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RESUMEN

En este trabajo se evalué comparativamente la actividad bactericida de una
linea celular de origen murino similar a macréfagos, infectada con el virus
sincitial respiratorio (VSR), en forma aguda (M.O.I. de 2.5 por 2 horas de
adsorcion; M¢A), persistente (M$P) y células testigo (M$N), a través de
determinar la adhesion, ingestién y sobrevivencia de Hemophilus influenzae
no tipificable (NTHi; ATCC49776). Se seleccioné NTHi debido a que esta
bacteria se aisla de pacientes con infecciéon por VSR y que presentan
exacerbaciones de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). La
capacidad bactericida se determiné por sobrevivencia de bacterias ingeridas
(intracelulares), eliminando previamente las bacterias no ingeridas
(extracelulares) con gentamicina. La adhesion e ingestion de NTHi se hizo
con bacteria marcada con bromuro de etidio y se expresaron por indice de
adhesion o ingestion respectivamente (intensidad media de fluorescencia X
% de células con bacteria). El nimero de bacterias adheridas a MdA fue
significativamente mayor que las adheridas en los M¢P y M¢N. En cambio
M¢N ingirieron mas bacterias que M¢P y M¢N. La sobrevivencia de NTHi
en M¢P también fue mayor que en MdA y M¢N, y se asocié a la

concentracion de oxido nitrico producida por los macréfagos.



INTRODUCCION

1. ASPECTOS GENERALES DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

El virus sincitial respiratorio (VSR) es el patégeno méis importante a nivel mundial en
infecciones virales del tracto respiratorio bajo, principalmente en lactantes durante los
primeros seis meses de vida (Tercier J. 1983; Kaneko M. et al. 2002), asi como en nifios
inmunosuprimidos (Hall C. et al. 1986; Chanock, R. 1992) y adultos mayores (Falsey A. et al. 1998),
el patrén epidemiolégico indica que el pico de incidencia en paises templados se presenta
durante los meses invernales y en los tropicales durante la época de lluvias (Nwankwo M. et al.

1988; Kaneko M. 2002).

El VSR esta clasificado en el orden de los Mononegavirales dentro del género
Pneumovirus de la familia Paramyxoviride, el genoma viral consta de una cadena de RNA
de polaridad negativa con 15,222 nucle6tidos que sirve de templado para la trascripcién de
10 RNAm subgenémicos, que codifican 11 proteinas, 9 estructurales ( N, P, L F, G, SH,
M, M2-1y M2-2) y 2 no estructurales (NS1 y NS2) (Collins P. et al 2001; Lamb RA 1993). El
virién consiste de una nucleocépside contenida dentro de una bicapa lipidica, que proviene
de la membrana plasmética de la célula hospedera, en la cual se integran las glicoproteinas
F o de fusién 70 (Kda/574 a.a.), G (90 kDa/298 a.a.) proteina de unién y la SH o
hidrofébica (7.5-40 kDa/64 a.a.) cuya funcion es incierta; la nucleocdpside estd formada

por el material genémico, la polimerasa L (250 kDa ), la nucleoproteina N (43.4



kDa/391a.a.) y la fosfoproteina P (27.1 kDa /241 a.a.). La matriz se encuentra constituida
por la proteina M o de matriz (28.7 kDa/ 256 a.a.) y las proteinas M2-1(22.1kDa/ 256 a.a.)
o factor antiterminador y M2-2 (11 kDa/90 a.a.) ambas codificadas por el gene M2 el cual
contiene dos marcos abiertos de lectura (ORFs). Al microscopio electrénico el virién
aparece como una particula pleomérfica con un tamafo que varia entre 150 y 300nm

(Lambert D. et al. 1980; Collins P. et al. 2001; Lamb R. 2001). (Figura i)

Proteina de
Matriz

Proteina F

Complejo
RNP

(Ribonucleoproteinas)

Envoltura
Proteina G

Figura i. Esquema de la estructura del virén del VSR



La infeccién viral se inicia en el tracto respiratorio superior, con la unién de la
glicoproteina G a los glicosaminoglicanos (GAGs) sulfato de heparina y sulfato de
condroitina b (Martinez I. & Melero J. 2000); sin embargo éstas no son las Gnicas moléculas
que funcionan como receptor, pues también se ha observado la unién de la proteina G a
receptores de la quimiocina fractalcina CX3CL1, es decir, al receptor CX;CR1 (Tripp R. et al,
2001). Se ha reportado también, la unién de la proteina F o de fusién se ha observado
uniéndose a moléculas de superficie celular como la heparina (Feldman S. et al. 2000), TLR4
y CD14 (Kurt-Jones E. et al. 2000), asi como a la GTPasa celular RhoA. Esta dltima
interaccion facilita la fusién de la membrana plasmitica de la célula hospedera con el virus
asi como la formacién de sincitios. (Pastey M. et al. 1999; Pastey M. et al. 2000). Después de la
unién del virus a un receptor celular, la nucleocépside es liberada al citoplasma donde se
lleva a cabo el ciclo replicativo viral (Collins P. et al. 2001; Hancking D & Hull J. 2002). El
comienzo de la transcripcién inicia con la asociacién de la polimerasa viral con el RNA,
sintetizando un genoma de secuencia positiva que sigue un mecanismo progresivo guiado
por las seiales de inicio y paro dispuestas entre los genes. La transcripcién corre en orden
3°-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2/1-2/-L-5". Durante la replicaci6n, la polimerasa ignora
las seiiales de inicio y término para formar al RNAm o antigenoma, este sirve como
templado para formar las progenies genomicas virales, las cuales se asocian con la
proteina N formando una estructura helicoidal que se une a el complejo P-L y a M2-1
mientras las proteinas F, G y SH migran a la membrana citoplasmatica; finalmente la
proteina M coordina el ensamble de las proteinas de superficie con las de la nucleocépside
y el virién es liberado por gemaci6n. (Collins P. et al. 2001; Lamb A. et al. 2001; Hancking D. &

Hull J. 2002). Las proteinas no estructurales NS1 y NS2 se expresan en la célula hospedera y



aunque se les atribuyen funciones antagonistas del sistema de interferén su funcién es

bésicamente desconocida. (Collins P. et al. 2001).

