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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

EN LA ACTUALIDAD EN NUESTRO PAlS A LA INFECCION POR EL -
VIRUS DE RUBEOLA NO SE LE HA PRESTADO LA ATENCIÓN DEBIDA, 
A PESAR DE QUE ~STA PUEDE PROVOCAR ENTRE OTROS PADECI -
MIENTOS, TRASTORNOS TERATOG~NICOS, SU DETECCION POR --
DIAGNOSTICO CL[NICO NO ES MUY CONFIABLE, POR LO QUE ES,
NECESARIO UTILIZAR PRUEBAS DE LABORATORIO, ENTRE ~STAS, 

LA MAS UTILIZADA ES LA INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION, 
ESTA T~CNICA SE REALIZA PRINCIPALMENTE CON EQUIPOS DIAG
NOSTICO$ DE IMPORTACIÓN, LO CUAL ORIGINA QUE SEA UNA --
PRUEBA COSTOSA. EL REACTIVO PRINCIPAL PARA ESTAS T~CNl
CAS ES EL ANT[GENO DE RUBE0LA, 

PARA QUE UNA DETERMINACION SEA MUY SEGURA, UNO DE LOS 
REQUISITOS PRINCIPALES ES QUE EL ANT[GENO ESTE PURO, 

DEBIDO A ~STO ES NECESARIO CONTAR CON T~CNICAS PARA LA -
OBTENCIÓN DE ANT[GENO PURIFICADO, QUE PUEDA EN UN FUTURO 
DESPLAZAR LOS REACTIVOS DE IMPORTACION, lo ANTERIOR PO
DRJA OCASIONAR UNA DISMINUCIÓN EN EL COSTO DE LA PRUEBA, 
HACl~NDOLA MAS ACCESIBLE, lo QUE PERMITIR[A INCLUIRSE-
COMO PRUEBA DE RUTINA EN ANÁLISIS PRENUPCIALES y/o PARA
MUJERES EN EDAD DE CONCEBIR, 

EN EL SIGUIENTE TRABAJO SE PRETENDE OBTENER UN M~TODO -
PARA LA PURIFICACION DEL ANTIGENO DE RUBEÓLA, 

HIPOTESIS 

EL VIRUS DE RUBEOLA PUEDE PURIFICARSE POR M~TODOS DE ULTRA 
CENTRIFUGACION EN GRADIENTES DE DENSIDAD (SACAROSA y PERaJ.L), 
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1.1 IMPORTANCIA DE LA INFECCJON DEL VIRUS DE RUBEOLA 

LA INFECCIÓN POR EL VIRUS DE RUBtOLA CVR) ES GENERAL
MENTE BENIGNA, SIN EMBARGO EN MUJERES EMBARAZADAS -
PUEDE OCASIONAR PROBLEMAS CONGtNITOS EN LOS CUALES EL 
FETO SUFRE DAÑO CUANDO EL VIRUS PASA A TRAVtS DE LA -
PLACENTA, PRODUCltNDOSE ABORTOS, MORTINATOS O EL NACl 
MIENTO DE NIÑOS CON EL S!NDROME DE RUBtOLA CONGtNITA 
(SRCl. 

1.2 §INTOM8TOLOGIA CLJNICA DE LA RUBEOLA 

LA INFECCIÓN POR VIRUS DE RUBtOLA DURANTE LA INFANCIA 
O LA ETAPA ADULTA SE PRESENTA GENERALMENTE COMO UNA -
ENFERMEDAD BENIGNA CARACTERIZADA POR LEVES SfNTOMAS -
RESPIRATORIOS SUPERIORES, UN RASH ERITEMATOSO Y LINFA 
DENOPATIA SUBOCCIPITAL, EN LOS ADULTOS JÓVENES, SIN
EMBARGO LA ENFERMEDAD PUEDE COMPLICARSE CON ARTRALGIA 
O ARTRITIS TRANSITORIA, DESPUtS DE LA ERUPCIÓN DESAPA 
RECE, LAS COMPLICACIONES SEVERAS COMO ENCEFALITIS Y
PÜRPURA TROMBOCITOPtNICA SON RARAS (16) (19) (25) (28), 
LA INFECCIÓN DEL FETO DURANTE EL PRIMER TRIMESTRE DE 
EMBARAZO PUEDE PROVOCAR RUBtOLA CONGtNITA LO CUAL ES
MENOS FRECUENTE EN EL SEGUNDO O TERCER TRIMESTRE, EL 
SRC SE CARACTERIZA POR: SORDERA NEUROSENSITIVA, ANOMA 
L!AS CARDIACAS, CATARATAS, PESO SUBNORMAL, LESIONES -
VISCERALES, RETARDO DEL CRECIMIENTO Y SfNTOMAS ENCEFA 
LICOS, ESTAS CARACTERfSTICAS PUEDEN APARECER SOLAS -
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O EN DIFERENTES COMBINACIONES, EL PER[ODO DE INCUBA
CIÓN DE LA RUBtOLA AGUDA ES DE 14 A 21 D[AS C22) C25) 
(28) (54). 

1.3 MEJODOS DE DIAGNOSTICO CLINICO PARA LA INFECCION POR 
RUBEDLA. 

EL DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR RUBtOLA ES DIF[CIL 
DE ESTABLECER EN BASE AL CUADRO CL!NICO. LA ÜNICA 
MANERA DE ESTAB~ECER UN DIAGNÓSTICO SEGURO DE RUBtOLA 
ES COMPROBÁNDOLO MEDIANTE PRUEBAS DE LABORATORIO, 

Los PRINCIPALES MtTODOS UTILIZADOS EN EL DIAGNÓSTICO
DE LA INFECCIÓN POR RUBtOLA SON: NEUTRALIZACIÓN CNl;
FIJACIÓN DE COMPLEMENTO CFC}; HEMAGLUTINACIÓN CHA} E 
INHIBICIÓN DE LA HEMAGLUTINACIÓN C!HAl, ExlSTEN OTRAS 
TtCNICAS QUE SE HAN DESARROLLADO EN FORMA RECIENTE -
COMO: HEMAGLUTINACIÓN INDIRECTA CH!) Y AGLUTINACIÓN -
EN LATEX CAL}; ENSAYO INMUNOENXIMÁTICO CELISA}; ENSA
YO DE INMUNOFLUORESCENCIA CIFA); Y RADIO INMUNOENSAYO 
<RIA). 

LA TtCNICA DE HA SE BASA EN LA CAPACIDAD QUE TIENE EL 
VIRUS DE RUBtOLA DE AGLUTINAR ERITROCITOS DE DIFEREN
TES ESPECIES ANIMALES, SI SE PONEN CANTIDADES CONSTA[ 
TES DE UNA SUSPENSIÓN DE ERITROCITOS CON DILUCIONES -
SERIADAS DEL VIRUS, EL T[TULO ESTARÁ DADO POR LA MÁXI
MA DILUCIÓN DONDE SE PRESENTE UNA AGLUTINACIÓN TOTAL -
(11) (44). 

