.5 uL de agua.

Volumen final= 30 pL



Desnaturalizacion inicial y activacion de la polimerasa:
95 °C por 15 min

!

40 ciclos de 95 °C por 15 s

!

60 °C por 1 min
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Primers and probes used in the TagMan qRT-PCR designed for SLEV.

Name Sequence and labeling Genome
position

Primers
SLEV-F 5-GAGGTTAGAGGAGACCCCGC-37 10717-

10736
SLEV-Re S-GTCTCCTCTAACCTCTAGTCCTTCCC- 10781~
3 10806
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Limitaciones de esta técnica
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Alerta epidemiologica:

Casos confirmados de Encefalitis de San Luis en
Civdad de Buenos Aires, Republica Argenting,

Riesgo de diseminacion

(24 marzo 2010)

=l 19 de marzo de 2010, el
Ministerio de Salud de Argentina
nofificd lo ocurencia de dos cosos
confirmacos de infeccion por &
virus de |a encefalifis de San Luls
(ESL) en Ciugdad de Buenos Aires. E
virus de |a ESL ha ocasionado
orotes en la region centro del pais
[principalments 2n las provincias
de Cdardoba v Entre Rios) v es la
ormerd vez que se detecfa enla
Ciudad de Buenos Aires. Este vinus
cresenfa potencial epidemico
como lo demosho lo ocurido en
1975 en los Estados Unidos, en las
cuencas de los rios Ohio y
Mississippi, donde unas 2000
nersonas desarrollaron la forma
nevroinvasiva de la enfermecad.

Cosos confirmados, probables y scspec hosos de Encelolifis de San Luis

par pravincia v lecadlidad de residencia.
Argenting, 1 de enero ol 16 de marzo de 2010

Provincia corfmades  probabler - en ssludio
Buancs Alras (O As) I 7
Ciodad de B &g p i 3
Eritr= Rias 5
Santa Fe 2
Chocoo 2
Colamorcg 1
Cardaba B 2

Tedal general 2 Ti iz

Takal

BF L = I R D D O

e —

Fuends; Reporte del Centro Hoclonal ge Enloce de Argenfing; |¥ de maro de 2010,
“HedHiooskss coms podtveos sn sspens de o cerdmaocion por & labenaiedo nacioral ce

eierenciz ol irehibtuio Noconal de Brfemregodes Visges Bumanss "0 Juls

bl g
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West Nile Virus in
Birds, Argentina

Emearging Infectious Diseases » www.cde.goviesd « Vol. 14, No. 4, Apnil 2008

ETTERS

Table. Prevalence of West Nike vinus—neoutral ing antibodies amaong birds grouped by taxonomic family, sampled in Chace, Cdrdoba,
and Tucuman Provinces, Argentina, 20042006

Bird family MNo. positive MNo. tested % Positve (55% Cl) Range of PRNT . litert
Cardinalicdae 2 54 3711.0-125) 80160
Columbrdae 4 2710 1.51(0.6-3.8) BO-1.280
Dendrocolaptidas 4 17 23,5 {9.5-47.3) 3202 560
Falconidae 3 h G0.0 {23.1-88.2) 3202 560
Furnamndae 12 201 6.0 (3.4-10.1) B0—1,260
ictendae 3 137 2.2(0.7-6.2) 40-320
Passendae 1 a7 1.1{0.2-62) A0
Phasianidae 2 & 25.0(7.1-59.1) 320
Paliopfilidae 2 T 286 (8.2641) S50
Troqladytidoe I 17 5.9(1.0-27.0) ai
Turdlidae § 132 6.1({3.1-11.5) 401,250
Tyranmwdae 1 ETjY 0.3 {005-1.5) 160

"Mast of theae families are of the order Pasacriformes except for Falconidae (Falcomformes), Frasisnidas (Galiformes), and Columbidas
(Columbiformes ). CI, confidence internal, determaned by the Wilson score method for inomial proportions, without conbnuty comection.
1PRNT, plague-reducfion neviralizaiion te=sk. Tib=rs ar= =xpressed as inverse of dilution
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Transmission of endemic St Louis encephalitis virus
strains by local Culex quinquefasciatus populations in Iid
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Abstract

Background

St Louis encephalitis virus (SLEV) is a re-emerging human pathogen widely
distributed in the American continent. Although it is not fully understood, the
SLEV transmission network may involve Culex quinquefasciatus mosquitoes as
vectors and Columbidae species as hosts.
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ANEXOS



Preparacion del stock viral

Cultivo celular Suspension de cerebro al 10% (p/v)
infectado en MEM con 10% de SFB
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Preparacion de la monocapa celular

Eleccion de la placa
de acuerdo al tamano
de las UFP

40



Nest Nile Virus Transmission Cycle

In nature, West Nile virus cycles between mosquitoes {especially Culex species) and birds. Some infected birds, can develop high levels of the virus
in their bloodstream and mosquitoes can become infected by biting these infected birds. After about a week, infected mosquitoes can pass the virus
to more birds when they bite.

Mosquitoes with West Nile virus also bite and infect people, horses and other mammals. However, humans, horses and other mammals are ‘dead end’
hosts. This means that they do not develop high levels of virus in their bloodstream, and cannot pass the virus on to other biting mosquitoes.

.

Mosquito Vector

Bird Amplifier Host




Transmission cycle of SLEV

Mosquito vector

-
-t

Dead-end host

CDC