2. INMUNIDAD E INMUNOPATOGENESIS.

El VSR se multiplica y disemina en las mucosas del tracto respiratorio superior e infecta
traquea, bronquios, bronquiolos y alvéolos. El periodo de incubaci6n es 4-5 dias (Kapikian
AZ et al 1996). La respuesta inmune a la infeccién por VRS es permanente y participa en la
resolucién de la infeccion asi como en el proceso inflamatorio; pero su proteccién es
ineficiente, las reinfecciones son comunes, aunque la severidad disminuye a medida que
aumenta la frecuencia. (Kimpen JLL. 1996; van Schaik S. 2000). Las células epiteliales y
macr6fagos son susceptibles a la infeccién por VSR (Panuska et al. 1990; Merolla R et al. 1995;
Raza et al. 2000) e inducen la activacién de una red de genes y estirpes celulares que

participan en la inflamacién como las células Th2 (Anderson 1. et al. 1994; Openshaw P. 1995; van

Schaik S. 2000; Collins P. et al. 2001).

3. MACROFAGOS Y SU PAPEL MICROBICIDA

Los macré6fagos alveolares representan alrededor del 95% de las células recuperadas de
lavados bronquio alveolares en humanos (Shapiro S. 1999; Gordon S. & Read R 2002). La
fagocitosis de patégenos llevada a cabo por esta estirpe celular da inicio a la respuesta
inmune innata que a su vez orquesta la respuesta inmune adquirida (Aderem A. & Underhill D
1999). Los macréfagos alveolares se originan a partir de células totipotenciales “stem cells”
y se encuentran localizados en sitios estratégicos como el intersticio y los alvéolos donde

maduran por influencia de factores locales tales como citocinas, surfactantes y epitelio



bronquial para la defensa del pulmén ante microorganismos, materia particulada y toxinas.
(Labro MT. 2000; Laskin D. et al. 2001, Gordon S. & Read R 2002; Becker S. et al. 2003). La
identificacién de patégenos por parte del macréfago ha sido resuelta a partir de un sistema
de receptores especializados en el reconocimiento de dominios conservados caracteristicos
de los agentes invasores (Aderem A. & Underhill D 1999; Rojas O. 1997). Entre los principales
receptores que participan en la fagocitosis de microorganismos se encuentran los de tipo
Fc (FcR) que reconocen inmunoglobulinas, los de complemento (CR), receptores para
integrinas como la osP;, los receptores scavenger que reconocen bacterias,
lipopolisaciridos (LPS) y dcido lipoteicoico, los receptores de manosa y el CD14. Los tres
primeros mecanismos de reconocimiento mencionados funcionan para particulas
opsonizadas; sin embargo los receptores no dependientes de opsonizacién tienen una
participacién clave en la unién y reconocimiento de agentes extrafios. (Auger M. & Ross J.
1992). Hay evidencia que indica diferencias en los mecanismos de internalizacién de las
particulas segin el receptor involucrado (Allen L. & Aderem A. 1996). Los receptores tipo-toll
(TLR) son moléculas transmembranales que contienen residuos repetidos ricos en leucina
en su dominio externo, su estructura se asemeja a la de los receptores de IL-1 e IL-18 y
reconocen diversas series de ligandos con un alto nivel de especificidad que finaliza en la
activacién del factor activador de la transcripcion NF-xB (Ozato Keiko et al. 2002).
Recientemente se han reconocido en este grupo de receptores una funcién mediadora
critica para la respuesta inmune innata, algunos estudios sugieren al TLR2 como un
receptor sefializador de moléculas de bacterias Gram-positivas como peptidoglicanos y

otros de sus componentes asi como de hongos. Por otro lado al TLR4 se le ha vinculado



al reconocimiento de moléculas bacterias Gram—negativas como los LPS, e incluso a la

respuesta innata contra el VSR (Haynes L. 2001; Wang X et al. 2002; Gordon S & Read R. 2002).

4. Actividad microbicida de los Intermediarios Reactivos del Nitrogeno (NOIs).

La actividad microbicida del macréfago esta regulada por los intermediarios reactivos del
oxigeno (ROIs) y del nitr6geno (NOIs) (Bogdan C. 2001). Los NOIs son formados por la
accion catalitica de una familia de enzimas, conocidas como 6xido nitrico sintasas (NOS),
estas enzimas transforman al amino4cido L-arginina y al oxigeno, en L-citrulina y 6xido
nitrico (NO). La induccién de las NOS depende de la activacién del factor nuclear —xB
(NF-xB) de trascripcién (Conron M. et al. 2000). Existen tres isoformas de NOS dos de las
cuales son constitutivas dependientes de calcio (¢cNOS) la tipo 1 y tipo 3 (nNOS y eNOS
respectivamente) y se expresan en neuronas cerebrales o en células endoteliales (Moncada S.
1997; Bogdan C. 2001; Aktan F. 2004). La iNOS se expresa en macréfagos alveolares como
proteina citosélica en respuesta a estimulos inmunolégicos como productos bacterianos por
ejemplo los LPS, citocinas y mediadores lipidicos (Laroux F. et al. 2001; Li Y. 2002). El NO
esta implicado en la regulacién de muchos procesos fisiolégicos e inmunolégicos como la
regulacion de citocinas. (Laroux F. et al 2001). El NO tiene un efecto inhibitorio en la
expresion de muchos genes involucrados en enfermedades inflamatorias incluso en la
regulacion de la expresion genética de la 6xido nitrico sintasa-2 al inhibir la unién del NF-

kB a la regién promotora del gen NOS (Kyu Song et al. 1997).



5. PERSISTENCIA DE VSR

El fenémeno de persistencia viral se refiere a la permanencia dentro del hospedero por
periodos largos de tiempo del genoma viral. Para que se establezca la persistencia es
necesario que se cumplan dos condiciones: evasién del sistema inmune del huésped y que
la replicacién viral no origine muerte celular. Las infecciones persistentes no originan
efecto citopético o daio excesivo, sin embargo se producen alteraciones en la actividad
celular de distinta naturaleza las cuales pueden ser causa de diversas enfermedades.
Aunque la persistencia del VSR no ha sido demostrada contundentemente algunas
evidencias planteadas a continuacién sugieren que la persistencia del virus es un factor

etiolégico de algunas patologias crénicas como el EPOC y asma (Mikhalchenkova NN. 1987;

Krivitskaia V. y Iakovleva N. 1992).

1. Persistencia de linfocitos B con VSR bovino (VSRB) (Valarcher J. et al. 2001)

2. La bronquitis crénica representa uno de los principales cuadros clinicos después de la
infeccibon con VSR y es asociado a persistencia (Krivitskaia V. et al 1996)
3. En el modelo de cobayo se encontr6 que tanto las proteinas como el RNA genémico del
VSR persisten en células del pulmén hasta seis meses después de la infeccién (Hegele R. et al.