LA !HA SE BASA EN LA CAPACIDAD DEL VIRUS DE RUBtOLA DE 
AGLUTINAR ERITROCITOS DE CIERTAS ESPECIES ANIMALES, Si 
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EL SUERO DE UN PACIENTE CONTIENE ANTICUERPOS Y SE 
MEZCLA CON EL VIRUS DE RUB~OLA, LOS ANTICUERPOS BLO -
QUEARÁN LA SUPERFICIE DEL VIRUS Y AL ADICIONAR LOS -
ERITROCITOS LA AGLUTINACIÓN SE INHIBIRÁ. SE REAL!ZAN
DILUC!ONES SERIADAS CON EL SUERO PARA DETERMINAR EL -
TITULO DE ANTICUERPOS QUE ESTÁ DADO POR LA ULTIMA -
DILUCIÓN QUE INHIBA LA HEMAGLUT!NAC!'ÓN (9) (11) (42), 

EN EL ENSAYO DE AGLUTINACIÓN CON LÁTEX EL VIRUS DE -
RUB~OLA SE UNE PREVIAMENTE A PARTICULAS FINAS DE LÁ -
TEX, CUANDO HAY ANTICUERPOS PRESENTES EN EL SUERO -
ESTOS SE MEZCLAN CON LAS PARTICULAS Y LA AGLUTINACIÓN 
SE HACE APARENTE EN FORMA DE GRANDES MASAS BLANCAS -
(11) (42). 

LA PRUEBA DE ELISA CONSISTE EN UNIR EL VIRUS DE RUB~Q. 

LA A UNA SUPERFICIE (M!CROPLACAS DE PLÁSTICO O PEQUE
~OS CUERPOS GLOBULARES DE LA MISMA NATURALEZA). EL -
SUERO DEL PACIENTE SE ADICIONA Y SI HAY ANTICUERPOS,
~STOS SE UNEN AL VIRUS, EN SEGUIDA SE ADICIONAN ANTl 
INMUNOGLOBULINAS HUMANAS, OBTENIDAS EN UN ANIMAL DE -
LABORATORIO, ESTOS ANTICUERPOS PREVIAMENTE SE HAN CO[ 
JUGADO CON UNA ENZIMA, AL AGREGARSE SE UNEN AL PRIMER 
ANTICUERPO, FINALMENTE AL ADICIONAR UN SUSTRATO APRQ 
PIADO, LA ENZIMA ACTUARÁ SOBRE ~STE, TRANSFORMÁNDOLO
y DESARROLLANDO UNA REACCIÓN COLORIDA, LA CUAL PUEDE
SER PERCIBIDA A SIMPLE VISTA Y CUANTIFICADA MEDJANTE
ESPECTOFOTOMETRIA, DEBIDO A QUE LA CONCENTRACIÓN DEL
PRODUCTO PRESENTA UNA RELACIÓN DIRECTAMENTE PROPORCIQ 
NAL A LA UNIÓN DEL COMPLEJO ANTIGENO-ANTICUERPO (42) 
(53), 
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DE LAS PRUEBAS ANTES MENCIONADAS LA !HA ES LA MÁS 
UTILIZADA POR LA MAYORfA DE LOS LABORATORIOS, SIN EM
BARGO PRESENTA CIERTOS INCONVENIENTES COMO SON: ERRO
RES POR DILUCION; TRATAMIENTO DE LOS SUEROS PARA RET! 
RAR INHIBIDORES NO ESPEC!FICOS; SE REQUIERE DE ALTAS
CONCENTRACIONES DE ANTIGENO; ALGUNOS REACTIVOS EMPLEA 
DOS SON PERECEDEROS; DEBIDO AL TIPO DE REACTIVOS UTI
LIZADOS LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN DIFERENTES LABORA 
TORIOS SON DIFTCILES DE COMPARAR(26) (44) (46), 

POR OTRO LADO, LAS TtCNICAS DE ELISA Y AL SON MÁS SE~ 
SIBLES Y REPRODUCIBLES, SIN EMBARGO PARA REALIZARLAS
ES INDISPENSABLE CONTAR CON UN ANTfGENO CONCENTRADO Y 
PURO, 

1.4 PROPIEDADES FISJCAS, QUJMICAS Y BIOLOGJCAS DEL VIRUS 
DE RUBEOLA. 

EL VIRUS DE RUBtOLA SE HA CLASIFICADO COMO MIEMBRO DE 
LA FAMILIA TOGAVIRIDAE, PERO LOS ESTUDIOS SOBRE SU -
ÁCIDO RIBONUCLEICO Y SUS PROTEfNAS ESTRUCTURALES LO -
HAN DIFERENCIADO DE TODOS LOS DEMÁS MIEMBROS DE ESTA
FAMILIA DE LOS ToGAVIRus, <25) (31). Es EL ÜNICO -
MIEMBRO DEL GtNERO RUBIVIRUS, HASTA LA FECHA SÓLO SE 
CONOCE UN SEROTIPO DE ESTE VIRUS POR ANTICUERPOS POL! 
CLONALES, POSIBLEMENTE AL UTILIZAR ANTICUERPOS MONO-
CLONALES SE ENCUENTRE DIFERENCIA ENTRE LAS CEPAS VIRA 
LES, 

EL VIRUS CONTIENE UNA MOL~CULA DE RNA DE CADENA ÚNICA 
LINEAL DE 38 A 40 S. ESTE COEFICIENTE DE SEDIMENTA -
CIÓN SUGIERE UN PESO MOLECULAR DE 3.4 X 106 DALTONES, 
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QUE ES CONSIDERABLEMENTE MENOR QUE EL RNA DE LOS PARA 
MOXOVIRUS Y DE LOS TOGAVIRUS (9) (25), 

EL VIRUS DE RUB~OLA SE INACTIVA RÁPIDAMENTE POR EL -
ETER, CLOROFORMO Y EL DESOXICOLATO SÓD.ICO, AUNQUE EL
VIRUS ES RELATIVAMENTE LÁBIL A 4ºC, SU ESTABILIDAD -
AUMENTA CONSIDERABLEMENTE DE -€0º A -;+o·c. ALGUNAS -
CARACTER!STJCAS DEL VIRUS DE RUB~OLA SE MÚESTRAN EN -
LA TABLA l. l. 

