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Laboratorios

 Bioactividad de Productos Naturales

 Chlamydias y HPV

 Gastroenteritis Virales y Sarampión

 Hepatitis Virales

 Relación Virus – Célula

 Rubéola y Parvovirus

 Virus Linfotrópicos Humanos: Retrovirus HIV y HTLV y Poliomavirus

 Virus Respiratorios

 Virus Linfotrópicos y Herpes 6 y 7

 Cultivos Celulares

 Arbovirus
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¿Qué son los virus?

Las partículas de virus se producen a partir del ensamblaje de 
componentes preformados
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Parásitos obligados

Son distintos a los organismos vivientes

No crecen ni se dividen

Carecen de la información genética que codifica el aparato 
necesario para generación de energía metabólica o para la síntesis 
de proteínas (ribosomas).
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Tienen 2 o 3 componentes

ADN/ARN

ENVOLTURA

CÁPSIDE



Género Flavivirus

La familia Flaviviridae

Se transmiten por los artrópodos, principalmente los 

mosquitos y las garrapatas

6

TÉCNICAS DE NEUTRALIZACIÓN POR REDUCCIÓN DE PLACAS Y qPCR EN EL ESTUDIO DE FLAVIVIRUS



•Virus Dengue (DENV)

•Virus Zika (ZIKV)

•Virus de la fiebre amarilla (YFV)

•Virus de la encefalitis japonesa (JEV)

• Virus Río Bravo (RBV)

•Virus de la encefalitis de St. Louis (SLEV)

•Virus del Nilo Occidental (WNV)

Género Flavivirus
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Las infecciones clínicas varían en 
severidad desde enfermedades 
febriles leves no específicas hasta 
meningitis o encefalitis

El riesgo de complicaciones graves 
aumenta con la edad

El rango geográfico de estos virus se 
extiende desde Canadá hasta Argentina

Aún no hay vacunas para prevenir la infección (SLEV, WNV)

Virus de encefalitis de San Luis
Virus del Nilo Occidental
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Reducción de 
placas por 

neutralización

Laboratorio

qPCR
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Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)
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Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)

La neutralización viral se define como la pérdida de la capacidad 

infectante del virus, por la reacción del mismo con un anticuerpo respectivo.
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Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)

La neutralización viral se define como la pérdida de la capacidad infectante del 

virus, por la reacción del mismo con un anticuerpo específico.

Técnica sensible y especifica

Los anticuerpos protegen a las células de la destrucción por la infectividad 
de los virus (Rose y col., 1983; Fenner y col., 1992).

Por lo tanto,
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Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)

Lorena Spinsanti
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Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)
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Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)

Virus (partícula entera) con 100 UFP, puede ser 

la muestra o el stock

Suero (anticuerpos) puede ser la muestra o un 

control

Sustrato (células) células VERO

Los tres ``ingredientes`` básicos son
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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 
citopático.

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

Cuando no existe neutralización del virus se detecta efecto citopático (CPE), 
formación de placas e inhibición del metabolismo en los cultivos celulares 
(Specter and Lancz, 1986; Flint et al., 2000).

Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)
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Suero

Virus



Incubación, 
fijación y tinción

lisis

No lisis

Una partícula viral infecciosa da origen a una placa 
o unidad formadora de placa (UFP).
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Suero positivo   Titular

Título: es la mayor dilución que 
neutraliza el 80% de las UFP colocadas 
en la reacción

Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)

Suero variable + virus constante:
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a.   Identificación de virus utilizando sueros específicos de referencia.

b.   Diagnóstico de infección viral demostrando aumentos de títulos de anticuerpos 
específicos en el curso de una enfermedad.

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

d.   Cuantificación de virus o anticuerpos.

Neutralización por reducción del número de placas (NRNP)
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PCR real time
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Muestra

ARN viral

qPCR

Virus de encefalitis de San Luis (SLEV)
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Extracción de ARN
viral DNA/RNA MiniPrep kit 

Retrotranscripción
ADNc

qPCR

qPCR

Cuantificación: utilizando una curva patrón construida 
con un control.
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RETROTRANSCRIPCIÓN

• 1 µL transcriptasa reversa 
• 0.5 µL de inhibidor de ARNsa
• 4 µL buffer 5
• 2.4 µL MgCl2 25 mM
• 1 µL random primers (10 pmol/µL
• 1 µL dNTPs (10 mM cada dATP, dCTP, 

dGTP, y dTTP),
• 0.1 µL agua libre de ARNsa(final volume: 

20 µL).
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• 5 µL de ADNc
• 25 µL of a PCR mix que contiene
• 12.5 µL of buffer 2X, 0.2 µL de primer 

SLEV+1 (100 µM),
• 0.3 µL de primer SLEV-1 (100 µM), 
• 1 de µL de sonda TaqMan (5 µM),
• 1 µL de sonda TaqMan NED (5 µM),
• 0.5 µL de IC (1000 copias) y 
• 9.5 µL de agua.
• Volumen final= 30 µL

q PCR
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Desnaturalización inicial y activación 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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Limitaciones de esta técnica
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Investigaciones realizadas
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