1994; Streckert H et al 1996)

4. Presencia de antigenos de VSR en osteoclastos de pacientes con la enfermedad de Paget
(enfermedad 6sea crénica) (Mills B. et al. 1981; Mills B. et al. 1984; Mills B. et al. 1987)

5. Establecimiento de modelos de persistencia de VSR en lineas celulares en distintas lineas
celulares ( Hep-2, HeLa, BS-C1, Balb/C , H358 y P388D1) (Baldrige P. y Senterfit L. 1976;

Pringle C. et al. 1978; Fernie B. e al. 1981; Bangham C. y McMichael a 1986, lankevich O y Dreizin R.

1977; Sarmiento R. et al. 2002; Romero-Valdovinos M. y Gomez B. 2003)



6. Persistencia local de células CD8" en pulmén de ratones infectados con VSR seiialan a

la persistencia viral o del antigeno en tejido alveolar como probable responsable (Ostler T. et

al. 2001)

Algunas de las estrategias utilizadas por los virus para asegurar el establecimiento de la
persistencia consisten en: la generacién de virus incompletos o defectuosos, regulacién de
la expresién de sus genes, infeccion de células propias de sitios inmunoprivilegiados o
células del sistema inmune tales como macréfagos y linfocitos (Oldstone M. 1989; Oldstone M.
1991, Ahmed R. et al. 1996; De la torre y Oldstone 1996). Por lo que los macréfagos alveolares son

candidatos para la persistencia del VSR.

6. COINFECCION ENTRE VIRUS RESPIRATORIOS Y BACTERIAS,

La nasofaringe es un reservorio comin de especies bacterianas como Haemophilus
influenzae y streptococcus pneumonae las cuales se consideran comensales frecuentes. Sin
embargo, estas mismas especies en condiciones especiales como la coinfeccién con virus
respiratorios son altamente patogénicas (Hament J. et al. 1999). Diferentes causas propician
colonizacién bacteriana entre ellas se tiene el dafno a células respiratorias o como
consecuencia de infeccién viral previa que puede predisponer a una invasién oportunista
bacteriana (Hament J.M. et al. 1999). La densidad de la colonizacién es un factor importante en
el desarrollo de enfermedades causadas por bacterias y puede facilitarse como resultado de
la infecci6n viral. Durante la infeccién con el virus de influenza la coinfecci6n bacteriana

se considera como la causa més frecuente de mortalidad (Ahemer O. et al. 1999).



En el caso especifico del VSR se tienen reportes en modelos in vitro y ex vivo de
coinfeccién con Haemophilus influenzae (Hi) tipo b NTHi (Patel J. et al.1992 Takala et al. 1993,
Raza M. et al. 2000), Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Bordetella pertussis y
Streptococcus pneumoniae, Moraxela catarrahalis, (Mlotkowski M.et al. 1986). La coinfecci6n

incrementa la unién bacteriana a células epiteliales y a monocitos y su sobrevivencia. (Raza

M. et al. 2000,; El Ahmer O. R. et al. 1988; Patel J et al.1992)

7. COINFECCION ENTRE VSR-Haemophilus influenzae (HI)

NTHi es una bacteria Gram-negativa considerada como causa mayor de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. Aunque estd reportada como un comensal comiin del tracto
respiratorio superior humano; la NTHi es uno de los agentes causales comunes de otitis
media, sinusitis, neumonia, conjuntivitis y en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) afectando tanto el sistema respiratorio alto como el bajo (Foxwell A. et al.1998; Rao V
et al. 1999). EL VSR es un agente que predispone a coinfecciones con HI (Korppi M. et al 1989)
(tabla a). Tanto NTHi como VSR son aislados frecuentemente durante exacerbacines
agudas de EPOC (Philit F. et al. 1992; Seemungal TA, & Wedzicha JA. 1993). Por otro lado, se ha
demostrado en modelos animales que la infeccién por VSR refuerza la colonizaci6n
nasofaringea de NTHi (Jiang Z. et al. 1999; Patel J. et al. 1992). Ademas un estudio postmortem
realizado en México de muestras de tejido pulmonar de nifios que murieron por neumonia
se reportaron infecciones mixtas entre VSR y neumonia bacteriana (Bustamante-Calvillo ME, et
al. 2001).
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Coinfecciones entre VSR y Haemophilus influenzae

Asociaciones Asociacién in | Tipo Asociacién ex | Modelo Virus Bacteria
clinicas vitro celular o vivo
localizacién
Epitelio Patel J et al. Murino | VSR NTHi
respiratorio | 1992
Raza W. M. Monocitos VSR Hib
2000 (THP-1)
Korppi M. et al. Tracto VSR Srreptococcus
1989 respiratorio s
alto y bajo pneumom:ue
Haemophilus
influenzae
Jiang Z. et al. AS49 VSR NTHi
1998
Tejido VSR H influenzae
pulmonar
Bustamante- humano spp- .
Calvillo ME. et S. pneumoniae
al. 2001
Kansenshogaku Tracto VSR S. pneumoniae
Zasshi 1989 respiratorio I 7
alto y bajo . influenzae
Staphylococcus
aureus
Branhamella
catarrhalis
Monobe H. et al. Oido medio VSR H. influenzae
2003 and S.
pneumoniae

Tabla a) Coinfecciones y asociaciones reportadas entre VSR y Haemophilus influenzae
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8. Activaciéon de NF-xB por Haemophilus influenzae no tipificada (NTHi)

El NF-xB es un factor de transcripcién dimérico formado por las subunidades p50 (NF-
Kb1) y la p65 (RelA) entre otras, a su vez el NF-xB estd controlado por una subunidad
inhibitoria (IxB) la cual estd unida al NF-kB en el citoplasma inhibiendo la actividad de
NF-xB a través del bloqueo de su traslocacién al nicleo, previniendo de esta forma la
transcripcion (Shuto T. 2001.). La activacién de una cascada de cinasas regula la degradaci6n
de la IxB a partir de su fosforilacién en dos residuos de serina amino terminales (Brown K. et
al.1995), la degradacién del IxB permite la translocacién NF-xB al niicleo donde promueve
la transcripcion de diversos promotores. Tanto el receptor TLR-2 como el TLR-4 participan
en la activacién del NF-xB debido a la presencia de NTHi (Shuto T. et al. 2000; Wang X. et al
2002; Lazou 1. et al. 2001). TLR-4 es activado por LPS y utiliza como cofactor a la
glicoproteina de superficie. TLR-4 modula una respuesta temprana contra NTHi en
pulmones, en la cuel estdn implicados tanto macréfagos alveolares como epitelio de las vias
respiratorias (Wang, X et al. 2002). En células epiteliales alveolares la activacién de TLR-4 es
incrementada por la proteina de unién a LPS (LBP) la cual es producida por hepatocitos y
por células epiteliales del sistema respiratorio, sin embargo las senales mediadas por TLR-