EL VIRUS DE RUB~OLA ESTÁ COMPUESTO DE TRES PROTEINAS
El, E2 Y C CON PESOS MOLECULARES APARENTES DE 60K, --
47K y 33K RESPECTIVAMENTE. Dos DE ESTAS PROTEfNAS E1 
Y E2 SON GLUCOPROTEINAS DE ME~BRANA, MIENTRAS QUE C -
ES UNA PROTEINA NO GLUCOSILADA RELACIONADA CON EL RNA 
INFECCIOSO, POR LO QUE ES UNA NUCLEOPROTEINA (29) (471 
(51) (541. 

LA PROTEINA El ES LA MOL~CULA MÁS GRANDE DE LAS DOS -
GLUCOPROTEINAS A LA CUAL SE LE ASOCIA LA FU~CIÓN HEMA 
GLUTINANTE DEL VIRUS (291 (47) (511, EL ESQUEMA DEL
VIRUS SE PRESENTA EN LA FIGURA 1.1. 

FIGURA 1.1 
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lA HEMAGLUTININA CONSTITUYE UN COMPONENTE BÁSICO DEL 

VIRUS Y PERMANECE BIOLÓGICAMENTE ACTIVA DESPU~S DE LA 

DISGREGACIÓN DE LA PARTfCULA VIRAL. 

TABLA 1.1. 

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL VIRUS DE RUBEOLA. 

EsF~ICD, cm UNA o MÁS PROTUBERANCIAS 

fD A 70 NM DE D 1 At1:rno 

~, CArENA SIMPLE CON UN PESO MJLECU

LAR DE 3.5 X lfP JJALTCl'lES, 

TI ENE B-IVOL TUlA u pro 1 CA AOOU IR 1 DA AL 

PASAR A TRA~S DE LA f'EM3WlA DE LA -

cáll.A H~SPED. 

!CIENTE DE SEDIM:NTACirn 2fil S 

URA 

1.18 - 120 G/ML EN SACAROSA 

1.25 G/ML EN CsCL, 

l:ESTRUYE INFECTIVIDAIJ 

DESTRUYE INFECTIVIDAIJ 

l:ESTRUYE INFECTIVJr.\D 

6.8 - 8.1 ESTA!l.E 

5. 9 ESTABILIDAD MENOR 

2.0 INACTIVACIOO COMPLETA 

SE INACTIVA CON 30 MIN, A 56" C 
ES ESTABLE 7 DfAS A 4"C Y 

~ Af«JS A - 60" C. 
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1,5 METODOS PARA CONCENTRAR Y PURIFICAR VIRUS 

Los VIRUS PROPAGADOS EN CULTIVOS CELULARES PRESENTAN 
MENOS PROBLEMAS DE PURIFICACIÓN EN COMPARACIÓN A LA
PURIF!CACIÓN A PARTIR DE SECRESIONES BIOLOGICAS YA -
QUE SE TIENE UNA MENOR CONCENTRACIÓN DE RESTOS CELU
LARES Y PROTEfNAS, 

CADA VIRUS PRESENTA PROBLEMAS ESPECIFICOS PARA su ca~ 
CENTRACIÓN Y PURIFICACIÓN, ESTO SE SOLUCIONA CON LA -
COMBINACIÓN DE CENTRIFUGACIÓN, ULTRACENTRIFUGACIÓN, -
PRECIPITACIÓN, ULTRAFILTRACIÓN Y CROMATOGRAFfA DE AFl 
N IDAD (32) (48), 

PARA PODER INICIAR LA CONCENTRACIÓN VIRAL ES NECESARIO 
REALIZAR ANTES UNA CLARIFICACIÓN DE LA COSEC~A VIRAL -
POR CENTRIFUGACIÓN A BAJAS VELOCIDADES CON LA FINAL! -
DAD DE ELIMINAR LOS RESTOS CELULARES Y AGREGADOS PRO -
TEINICOS (41), 

1.6 METODOS DE CONCENTRACION 

LA CONCENTRACIÓN ES UNA DE LAS FASES MÁS IMPORTANTES -
DE LA PURIFICACIÓN DE VIRUS, YA QUE SE OBTIENEN LAS -
CANTIDADES REQUERIDAS DE VIRUS EN UN PEQUEÑO VOLUMEN -
EL CUAL DEBE SER SUF IC 1 ENTE PARA LLEVAR A CABO LA PURl 
FICACIÓN, DEBIDO A QUE LOS VIRUS SON PARTICULAS MUY -
PEQUEÑAS (GENERALMENTE MENORES DE 100 NM) LA CANTIDAD
DE VIRUS QUE SE REQUIEREN PARA OBTENER MICROGRAMOS DE
PROTEINA ES MUY ALTO, 
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Es MUY IMPORTANTE TENER EN CUENTA QUE LA MAYCRIA DE LOS 
VIRUS SON TERMOLAlllLES Y PIERDEN SUS PROPIEDADES BIOLÓ
GICAS RÁPIDAMENTE SI NO SE MANTIENE EN REFRIGERACIÓN, -
TAN PRONTO COMO EL LIQUIDO DE CULTIVO INFECTADO SE OB -
TIENE ES IMPORTANTE REFRIGERARLO A 4ºC PARA CONSERVARLO 
POR PERIODOS CORTOS O CONGELARLO A -20ºC Ó A -70'C SI -
SE REQUIEREN PERIODOS DE CONSERVACIÓN MÁS LARGOS, 

Los M~TODOS MAs UTILIZADOS EN LA CONCENTRACIÓ~ DE VIRUS 
SON: HIDROEXTRACCION; FILTRACION MOLECULAR; PRECIPITA-
CION V PRECIPITACION DIFERENCIAL (ULTRACENTRIFUGACIONl, 

1.6.1 LA HIDROEXTRACCION ES UN MtTODO MUY SIMPLE PARA CONCEN
TRAR VIRUS, SE BASA EN LA EXTRACCIÓN DE AGUA Y MICROSO
LUTOS DEL CULTIVO CELULAR, CUANDO tSTE SE COLOCA EN UNA 
BOLSA DE DIÁLISIS (MEMBRANA POROSA DE CELULOSA) LA --
CUAL ESTÁ CUBIERTA POR UN COMPUESTO DE ALTO PESO MOLEC~ 
LAR (32) (45) (52), EL M~TODO ES APLICABLE A VOLUMENES 
MENORES DE UN LITRO Y PARA VIRUS QUE SON MUY RESISTEN -
TES, PUES ESTE ES UN PROCESO LENTO QUE PUEDE TARDARSE -
HASTA 24 HORAS, 

Los MATERIALES DE HIDROEXTRACCIÓN DEBEN SER hlGROSCÓPl
cos Y TENER UN PM SUFICIENTEMENTE ALTO PARA ºREVENIR 
LA MIGRACIÓN DEL MATERIAL QUE HA SIDO EXTRAIJ>O, 