2 no se incrementan.
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9. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que la EPOC es una causa frecuente de incapacidad y mortalidad, se conoce
poco acerca de sus causas; sin embargo su incidencia se ha asociado a infecciones virales,
bacterianas y coinfecciones. NTHi y VSR son frecuentemente aislados de la misma muestra
o en forma separada durante exacerbaciones de EPOC (Smith C. et al. 1976; Philit F et al. 1992;
Seemungal TA, & Wedzicha JA. 1993). Por otro lado el NTHi se presenta frecuentemente en
pacientes con antecedentes de infeccién severa de VSR en los primeros anos de vida
(Takala et al. 1993). El efecto de la coinfeccion entre NTHi y VSR se ha estudiado en
modelos in vitro con infeccién aguda de VSR (Raza W. et al. 2000); sin embargo no se han
reportado estudios de coinfeccién de NTHi y VSR cuando este se encuentra en forma
persistente, ain cuando existen evidencias que sugiere esta asociaciéon. Los macréfagos
alveolares son células blanco de la infeccién natural del VSR en el tracto respiratorio
inferior (Panuska J. 1990), ademas de ser la primera linea de defensa del pulmén contra
pat6genos, por lo que se puede sefialar a esta célula como un candidato en donde el VSR
puede generar una infeccién persistente. En el presente trabajo se determinan las
alteraciones en la actividad bactericida del macréfago a causa de la infeccién persistente del
VSR en un modelo de persistencia in vitro y se sugiere un probable mecanismo asociado a

la alteraci6n de la capacidad bactericida.
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MATERIAL Y METODOS

1. VIRUS

1.1 VSR cepa Long (ATCC VR-26)

Cepa Long (ATCC VR-26). La cepa fue aislada por Chanok de un nifio con infeccién aguda
en el tracto respiratorio bajo en el afio de 1963 y donado por el Dr. M. Trudel (Instituto
Armand Frappier, Ville de Laval, Canadd). El virus fue propagado en células Vero y la
infectividad viral fue determinada por ensayo de placa y efecto citopatico (TCIDsg) en
células Vero.

2. LINEAS CELULARES
2.1 Células testigo (M$N)
P388D1 (ATCC TIB 63). Obtenida por Dwe y Potter, derivada de un neoplasma linfoide
(P388) inducido en ratén DBA/2 (H-2% con metilclorantreno. Presenta caracteristicas
morfol6gicas y funcionales similares a las del macr6fago. Esta linea fue donada a nuestro
laboratorio por el Dr. A. Tingle (Universidad de Columbia Britdnica Vancouver Canadd) y

utilizada para establecer el cultivo persistente (M¢P).

2.2 Células infectadas en forma Persistente (M¢P).

Linea de macrdfagos persistentemente infectados con VSR cepa Long. El cultivo fue
previamente establecido y caracterizado nuestro laboratorio (Sarmiento R. et al. 2002). El
cultivo se obtuvo por infeccién de M¢N a m.o.i.=1 con VSRLong, las células que
sobrevivieron se propagaron en medio RPMI al 10% de suero fetal bovino (SFB), las
células de este cultivo se han mantenido a través de su propagacion 2 veces por semana. La
presencia del virus se monitored en forma rutinaria por medio de la deteccién de proteinas
virales con inmunofluorescencia indirecta, asi como de la amplificacion del gen que
codifica para la proteina N del virus a través de la transcripcién reversa reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) y por determinacién de antigeno viral por medio de

citometria de flujo.
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2.3 Células infectadas en forma Aguda (MA)
Linea de macréfagos infectados de forma aguda con VSR cepa Long propagado en el

laboratorio a una m.o.i.=2.5 “0” =3. Los cultivos fueron infectados 2 horas antes de iniciar

los ensayos. Figura ii)

Figura ii). Sincitio caracteristico de la infeccién por VSR Pase 64 (MpA) (40X)

2.4 VERO (ATCC CCL 81)
Linea celular de fibroblastos de rifién de mono verde. Estas células fueron propagadas en
medio D-MEM al 5% de SFB, al alcanzar confluencia celular la monocapa fue lavada tres

veces con PBS y disociada con 0.1% de tripsina.

2.5 Hep-2 (ATCC, CCL 23)

Establecida por Moore, Sabachewsky y Toolan después de inducir la propagacién de
células de carcinoma epidermoide de laringe en ratas inmunosuprimidas. Las células fueron
propagadas en medio RPMI/10 para subcultivar, cuando la confluencia fue alcanzada la

monocapa fue lavada tres veces con PBS y disociada con tripsina/0.1%.



3. CUANTIFICACION Y VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular fue medida por exclusién de azul tripano. La exclusién del colorante
es caracteristica de las células cuya membrana se conserva intacta, las células que presentan
dafio en la membrana ingresan el colorante tornindose azules, a estas células se les
considera no viables (Payment P. & Trudel M., 1993). Para efectuar el conteo se adquirieron 20
pl de la suspension celular y se le agregaron 20 pul del colorante azul tripano, obteniéndose
una concentraciéon 1:2 Con la mezcla se llené la cdmara de Neubauer y se contaron los
cuadrantes centrales de la cdmara.

Células/ml = (nimero de células viables / 2 cuadrantes) * (20,000)

4. TITULACION DE VIRUS

4.1 Dosis infectiva 50 (TCIDsp)

Para cuantificar el daio celular se dispusieron de monocapas de células VERO en placas de
96 pozos cubiertas con medio D-MEM al 5% de SFB. Los pozos se infectaron con 25 ul de
cada una de las diluciones seriadas 1:4 de la suspensién viral en mediode infeccién D-
MEM al 2% por cuadruplicado, el inoculo fue absorbido por 2 horas a 37°C en 5% CO..
Las placas fueron incubadas de 6-7 dias al producirce el efecto citopdtico. El titulo viral se

expresé en TCIDso/ml y se determino utilizando la férmula de Kéarber (Payment P. & Trudel M.
1993)

TCIDsp= -A-8 (2-0.5)
Donde:
A= logjp de la ultima dilucién con el 100% de pozos + (pozos con
efecto citopitico)

&= logo del factor de diluci6n.
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Z= suma de las fracciones que representan los pozos donde se
observa efecto citopético en la placa tomando en cuenta a partir de la
ultima dilucién que presenta el total de pozos con efecto citopético
hasta la primer dilucién en donde no se encuentra ningiin pozo con

efecto.

'y 'y ' o Yhse  hoas  'hese  hew s ' /283104 Ctrl

III Con efecto citopitico

[ ] Sinefecto citopitico

Usando los valores del esquema anterior, tenemos que:

A= -4.2144
8= log;y 4=0.602059
Z= 1.5 o la suma de:
! Tiass 2 4/4= 1.000
! Jessze : 3/4=0.750

lfzgzqu: OMM
=1.750
Remplazando los valores en la ecuacién:

TCIDsp= A - 5 (£-0.5)
= -4.2144 — (.602059) (1.75-0.5)
= -4.2144-0.7525
=-4.9669
= 10-4.966?[,25 ul
=10 *%%%0,025ml
TCIDso=3.7x10° (0.7) = 2.59x10° particulas

virales/ml.
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4.2 Titulacién por ensayo de placa

El virus infeccioso fue cuantificado en monocapas de células VERO en placas de 6 pozos.
Se hacen diluciones seriadas de VSR en 500 pl de RPMI 1640 sin suero, las diluciones
fueron absorbidas por las monocapas durante 1 hora a 37°C, posteriormente se retir6 el
inéculo y se agregaron 3 ml de RPMI 1640/agar indubiosa A-37 0.3% y 2.5% de SFB.
Pasados 6-7 dias de incubaci6n en agitacién constante a 37°C en 5% COs, las células fueron
fijadas en formaldehido al 10 % en PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Los pozos
fueron lavados con agua de grifo y el agar fue retirado y finalmente los pozos fueron
teiiidos con 700 pl de una solucién de cristal violeta al 2% en 20% de Metanol. (Figura iii).
UFP/ml= (#de placas) (factor de dilucién) (20).

Figura iii. Se muestra un acercamiento de dos placas

5. BACTERIA
5.1 Haemophilus influenzae NT (ATCC 49766)

Obtenida por Lehmann & Neumann de un paciente de 57 afios que presentaba daio

pulmonar. Propagada en agar chocolate con polienriquecimiento (ACHP) a 37° C en
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atmésfera de CO; 5% Donada por la QBP. M. G. Viveros (Instituto de Diagnéstico

Epidemiolégico SSA.) para fines précticos el texto se referir a esta bacteria como NTHi.

5.2 Marcaje de bacteria con bromuro de etidio

Brevemente, se obtuvo cultivo joven (24 hrs. de crecimiento) de bacteria NTHi y fue puesta
en suspension, se lavé con PBS y se fijé con paraformaldehido/1% por 30 minutos en baio
de agua a 37° C se lavé con PBS dos veces y fue incubada con bromuro de etidio 50 pg/ml
durante 20 minutos La bacteria fue lavada y el conteo se realizé por microscopia directa en
dilucién 1:100 totalizando 5.1 X 10° /ml, la bacteria fue dispuesta en pequenas cantidades
y congelada -20°C (Raza M.W. et al. 2000).

5.3 Unién de Bacteria

Se dispuso de 3 X 10° células de los cultivos MN, MGA y MoP en tubos ependorf estos
se inocularon con diez bacterias marcadas con bromuro de etidio, se incub6 entre 30
segundos y 30 minutos en movimiento constante para efectuar la cinética, a partir de est4 se
determiné incubar por 5 minutos. En ensayos posteriores. A continuacién los M¢ fueron
lavados tres veces con PBS/albiimina 1% y se agregé anti-fc a una dilucién de 1:500 por 30
minutos a 4°C, se lavé tres veces y se agreg6 anti-VSR fluoresceinado (DAKO #K6102) a
una dilucién 7:100 por 30 minutos a 4°C, se lavé tres veces con PBS y se fij6é en
PBS/paraformaldehido al 4%, las muestras fueron lavadas dos veces y resuspendidas en un
mililitro en tubos de poliestireno hasta por 48 horas para efectuar el analisis por citometria

de flujo (figura 2).
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S/bacterias+o RSV C/bacterias+o RSV

3X10° M¢ + 3X10° Bacterias

5 minutos
Lavar 2X 1
Incubar o-F Lavar 2X
30 min. 4°C ummm 1:500 (PBS/albimina 1%)

a-RSV
7:100

l CITOMETRO

30 MIN./4°C '

l LAVAR 2X
LAVAR 2X ’

Fijar c/formaldehido
4% en PBS
20min/T° ambiente

Figura iv. Diagrama de flujo de adhesién
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5.4 Ingestion de bacteria

Se dispuso de 3 X 10° células de los cultivos MON, MA y MoP en placas de 6 pozos, se
procedi6é a inocular con la bacteria marcada ajustando a diez bacterias por célula y se
incub6 entre 30 y 90 minutos, en movimiento constante, con estos tiempos realizé la
cinética, (figuras 4 y 5) y se determiné incubar por 90 minutos, y se procedié de manera
similar al punto anterior. Después de realizar la primera lectura por citometria de flujo se
agregaron 20 ul de cristal violeta 0.05 en 0.15N de cloruro de sodio este paso provoca
“apagado” sobre la lectura de la bacteria marcada mayor al 90 % (Raza MW. et al. 2000) por
lo que se realizé la lectura de las muestras a una DOsos lo que permite obtener una lectura

de la bacteria marcada en el interior de los M¢.

5.5 Sobre vivencia intracelular de bacteria.

Se dispuso de 3 X 10° células de los cultivos MON, MOA y M¢P en placas de 12 pozos, se
agregaron bacterias NTHi de un cultivo joven (24 hrs.) a una multiplicidad de infeccién de
1:100 disueltas en RPMI se cultivaron 105 minutos en atmésfera de CO, a 37° C, se lavé
dos veces con PBS y se agrego 40 mg/ml de gentamicina por 20 minutos, se lavé dos veces
con PBS se disgregaron las células por pipeteo fueron cuantificadas por exclusién de azul
tripano, se centrifugé y resuspendié en 50 pl de PBS/SDS 0.05% para lisar los M, e
inmediatamente se procedi6 a plaquear en agar chocolate con polienriquecimiento (ACHP),

incubando de 24 a 36 hrs. para conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC)
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Figura v. Diagrama de flujo de sobrevida
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6. NO

6.1 NO; en M¢

Se dispuso de 1 X 10° células de los cultivos MON, MA y MP en placas de 96 pozos se
cultivaron en CO; 5% a 37° C por 24 horas después 2 veces con RPMI y se cubrieron con
200 pl de RPMI/10 por 24 hrs. Se obtuvieron el sobre nadante de cada muestra y se
cuantificé la concentracién de NO, que es un producto final estable del NO a través de la

reaccién de Griess.