GENERALMENTE SE UTILIZA LA FORMA POLIMtRICA DEL POLIETL 
LENGLICOL: CARBOWAX 20,000, Es UN MATERIAL BARATO, -
MUY HIGROSCÓPICO Y NO AFECTA A LA MAYORIA DE LOS VIRUS, 
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1.6,2 ÉILTRACION f1)LECULAR: DURANTE LA FILTRACION MOLECULAR 
(ULTRACENTRIFUGACION) LAS MOLECULAS SON SEPARADAS DE -
ACUERDO A SU TAMAÑO, LAS HOLECULAS Y PARTfCULAS SUS -
PENDIDAS SON ATRAPADAS POR LA MEMBRANA, LA CUAL TIENE 
POROS QUE PUEDEN RETERLAS DEBIDO A QUE TIENEN UN DIÁM~ 
TRO MENOR QUE ESAS MOLECULAS Y PARTfCULAS, ESTAS MEM
BRANAS TIENEN POROS GENERALMENTE MENORES A LOS 10 NM. 
Los VIRUS TIENEN UN PESO MOLECULAR ALTO y UN DIAMETRO
SUPERIOR A 10 NM DEBIDO A ESTO NO PUEDEN PASAR A TRA -
VES DE LA MEMBRANA (32 (35), 

ExlSTEN DIVERSOS FABRICANTES QUE PRODUCEN MEMBRANAS DE 
ULTRAFILTRACIÓN Y APARATOS ADECUADOS PARA LA CONCENTR~ 
CIÓN DE VIRUS,ENTRE ESTOS PUEDEN MENCIONARSE: Los FA
BRICADOS POR LA CASA AHICON QUE SON : AGITADOR CELULAR; 
SISTEMAS DE CANALES DELGJ\IJOS; SISTEMAS DE FIBRAS HUE-
CAS y MEMBRANAS. Los FABRICADOS POR LA CASA MILLIPORE 
QUE SON: SISTEMAS DE FLUJO TANGENCIAL Y MEMBRANAS (32), 

1.6.3 PRECIPITACION: ESTA SE BASA EN LAS PROPIEDADES FISICq 
QUfMICAS DE LOS VIRUS YA QUE ES POSIBLE CAMBIAR LA cAa 
GA DE SU SUPERFICIE E INDUCIR UNA PRECIPITACION (32) -
(52), PARA ESTA GENERALMENTE SE UTILIZA EL POLIETILE~ 
GLICOL (PEGl Y EL SULFATO DE AMONIO, 

A) EL METODO PARA PRECIPITACIÓN CON PEG DEBE SER ADAE 
TADO PARA CADA VIRUS PORQUE PRESENTAN DIFERENCIAS
EN LAS CARGAS DE SU SUPERFICIE (40), 

EL PEG PUEDE OBTENERSE EN DIFERENTES FORMAS POLIM~ 
RIZADAS, EL QUE TIENE UN PM DE 6,000 A 8,000 ES --
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ADECUADO PARA LA PRECIPITACIÓN DE VIRUS DE FLUl 
DOS BIOLÓGICOS, 

LA MEZCLA DEL PEG V LA COSECHA VIRAL SE DEJA R~ 
POSAR DE 4 A 8 HORAS A 4ºC, CSTO PERMITE LA FO~ 
MACIÓN DE PUENTES INTERPOLARl..) ENTRE LAS PROTEl 
NAS VIRALES OCASIONANDO UNA r·aF.CIPITACIÓN C32)' 

B) EL SULFATO DE AMONIO SE UTILIZA PARA LA CONCEN
TRACIÓN DE VIRUS, Es EFICAZ PARA CONCENTRAR -
VOLUMENES ~EQUEÑOS O GRANDES DE COSECHA VIRAL.
LA MAYORIA DE LOS VIRUS SE PRECIPITAN EN PRESE~ 

CIA DE UNA SOLUCIÓN DE SULFATO DE AMONIO AL ---
40%, DEBIDO A QUE EN ALTAS CONCENTRACIONES DE -
SALES LA MAYORfA DE LAS PROTEfNAS SE PRECIPITAN 
EN SOLUCIONES ACUOSAS, AL AGREGAR ALTAS CONCE~ 
TRACIONES DE SALES DISMINUYEN LAS ACTIVIDADES -
DE LAS MOLECULAS DEL AGUA, DEBIDO A QUE LA SAL
INTERACC IONA CON EL AGUA E IMPIDE LA UNIÓN DE -
~STA CON LOS GRUPOS HIDROFfLICOS ENTRE LAS MOL~ 
CULAS DE PROTEfNA COLINDANTES HASTA OCASIONAR -
SU PRECIPITACIÓN, (6) ·(52), 

1.6.4 PRECIPITACION DIFERENCIAL <CONCENTRACION POR ULTRACEN
TRIFUGACIONJ: ES LA FORMA MÁS SIMPLE DE CENTRIFUGA --
CIÓN; UN TUBO DE CENTRfFUGA SE LLENA CON UNA MUESTRA -
UNIFORME DE VIRUS EN SUSPENSIÓN Y SE INICIA LA CENTRI
FUGACIÓN A UNA VELOCIDAD V TIEMPO PREDETERMINADOS DE -
PENDIENDO DEL COEFICIENTE DEL VIRUS, DE ESTA MANERA -
SE OBTIENEN DOS FRACCIONES: UN SEDIMENTO V l.tl SOBRENA
DANTE CON EL MATERIAL QUE SE MANTIENE EN SUSPENSIÓN. 



12. 

1.7 PURIFICACION DEL VIRUS 

LA ULTRACENTRÚUGACIÓN POR GRADIENTE DE DENSIDAD SE HA 
MANTENIDO COMO LA METODOLOG!A MÁS UTILIZADA PARA OBTE
NER VIRUS PURO (32. ESTA METODOLOGIA SIRVE PARA VA -
RIOS PROPÓSITOS: CONCENTRAR, PURIFICAR PARTICULAS, ANA 
LIZAR PARÁMETROS FISICOS COMO CONSTANTE DE SEDIMENTA -
CIÓN (S20 w> Y MEDIR DENSIDAD, 

LA SEPARACIÓN POR ULTRACENTRIFUGACIÓN SE LOGRA COLOCA~ 
DO UNA MUESTRA EN UN TUBO Y SOMETl~NDOLO A UN CAMPO -
GRAVITACIONAL MUY ALTO, DONDE CADA PARTlCULA SEDIMENTA 
RÁ A UNA VELOCIDAD QUE ES PROPORCIONAL A LA FUERZA -
APLICADA; SIGUIENDO LA LEY DE STOKE: A UNA FUERZA CEN
TRIFUGA Y VISCOCIDAD DADA, EL INDICE DE SEDIMENTACIÓN 
ES PROPORCIONAL AL PM DE LA PARTICULA Y A LA DIFEREN -
CIA DE LAS DENSIDADES ENTRE LA PARTlCULA Y LA SOLUCIÓN, 