6.2 Determinacién de concentracién de nitrito

La determinacién se efectué de acuerdo a las instrucciones del Griss Reagent System
(Promega G2930). Brevemente, para realizar la curva estindar de referenciase prepara 1 ml
100 uM de solucién de nitrito a partir de la dilucién 1:1000 de nitrito estindar en RPMI
(matriz experimental), a continuacién se designaron tres columnas (A, B y C 24 pozos) y se
les cubri6 con 50 ul de RPMI en la placa de 96, a excepcién de los pozos Al, Bl y C1
donde se dispusieron 100 pl de la solucién 100 puM a partir de los cuales se realizaron
diluciones seriales de 50 pl (100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.13 pM) el dltimo pozo funcioné
como blanco por lo que no se afiadi6 soluci6n de nitrito a la dltima hilera que correspondia

a la concentracién 1.56 uM.

6.2.1 Reaccién de Griess

Se agregaron 50 pl de cada muestra por triplicado, todas las muestras se cubrieron con 50ul
de soluci6n de sulfanilamida incluyendo las diluciones de la curva de referencia de NO,,
las muestras fueron incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente en un recipiente
oscuro evitando entrada de luz, posteriormente las muestras fueron recubiertas con 50 pl de
solucién NED, e incubadas por 10 minuto a temperatura ambiente en un recipiente oscuro,
finalmente se midi6 la absorbancia en un lector de placa con un filtro de 550 nm, hasta 30

minutos posteriores a la reaccion.
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7. ANALISIS DE DATOS

Las muestras de los ensayos de adhesién e ingestién fueron adquiridas por citometria de
flujo y los datos fueron analizados utilizando el software WinMDI (Windows Multiple
Document Interface) version 2.8 desarrollado por The Scripps Research Institute, El
andlisis estadistico de las diferencias entre los cultivos MON, M¢A y M¢P con bacterias y
sin bacterias fue realizado aplicando una t de Student para poblaciones que no presentan
una distribucién Normal

La diferencia entre los valores fue considerada significativa cuando p<0.05



HIPOTESIS

La persistencia del VSR en los macrofagos altera su

capacidad bactericida.
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Objetivo General

Determinar la capacidad bactericida del macr6fago en un
modelo in vitro de persistencia de VSR.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1- Confirmar la persistencia del VSR en la linea celular P388D1. Modelo de persistencia

establecido y caracterizado en el laboratorio de virologia (Sarmiento R. et al. 2001)
2. Utilizar como patégeno blanco una cepa de Haemophilus influenzae para determinar la

capacidad del macréfago persistentemente infectado con VSR para:

a) Adherir bacterias
b) Ingerir bacterias d) Producir oxido nitrico

¢) Destruir de bacterias
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RESULTADOS:

1. CONFIRMACION DE LA PERSISTENCIA DE LA LINEA CELULAR P388D1.

La presencia del VSR en los M¢P fue monitoreada tanto por citometria de flujo, como por
inmunofluorescencia directa, se utilizé6 una mezcla de anticuerpos monoclonales murinos
anti-VSR fluoresceinados (DAKO #K6102) a una dilucién 7:100, los resultados reflejan la

presencia del virus en alrededor del 80% de los M¢P.(figura 5).

2, Cinética de adhesion e ingestion

Para fijar los tiempos 6ptimos con el fin de realizar los experimentos de adhesi6n e ingesti6n,
se llevé acabo una cinética a los 307, 57, 10°, 15°, 20’ (adhesion)(figura 1) y a los 45°, 60° y
90’ (ingestion) (figura 3). A partir de esta cinética se determinaron los indices de adhesién e
ingestién y se consider6 que 5 minutos de adhesién bacteriana y 90 minutos de ingestién

bacteriana son convenientes para llevar acabo la adhesi6n y la ingestién respectivamente.



I I

L= - P

Bacteria

Figura 1. Citometria de flujo para la adhesién. La figura muestra la cinética de adhesién con lecturas a los 0,
30™, 5°, 10, 15°, 20" y 30°, el panel I corresponde a los Dotplots donde FL-2 (macréfagos con bacteria
adherida) corresponde a las células con fluorescencia positiva para bromuro de etidio; contra FL-1 que
corresponde a células con fluorescencia negativa para bromuro de etidio. En el panel II se muestran
histogramas donde se indica la media de la intensidad de fluorescencia de las bacterias marcadas con bromuro
de etidio.
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INDICE DE ADHESION

Cinética indice de Adhesién
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Figura 2. Cinética del Indice de Adhesién, se muestran el indice de adhesi6n obtenido de la
multiplicacién del porcentaje de células infectadas por la media de la intensidad de
fluorescencia de los, M¢P (] M¢N' y M$A |2 los 0, 0.5, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos.
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Figura 3. Citometria de flujo para la ingestién. La figura muestra la cinética de ingestién
con lecturas a los 45, 60°, 90’ y control, el panel I corresponde a los Dotplots donde FL-2
(bacteria) corresponde a las células con fluorescencia positiva para bromuro de etidio, es
decir, con bacteria; contra FL-1 que corresponde a células con fluorescencia negativa para
bromuro de etidio. En el panel II se muestran histogramas donde se indica la media de la
intensidad de fluorescencia de las células positivas para la bacteria marcada con bromuro
de etidio.
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INDICE DE INGESTION

Cinética del indice de Ingestién
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Figura 4. Cinética del Indice de Ingestién, se muestran el indice de ingestién obtenido de la
multiplicacién del porcentaje de células infectadas por la media de la intensidad de

fluorescencia de los, M¢P [, M¢NB y M¢A m @ los 45, 60 y 90 minutos.
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Efecto de la infeccién aguda y persistente del VSR en la adhesion e ingestion de NTHi.
En la figura 5 se muestran ensayos representativos de la adhesi6n de la bacteria NTHi a
macréfagos murinos de la linea P388D1 infectados en forma aguda, persistente y no
infectados, los cuadrantes revelan el porcentaje de células infectadas con bacteria (FL-2) ,
con virus (FL-1), y coinfectadas (cuadrante superior derecho), los macréfagos M¢A y M¢P
presentaron un porcentaje superior de células con bacterias adheridas significativamente
superior que los M¢N asi mismo la media de la intensidad de fluorescencia de la bacteria
fue significativamente superior en el caso de los macréfagos M¢A, a partir de estos
resultados se obtuvo in indice arbitrario de adhesién (IA) (Figura 6) propuesto por Raza y
cols. (Raza W et al. 2000), obtenido de la multiplicacion del porcentaje de células
infectadas por la media de la intensidad de fluorescencia alcanzada en los histogramas. El
IA obtenido fue superior para los M¢A al alcanzado por los M¢P y M¢N. El porcentaje de
ingestion de la bacteria NTHi fue determinado por “apagado™ a través de cristal violeta de
la fluorescencia emitida por la bacteria extracelular y se vio disminuido en los en los M¢A
y M¢P con respecto a los M¢N (figura 7), Del mismo modo que en el caso de la adhesién
se determiné un indice arbitrario para determinar el indice de ingestién (Figura 8), el cual
muestra disminucién de la fagocitosis de los M¢A y M¢P con respecto a los M¢N en

concordancia al porcentaje de células ingeridas
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ADHESION
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Figura 5. Cuadro representativo de los ensayos de adhesi6n. La columna de la izquierda
(Dotplot’s) muestra la poblacion celular positiva para FITC VSR (FL-1) vs. la poblacién
positiva para bromuro de etidio; Bacteria (FL-2) y la columna derecha (histograma)
muestra la intensidad de fluorescencia del bromuro de etidio. a) MPA con bacterias. b)