1.7.1 ~LTRACENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD: LACEN -
TRIFUGACIÓN DIFERENCIAL ES UNA FORMA MUY LIMITADA PARA 
LA PURIFICACIÓN DE VIRUS, DEBIDO A QUE TODAS LAS PARTl 
CULAS CON COEFICIENTE DE SEDIMENTACIÓN SIMILAR SEDIME~ 
TAN JUNTAS, EN BASE A LO ANTERIOR BRAKE (2) (3) (4) IN 
TRODUJO UN M~TODO MEJOR: LA ULTRACENTRIFUGACIÓN POR -
GRADIENTE DE DENSIDAD. ESTE M~TODO HA LLEGADO A SER -
UNA DE LAS HERRAMIENTAS MÁS PODEROSAS PARA LA PURIFICA 
CIÓN DE VIRUS, SE BASA EN COLOCAR UNA SUSPENSIÓN DE -
VIRUS EN UNA COLUMNA DE LIQUIDO QUE TIENE UNA DENSI -
DAD MAYOR QUE LA DEL VIRUS AL CENTRIFUGAR, EL VIRUS -
MIGRA DE ACUERDO CON su TAMAÑO (S20 w>, HASTA QUE AL -
CANZA UNA DENSIDAD IGUAL A LA SUYA EN LA COLUMNA DEL -
LIQUIDO ~STE SE SEDIMENTA AL FONDO DEL TUBO (32), Ex!~ 
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TEN CUATRO ASPECTOS HUY IMPORTANTES PARA LA ULTRACEN
TRIFUGACIÓN POR GRADIENTE DE DENSIDAD: TIPO DE VIRUS, 
EL MEDIO EN EL QUE SE VA A CENTRIFUGAR, LOS ROTORES Y 
LOS TIPOS DE GRADIENTES. 

1.7.2 JIPO DE VIRUS: Los VIRUS ESTÁN COMPUESTOS ESENCIAL -
MENTE DE MATERIAL GEN~TICO (llNA O RNAl ENVUELTOS EN -
UNA CUBIERTA DE PROTEfNAS; LA Ci!.PSIDE. ADEMÁS UNA -
GRAN CANTIDAD DE VIRUS, TAMBl~N POSEEN UNA ENVOLTURA
QUE ES DERIVADA DE LA MEMBRANA CELULAR DEL HU~SPED.LA 
PRESENCIA DE ES IA ENVOLTURA AFECTA SUS CARACTER [STI -
CAS FfSICAS DURANTE LA ULTRACENTRIFUGACIÓN. 

SE CONSIDERAN DOS TIPOS DE PART[CULAS VIRALES PARA LA 
SEPARACIÓN: ENVUELTOS Y DESNUDOS: LOS VIRUS ENVUELTOS 
SE HAN REPORTADO DENTRO DE UNA DENSIDAD DE 1.18 A 
1.25 G/ML, MIENTRAS QUE LOS VIRUS DESNUDOS TIENEN DE~ 
SIDADES MAYORES A ~STOS: 1.28 A 1.60 G/ML. 

l.7.3 EL MATERIAL UTILIZADO PARA GRADIENTES: ESTE DEBE CUM 
PLIR CON CIERTAS CARACTERfSTICAS: (13) (15), 

- CUBRIR UN INTERVALO DE DENSIDAD NECESARIO PARA -
PODER SEPARAR LA PARTJCULA VIRAL DE OTRAS PARTJcu
LAS, 

- FORMAR SOLUCIONES DE BAJA FUERZA JONICA, CON BAJA 
VISCOCIDAD E ISOSMOTICAS, DE ESTA MANERA NO SE DARA 
AL VIRUS, 

- NO AFECTAR LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS VIRUS (lli 
FECTIVIDAD, ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE O ENZIMATICA), 
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su éollcnmw:UiK DEBE SER FAclL DE HEDIAR <INDICE 
.. DE REFRACCJl!N). 

- ELIMINARSE FACIUIENTE DE LAS FRACCIONES QUE CONTE!f_ 
GAN VIRUS (DIALISIS, ULTRAFILTRACIÓH, CENTRIFUGA -
Cltill). 

- llo INTERFERIR con EL AHALISIS FISICOOUIHICO DE LAS 
FRACCIONES VIRALES (ABSORBANCIA, U.V. O VISIBLE, -
COltTEO DE RADIOACTIVIDAD, DETERHIHACl6" DE PROTEl
NAS). 

- DEBEH SER DE USO SEGURO (NO FLAJ1ABLES, NO TÓXICO,
NI CORROSIVO). 

1.7 .11 KEDIO DE CEHJRJEUGACJON : EsENCIAUIENTE HAY CUATRO -
TIPOS DE MATERIALES PARA GRADIENTES: 

A) SALES lNORGANICAS (CLORURO DE CESIO) 
B) KlLECULAS ORGAHICAS (SACAROSA) 
c) COfl'UESTOS AROPIATICOS YODADOS (f1ETRIZNUDA) 
D) SILICA COLOIDAL (PERCOLL) 

A) SALES IHORGAHJCAS: EL CLORURO DE CESIO ES UNA SAL 
HUY SOLUBLE QUE PERMITE LA PREPARACION DE SOLUCIQ. 
NES CON DENSIDADES HASTA DE 1.91 G/HL DE TAL FORMA 
QUE CUALQUIER PARTfCut.A VIRAL PUEDE SER SEPARADA -
EN ESTE MEDIO, EL GRADO 0PTICO DEL CLORURO DE CE
SIO NO ABSORBE LA LUZ ULTRAVIOLETA, LO QUE PERMITE 
LA HEDICIOH DE LAS FRACCIONES DEL GRADIENTE POR -
ESPECTROFOTOHETRIA DIRECTA. Sus DESVENTAJAS SON -
SU ALTA FUERZA IONICA Y SU ELEVADA OSMOL\LIDAD QUE 
LO HACEN INCOMPATIBLE PARA LA PURIFICACIÓN DE VI-
RUS WILES, 
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EL TRIFLUOROACETATO DE CESIO !CsTFA) HA SIDO RE -
CIENTEMENTE INTRODUCIDO PARA LA PREPARACIÓN DE GRA 
DIENTES. 