M¢P con bacterias. c) M$N con bacteria
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Figura 6. Indice de adhesién se muestra el resultado de 3 experimentos individuales
Representando la media y la desviacién estindar de los tres *P<0.001 entre los macréfagos
agudos (A) y normales (N) o agudos y persistentes (P).
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Figura 7. Se muestra un ensayo representativo de ingestién. FL-5 es la fluorescencia
negativa para bromuro de etidio y FL-2 es la fluorescencia positiva para bromuro de etidio;
a) M$A con bacteria. b) M$P con bacterias. ¢) M¢N con bacteria. Panel I bacteria total
(intracelular y extracelular). Panel II bacteria intracelular (con cristal violeta). III
(Histograma) intensidad de fluorescencia de bacteria intracelular (con cristal violeta) vs.
Intracelular y extracelular (sin cristal violeta).
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Figura 8: Indice de ingestion se muestra el resultado de 3 experimentos individuales.
Representando la media y la desviacién estindar de los tres *P<0.001 entre los macréfagos
Normales (N), agudos (A) y persistentes (P).
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Sobrevivencia intracelular de la bacteria
La capacidad bactericida de los M¢N es superior a la exhibida por los M¢A mientras que
los M¢P ostentaron el mayor nimero de UFC, es decir, tienen una capacidad bactericida

disminuida con respecto a los M¢N y M¢A (Figura 9).

Sobrevida Bacteriana
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5
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5 = \
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Figura 9. Sobrevida bacteriana se muestra el resultado de 3 experimentos individuales por
triplicado. Representando la media y la desviacién estindar de los tres *P<0.050 entre los
macréfagos normales (N) y los agudos y persistentes (P).

Produccion de 6xido nitrico

La produccion de nitritos fue cuantificada para los M¢N, M¢A y M¢P per se y en presencia
de la bacteria, los resultados se muestran en la figura 10 e indican que los M¢N con
bacteria inducen una mayor produccién de nitritos que su control M¢N, asi mismo en la

infeccién aguda M$A con bacteria se observo una produccion superior de NO; con respecto
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a los M¢N, finalmente la produccién de nitritos de los M¢P fue similar a la de los M¢N, sin
embargo los M¢P con bacterias mostraron una concentracién significativamente menor que

la presentada por su control (M¢P).

Produccién de Nitritos
0,00025
© 0,0002 ]
=5
3. 0,00015 N
['/]
2
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=z
= 0,00005 §
0 T
N N/b P P/b A

Figura 10. Produccién de nitritos totales de cultivos de macréfagos normales agudos y
persistentes solos y con bacterias. Se observa que los macréfagos normales (N) aumentan
ligeramente su produccién de nitritos al ponerse en contacto con bacterias (N/b) al igual
que los agudos (A vs A/b) pero los persistentes disminuyen su produccién (P, P/b) de
nitritos P< 0.01.
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TABLA DE DATOS GENERAL

INDICE DE % ADHESION 29.5 83.32 4297
ADHESION
Media fluorescencia | 4,2 14.99 4.43
Indice 123.9 124896 [190.35
+/- 58.16 +/-245.7 +/- 48.40
INDICE DE % ADHESION 31.86 115 12.07
INGESTION
Media fluorescencia | 4,63 26 275
Indice 147.31 32 33.2
+-T77.67 +/- 23.60 +-2.59
SOBREVIDA M¢/1X10° 4.63 9.41 16.38
UF.C
MRS +/-0.60 +/-1.28 +-3.7
PRODUCCIONDE | uM NO, /cel. 1.319 1.69 1.407 1.609 1.82 .533
NITRITOS
E-04 E-04 E-04 E-04 E-04 E-04
+/-0.82418 +/-2.1517 +/-2.3563 +/-1.2115 +/-3.0727 +/-1.0221
E-05 E-05 E-05 E-05 E-05 E-05

Tabla b) En la tabla se incorporan los datos de los ensayos presentados, adhesi6n,
ingestion, sobrevida y produccién de nitritos.




Discusi6n

Los resultados presentados en este trabajo muestran la infeccién aguda y la
persistente con el VSR alteran la actividad bactericida del macréfago, sin embargo, los
cambios producidos por la infeccién aguda difirieron de la persistente.

Macréfagos infectados en forma aguda adhirieron més bacterias que los
persistentemente infectados y los normales, El mayor indice de adhesién se obtuvo con
M¢A (1244) con M¢P este valor fue de (188) y con M¢N (129). Posiblemente el
incremento en el indice de adhesién en MPA se asocia con aumento en receptores para la
bacteria inducidos por la infeccién viral. Esta interpretacién se fundamenta en reportes de
sobre expresién de receptores por NTHi como CD14, CD15 y CD-18 en células por
infeccién aguda con VSR La diferencia en los valores del indice de adhesién observado
entre MJA y M¢P se puede relacionar a las condiciones de infeccién de los cultivos.

Los experimentos de infeccién aguda se hicieron después de adsorber el virus 2
horas evitando asi la expresioén del genoma, en cambio en el cultivo persistente el genoma
se transcribe y traduce, més del 92 % de las células expresan antigeno viral y se tiene
produccién residual de virus infectivo (100-200 unidades formadoras de focos/ml ).
Ademis en el cultivo infectado en forma aguda la multiplicidad de infeccién fue de 3, lo
que implica que el 50% de las células interaccionaron con el viri6n, quiz dicha interaccién
asi como la penetracién del virus por fusién con la membrana celular originé cambios
exponiendo receptores a NTHi.

En cambio en el cultivo persistente es despreciable el nimero de células que
interaccionan con el virién, en este cultivo la relacién macréfagos virus es de 2X10° virus

por cada 108 células de tal forma que no se aumentan los receptores celulares a la bacteria.
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Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en una infeccién aguda con el
VSR en células Hep-2 en donde se observa un incremento en el indice de adhesién (Raza W.
et al. 1993), no asi en los monocitos humanos THP-1 donde el indice de adhesién disminuye;
pero el indice de ingestion y la capacidad bactericida disminuye (Raza W. et al. 2000)
coincidiendo con nuestros resultados; sin embargo debemos considerar el tiempo de
incubaci6n ya que en lo reportado por Raza la actividad bactericida se determiné a 16 y 20
horas post-infecciéon permitiendo la replicacién del virus, mientras que en nuestras
condiciones esta no se presenta.