B) f'l)LECULAS ORGANICAS: LA SACAROSA ES EL COMPUESTO -
MÁS AMPLIAMENTE UTILIZADO EN LA CENTRIFUGACIÓN POR 
GRADIENTES DE DENSIDAD PARA VIRUS, PUEDE FORMAR -
GRADIENTES ESTABLES A DENSIDADES HASTA DE 1,3 G/ML 
QUE SON SUFICIENTES PARA LOGRAR QUE EL VIRUS QUE
DE EN UNA SOLA BANDA, 

LA DENSIDAD DE LA SACAROSA SE MIDE POR REFRACTOME
TRIA (DENSIDAD A 20"C= 2.732 N - 2.6425) (35), SE 
DIALISA FÁCILMENTE PARA RECUPERAR EL VIRUS LIBRE -
DE SACAROSA, DEBIDO A SU ALTA OSMOLALIDAD Y VISCO 
CIDAD, LA SACAROSA PUEDE DAÑAR A LOS VIRUS LÁBILES, 
ADEMÁS INTERFIERE CON ALGUNAS PRUEBAS PARA MEDIR -
RNA, DNA Y PROTE!NAS, PERO NO INTERFIERE PARA DE -
TERMINAR SU INFECTIVIDAD, HEMAGLUTINACIÓN O ENSA -
VOS DE RADIOACTIVIDAD (4), 

EL FICOLL UN POL!MERO DE LA GLUCOSA DE ALTO PESO -
MOLECULAR (400,00Q), HA REEMPLAZADO VENTAJOSAMENTE 
A LA SACAROSA DEBIDO A SU BAJA OSMOLALIDAD (38),-
SIN EMBARGO LA PRESIÓN OSMÓTICA AÚN ES DE M/iS DE -
2,000 MÜSM A UNA DENSIDAD DE 1.2 G/ML Y SU VISCOCl 
DAD ES MUY ALTA, LA DENSIDAD ES Mo:;,DA POR REFRA!;. 
TOMETRIA. TIENE COMO DESVENTA,J. SU GRAN PM QUE -
EVITA SU SEPARACIÓN DE LAS FRACCIONES VIRALES POR
DIÁLISIS O ULTRAFILTRACIÓN, SIN EMBARGO LA CROMATq 
GRAFIA EN SEFAROSA O SEFACRIL PUEDE SER UTILIZADA
VENTAJOSAMENTE. EL FICOLL TAMBltN SUFRE EL MISMO
PROBLEMA QUE LA SACAROSA EN DIFERENTES ENSAYOS Y -
SU USO POR LO CONSIGUIENTE ES MUY LIMITADO, 
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C) ~OMPUESTOS AROMATICOS YODADOS : Los DERIVADOS 
HIDROFfLICOS DE ÁCIDO TRIYODOBENZÓICO SE HAN UTI
LIZADO VENTAJOSAMENTE EN LA ULTRACENTRIFUGACIÓN -
DE VIRUS. EN FORMA DE SAL, COMO EL METRIZOATO DE 
SODIO (RENOGRAFIN) O COMO COMPUESTOS NO JÓNICOS -
POR EJEMPLO METR IZAMIDA (N 1 CODENZl C35), ESTOS -
PRODUCTOS FORMAN SOLUCIONES ESTABLES A DENSIDADES 
HASTA DE 1.45 G/ML SUFICIENTES PARA SEPARAR VIRUS 
ENVUELTOS Y DESNUDOS, ESTAS SOLUCIONES SON MENOS 
VISCOSAS QUE LAS SOLUCIONES EQUIVALENTES DE SACA
ROSA O F 1 COLL. 

D) SILICA COLOIDAL: ESTE ES UN NUEVO MEDIO PARA GR/\. 
DIENTES DE DENSIDAD, LLAMADO COMERCIALMENTE PER -
COLL (33), EL PERCOLL CONSISTE DE PART!CULAS DE
S!LICA COLOIDAL DE 17 A 30 NM DE DIÁMETRO, CUBIE& 
TAS CON POLIVINILPIRROLIDONA Y MEZCLADAS CON SOL~ 

CIÓN SALINA AMORTIGUADA, CON EL PERCOLL ES POSI
BLE PREPARAR SOLUCIONES CON UNA DENSIDAD MÁXIMA -
DE 1.2 G/ML A UN PH FISIOLÓGICO DE 7, UNA OSMOLA
LIDAD DE 280 MÜSM Y CON UNA CARGA DE SUPERFICIE -
MUY BAJA, 

EL PERCOLL TIENE MUCHAS VENTAJAS ENTRE LAS QUE SE 
PUEDEN MENCIONAR C32l: 

1) SU BAJA VISCOCIDAD FACILITA EL RÁPIDO BANDEO -
ISOP!CNICO DE LOS VIRUS, O PART!CULAS CON UN -
COEFICIENTE DE SEDIMENTACIÓN MAYOR QUE 60 S EN 
UN GRADIENTE SIGMOIDEO. 
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2l. Es ISOOSMÓTICO 

3) TIENE LA PROPIEDAD DE AUTOGENERAR GRADIENTES 
EN UN TIEMPO MUY CORTO (10 A 30 MINUTOS), 

EL GRADIENTE SIGMOIDEO PUEDE UTILIZARSE PARA SEPARAR 
PARTICULAS CON DENSIDADES CERCANAS, SIN EMBARGO LOS 
GRADIENTES AUTOGENERADOS SON METAESTABLES DEBIDO A -
LA CONTINUA SEDIMENTACIÓN DE LAS PARTICULAS DE SIL!
CA, PARA LOS G~ADIENTES DE PERCOLL GENERALMENTE SE
UTILIZAN ROTORES DE CABEZA ANGULAR AUNQUE TAMBl~N -
PUEDEN UTILIZARSE LOS ROTORES VERTICALES, 

EL PERCOLL SE HA UTILIZADO CON ~XITO PARA LA P.UR!FJ
CACIÓN DE VIRUS Y SU ISOOSMOLARIDAD Y CARENCIA DE Tq 
XICIDAD LO HACEN SER UN MEDIO DE ELECCIÓN PARA LA 
PURIFICACIÓN DE VIRUS ENVUELTOS LÁBILES (33) (37) 
(43) (50). 

LA MAYOR!A DE LOS VIRUS TIENEN DENSIDAD MENOR EN 
PERCOLL QUE EN OTRO MEDIO: Los VIRUS ENVUELTOS SEDI
MENTAN A UNA DENSIDAD DE 1.05 A 1.1 G/ML MIENTRAS -
QUE LOS VIRUS DESNUDOS SE LOCALIZAN A UNA .r=l,l, -
LAS DENSIDADES PUEDEN MEDIRSE UTILIZANDO ESFERAS MA~ 
CADORAS PARA CALIBRAR EL GRADIENTE, 

LA DETERMINACIÓN DE PROTEINAS PUEDE REALIZARSE EN 
FRACCIONES DE GRADIENTE DE PERCOLL UTILIZANDO EL --
REACTIVO DE fOLIN CIOCALTAU (20 EL M~TODO DE AZUL DE 
COOMASSJE (1), LA MAYOR PARTE DE LA ACTIVIDAD BIOL~ 
GICA COMO LA HEMAGLUT!NAC!ÓN, INFECTIV!DAD O ACTIVI
DAD ENZIMÁTICA PUEDE EVALUARSE SIN LA INTERFERENCIA
DEL PERCOLL, 
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1.7.5 TECNICAS DE SEPARACION EN LA ULTRACENTRIFUGACION PRE 
PARATIVA: l.AS PARTICULAS DE VIRUS SON SEPARADAS EN -
GRADIENTES DE DENSIDAD DE ACUERDO A DOS CARACTERIS -
TICAS F!SICAS (50), 

- SU INDTCE DE SEDIMENTACIÓN {UNTDAD SVEDBERG) Y 
- SU NIVEL DE DENSIDAD, 

UNA SEPARACTÓN BASADA EN LA VELOCIDAD DE SEDIMENTA -
CIÓN ES UNA CENTRJFUGACION ZONAL, MIENTRAS QUE EN UNA 
SEPARACIÓN BASADA EN LA DENSIDAD DE FLOTACIÓN ES DENQ 
MINADA CENTR!FUGAC!ON ISOPICNICA. COMBINADAS EN FOR
MA SECUENCIADA, ESTOS METODOS PERMITEN UNA PURIFICA -
CIÓN SATISFACTORIA DE LA MAYOR!A DE LOS VIRUS, 

A) INDICE ZONAL: AL CENTRIFUGAR EN UN GRADIENTE LAS 
PARTfCULAS VIRALES SE MUEVEN DE ACUERDO A SU fNDL 
CE DE SEDIMENTACIÓN EN UNA ZONA DE DISTINTAS BAN
DAS, PARA OBTENER UllA BUENA SEPARACIÓN POR INDI
CE DE CENTRIFUGACIÓN ZONAL SE REQUIEREN DOS CON -
DICIONES: LA DENSIDAD DE LAS PARTfCULAS POR SEPA
RAR DEBE SER MAYOR QUE LA DENSIDAD MÁXIMA DEL 
GRADIENTE Y LA CENTRIFUGACIÓN DEBE DETENERSE ---
ANTES DE QUE EL VIRUS ALCANCE EL FONDO DEL TUBO.
PARA ESTE TIPO DE CENTRIFUGACIÓN, SE PREFTEREN 
LOS ROTORES HORIZONTALES, 

B) ISOP!CNICA: EN LA CENTRIFUGACIÓN ISOPfCNICA, LA -
DENSIDAD Mi\XIMA DEL GRADIENTE ES MAYOR QUE LA DE
LA PARTICULA VIRAL QUE SE VA A SEPARAR, PERMITIE~ 
DO EL BANDEO DE LA PART!CULA, LA MUESTRA PUEDE -
SER APLICADA TANTO EN LA SUPERFICIE DEL GRADIENTE 
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PREFORMADO O MEZCLADA CON ALGÚN MATERIAL DEL GRA
DIENTE CUANDO ES AUTOGENERADO. Los ROTORES DE Á~ 
GULO FIJO Y LOS HORIZONTALES SON APROPIADOS PARA
ESTE TIPO DE GRADIENTE, 

1.7.6 TIPOS DE GRADIENTES; PARA LA SEPARACIÓN VIRAL, SON -
UTILIZADOS DOS TIPOS DE GRADIENTES; CONTINUOS Y DIS -
CONTINUOS (GRADIENTES EN PARTES), EL GRADIENTE CONTl 
NUO SE PREPARA UTILIZANDO UN APARATO FORMADOR DE GRA
DIENTE O COLOCANDO MANUALMENTE CONCENTRACIONES DIFE -
RENTES DEL MEDlu DE CENTRIFUGACIÓN EN UN TUBO, PERMI
TIENDO QUE SE DIFUNDAN HASTA ALCANZAR LA LINEARIDAD,
SOLUCIONES DE CLORURO DE CESIO, NYCODENZ Y PERCOLL AL 
CENTRIFUGARSE AUTOGENERAN UN GRADIENTE. Los GRADIEN
TES CONTINUOS SON MÁS UTILIZADOS Y PERMITEN UNA MAYOR 
SEPARACIÓN DE PARTfCULAS VIRALES, 

Los GRADIENTES DISCONTINUOS o EN PARTES SE PREPARAN -
MANUALMENTE FORMANDO BANDAS EN UN TUBO, CON LA CONCE~ 
TRACIÓN DESEADA DEL MATERIAL DEL GRADIENTE, ESTOS -
GRADIENTES SE UTILIZAN PARA LA SEPARACIÓN Y CONCENTRA 
CIÓN DE PARTfCULAS VIRALES, 

CUANDO SE REALIZA UN GRADIENTE DISCONTINUO 50% Y 30% 
DE SACAROSA LA CAPA DE SACAROSA AL 30% SIRVE COMO UNA 
BARRERA SELECTIVA PERMITIENDO SOLAMENTE EL PASO DE -
PARTICULAS CON UN ALTO INDICE DE SEDIMENTACIÓN, MIEN
TRAS QUE LAS OTRAS SON DETENIDAS POR LA VISCOSIDAD Y 
LA DENSIDAD, LA SACAROSA AL 50% SIRVE COMO UN COLCHÓN 
PARA EVITAR QUE EL VIRUS SE PRECIPITE HASTA EL FONDO. 
EN LA INTERFASE ENTRE LAS DOS SOLUCIONES DE SACAROSA
SE CREA UN GRADIENTE INTERMEDIO DURANTE LA CENTRIFUGA 
CIÓN, AL MISMO TIEMPO EN ESTE SITIO EL VIRUS ALCANZA
SU DENSIDAD ISOPICNICA (42 A 45%), 
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1.7.7 TIPOS DE ROTORES DISPONIBLES: ExlSTEN BÁSICAMENTE -
TRES TIPOS DE ROTORES: 

- DE ÁNGULO FIJO Y VERTICALES 
- ROTORES HORIZONTALES (DE CAMISA PENDIENTE) 
- ROTORES ZONALES, 

1.7.8 PARAMETROS UTILES PARA ULTRACENTRIFUGACION: 

COEFICIENTE DE SEDIMENTAC!ON: EL INDICE DE SEDIMENTA -
Cl6N DE PARTICULAS EN ULTRACENTRIFUGAC16N SE EXPRESA EN 
UNIDADES SVEDBERG QUE AL MEDIRSE EN AGUA A 20ºC SE ABR~ 
'llA COMO S20W' COMO SU VALOR EN SEGUNDOS ES DEMASIADO -
PEQUEÑO PARA PART!CULAS VIRALES, POR CONVENSIÓN SE MUL
TIPLICA POR 1,000, El COEFICIENTE DE SEDIMENTAC16N DE
UNA PART!CULA ES PROPORCIONAL A SU MASA, ESTE VALOR ES 
ÜTIL PARA LA PREDICCIÓN DEL TIEMPO DE CENTRIFUGACI6N -
y PARA LA SELECCIÓN DEL ROTOR, 