Los indices de ingestién presentados por los cultivos difirieron entre los cultivos, el
valor mis alto de indice de ingestion lo presenté6 el cultivo normal (154) en cambio no de
observo diferencia entre los valores obtenidos en los cultivos infectados, agudo (33),
persistente (32). Estos datos pueden deberse a que productos virales o bien la infecci6n por
VSR interfiere con el mecanismo de ingestion del macréfago. Otro factor que
probablemente influya es competencia en ingestion por el macréfago entre particulas
virales y bacteria

Ademis otro factor que participa en el aumento en del indice de adhesién y de
ingestion observado por M¢A con respecto a M¢N y M¢P se relacione con la presencia de
glicoproteinas virales (F y G) en la membrana celular, las cuales pueden actuar como
receptores de la bacteria. Este fenémeno a su vez explicaria la reduccién de la ingestién
bacteriana por células infectadas ya que estas proteinas no son receptores celulares y por lo

tanto incapaces de desencadenar el proceso de ingesti6n.

42



La infeccién viral aguda o persistente disminuye la capacidad bactericida del
macr6fago, en M¢N sobrevivieron (5 UFC /ml) en cambio en los cultivos persistente se
obtuvieron los siguientes valores, en el agudo (9 UFC /ml) y en el persistente (16 UFC/ml).

La actividad microbicida del macréfago se relaciona con la concentracién de
intermediarios reactivos de nitrégeno (NOIs) y del oxigeno (ROIs). Asi como con la
actividad enzimatica de la lisozima, catalasa y peroxidasa.

Con la finalidad de estudiar el mecanismo responsable de la sobrevivencia de la
bacteria en los cultivos infectados, se determiné la concentracién de nitritos en los
diferentes cultivos. Los resultados mostraron que la infeccién viral en macréfagos
incrementa la concentracién de nitritos con respecto a macr6fagos normales,
M¢A(0.00016981) , M¢P (0.00014074), M¢N (0.00013196). La infeccién bacteriana en
M¢N (.00016098) y M¢A (0.00018261) originé aumento en la concentracién de nitritos, en
contraste ducha concentracién se redujo en los M¢P (5.333E-05) cultivo persistente, este
efecto es congruente con los datos obtenidos en sobrevivencia de la bacteria, en M¢P y
M¢N sin embargo contradice la sobrevivencia de la bacteria en MA.

En conclusién la actividad bactericida del macr6fago se ve afectada diferencialmente entre

los dos tipos de infeccién viral asi como por la coinfeccién con la bacteria.
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CONCLUSIONES

1.- La persistencia del VSR altera la capacidad bactericida del macréfago.

2.- Los MA agudos presentan el mayor indice de adhesion.

3.- La infeccién por VSR (aguda y persistente) disminuye la ingestién bacteriana

4.- La produccién de 6xido nitrico en M¢P infectados con bacteria se ve significativamente

disminuida con respecto a los M¢P

5.- La capacidad bactericida de los M¢P es significativamente menor que la presentada por
los MdA y MoN.
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APENDICE

MATERIAL Y REACTIVOS.

Medios y suplementos cultivo
D-MEM (GIBCO 12100-046)
RPMI 1640 (GIBCO 23400-021)
Medio de Cultivo para las Células P388D1 (RPMI 1640-ME).
RPMI 1640 suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB), 2.2 g/L de Hepes, 2.2
g/L de bicarbonato de sodio y 0.1% de 2-mercaptoetanol.
Medio de cultivo para las células VERO.
D-MEM suplementado con 5% de SFB, 2.2 g/t de Hepes, 2.2. g/t de bicarbonato de
sodio, 1% de L-glutamina.
Medio de cultivo para Haemophilus influenzae
Base agar sangre
Infusion cerebro corazén (BIXON 4029069)

Agregados.
Suero fetal bovino (GIBCO-BRL 10437-028)
Hepes (SIGMA H-0763)
Bicarbonato de sodio (PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY 1290)
2- Mercaptoetanol (BIO-RAD 161-0710)
L-Glutamina (SIGMA G-1517)
Polienriquecimiento liofilizado (BIXON 211665)
Agar Indubiosa A-37 (Biosepra, UK)

Sangre de carnero desfibrinada
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Reactivos y Soluciones

= NaCl (MERCK 6404)

= NaSO47H,0 (MERCK 6649)

= NaH,PO, (J.T. BAKER 790)

= MgSO4 (J.T. BAKER 2500)

= NaOH (MERCK 6498)

= NaNO; (Productos quimicos de Monterrey 44901)
= NED (SIGMA N-9125)

= Cristal violeta (SIGMA C0775)

= SDS

= Bromuro de etidio (sigma 1239-43-8)

= Sulfato de Gentamicina (SON’S 87882)

= Azul Tripano (SIGMA T5526)

= Albiimina Sérica Bovina (SIGMA A-3350)
= Tripsina (SIGMA 1989)

= Paraformaldehido (SIGMA P6148)

= Dimetilsulféxido (J.T. BAKER 9224)

= PBS
NaCl 8.0gr

KCl 02gr

Na,HPO; 0.96 gr

KH,PO;, 0.2gr

Se afora a 1 litro, se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza por autoclave.
= Solucién de Albimina al 1% en PBS

1 gr de Albiimina Sérica Bovina en 100ml de PBS

Anticuerpos y conjugados.

= Kit Anti-RSV conjugado con FITC (DAKO K6102)
=  Anticuerpo monoclonal de ratén 2.4G2 anti-FcyRII/RIII (PHAR MINGEN 553141)
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Material Desechable

Botella para cultivo celular de 25 cm® (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 163371)
Botellas para cultivo celular de 80 cm? (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 144881)
Botella para cultivo celular de 150 cm? (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 147589)
Cajas petri para cultivo celular 60 cm® (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172931)
Cajas petri para cultivo celular 100 cm? (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172934)
Placas de 96 pozos para cultivo celular (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 167008)
Placas de 6 pozos para cultivo celular (COSTAR, Broadway, Cambridge Cat no. 3590)
Tubos de poliestireno 12X75 mm para lectura FACS (FALCON, Cat no. 2054)
Puntas para micropipeta

100-1000 pl (COSTAR, Broadway, Cambridge Cat no. 4867)

20-250 pl (RAININ Instruments, Cat no. RT-250)
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