DENSIDAD: LA DENSIDAD DE UNA PARTICULA VIRAL SE REFIE
RE A LA RELACI6N ENTRE LA MASA DE SU VOLUMEN Y LA MASA
DEL MISMO VOLUMEN DE AGUA A 4ºC Y SE EXPRESA EN GRAMOS
POR MILILITRO (G/ML), PARA EL CASO DE LOS VIRUS ESTE -
VALOR ES IMPORTANTE EN LA SELECCIÓN DEL MEDIO PARA EL -
GRADIENTE, 

l. 7, 9 FRACC IONAM 1 ENTO DE GRAD 1 ENTES 

LA RECUPERACIÓN DE VIRUS DE GRADIENTES DESPU~S DE LA 
CENTRIFUGAC16N SE REALIZA MANUAL O AUTOMÁTICAMENTE, -
PARA COLECTAR LAS FRACCIONES DE FORMA MANUAL EL TUBO -
SE PUNCIONA CON UNA AGUJA EN EL FONDO Y LAS FRACCIONES 
SE COLECTAN GOTA A GOTA, ESTE FRACCIONAMIENTO DE LOS-
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GRADIENTES ES SATISFACTORIO PARA LA MAYOR PARTE DEL -
TRABAJO PREPARATIVO, SI SE REQUIERE UNA MAYOR PRECl
SION PARA EL TRABAJO ANAL!TICO, HAY DISPONIBLE UN MON1. 
TOREO VOLUMETRICO O RECOLECTOR DE FLUJO PARA LA COLEC
CION AUTOMÁTICA, 
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MATERIAL Y METODOS 

3,1 l'V\TERIAL BIOLOGICO 

VIRUS DE RUBEOLA: CEPA THERIEN CVRT), DONADA POR EL M.D.OLLI 
MEURMAN DEL DEPARTAMENTO DE VIROLOGfA DE LA UNIVERSIDAD DE -
TURKU, FINLANDIA. ESTA CEPA FUE RECIBIDA EN DOS BOTELLAS FAk 
CON DE 60 ML CON C~LULAS VERO (FIBROBLASTOS DE MONO VERDE -
AFRICANO), INFECTADAS. EL MEDIO DE MANTENIMIENTO FUE MEDIO
BASAL (BME), 0.2% DE ALBÜMINA S~RICA BOVINA (ASB) Y 5% DE -
FOSFATO DE TRIPTÓNA. 

EL VRT SE CULTIVÓ EN C~LULAS VERO, EN MEDIO ESENCIAL MfNIMO
CMEM), ADICIONADO DE 10% DE SUERO DE TERNERA, 100 Ul/ML DE
ESTREPTOMICINA, 100_..µG/ML DE PENICILINA Y 50,.U:G/ML DE NISTA
TINA. LAS CAJAS DE CULTIVO SE INCUBARON A 35ºC EN ATMÓSFERA 
HÜMEDA Y 5% DE C02' POSTERIORMENTE SE CONSECHÓ EL SOBRENA -
DANTE CADA TERCER DIA, HASTA QUE LAS CtLULAS SE FUEROfl DES -
PRENDIENDO EN SU TOTALIDAD (APROXIMADAMENTE 5 - 7 DfAS POST
INFECCIÓN). 

EL MEDIO COSECHADO SE CLARIFICÓ POR CENTRIFUGACIÓN A 300 XG 
DURANTE 15 MINUTOS A ~·e, EL SOBRENADANTE SE CONCENTRÓ DE -
ACUERDO A LOS DIFERENTES MtTODOS QUE SE DESCRIBEN. 

3.1.1 OBTENCION DE ERITROCITOS DE POLLO Y PREPARACION DE LA 
SOLUCION UTILIZADA EN LA TITULACION POR HEMAGLUTINA -
CION DEL ANTIGENO DE RUBEOLA. 

SE TRABAJÓ CON POLLOS DE UN DIA DE UACIDOS, EN AYUNAS, DE LA 
RAZA RHODE ISLAND RED OBTENIDOS DE LA CASA ARMOUR HATCHERY -
DE M~XICO, S,8, LA SANGRE SE OBTUVO POR PUNCIÓN CARDIACA 
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DIRECTA Y SE COLECTÓ EN SOLUCIÓN DE ALSEVER EN PROPORCIÓN --
1.1 MEZCLÁNDOLA CUIDADOSAMENTE PARA EVITAR LA HEMOLISJS, DE~ 
PU~S SE PASÓ POR UNA GASA, CON EL OBJETO DE RETENER LOS COÁ
GULOS QUE PUEDEN HABERSE FORMADO. 

LA SANGRE SE COLECTÓ EN UN TUBO DE CENTRIFUGA GRADUADO Y SE -
CENTRIFUGÓ A TEMPERATURA AMBIENTE A 1500 XG DURANTE 10 MINU -
TOS. Los ERITROCITOS OBTENIDOS 6E CONSERVARON EN ESTA SOLU -
CIÓN A 4ºC POR UN TIEMPO MÁXIMO DE 4 D!AS, 

PARA LA PRUEBA DE HEMAGLUTJNACIÓN LOS ERITROCITOS SE LAVARON 
CON SOLUCIÓN DE ALSEVER HASTA RETIRAR COMPLETAMENTE LA HEMO
GLOBINA, GENERALMENTE SE REQUIRIERON DE 3 A 4 LAVADOS Y SE -
RESUSPENDIERON AL 0,25% EN AULETTA CON ASB. 

METODü'S 

3.2 TlTULACION DEL ANTIGENO POR HEMAGLUTINACJON. 

EL ANTlGENO SE TITULÓ POR HEMAGLUTINACIÓN DE ACUERDO AL M~TO
DO DE MICROTITULACIÓN DE LA ene ATLANTA GEORGIA. SE UTILIZA
RON ERITROCITOS DE POLLO, LA TITULACIÓN SE REALIZÓ EN PLACAS 
DE 96 POZOS EN FONDO DE "V", A TODOS LOS POZOS SE LES PUSO --
0. 025 ML DE AULETTA CON ASB AL 0.4%. Dos DE ESTAS LfNEAS DE 
9 POZOS SE UTILIZARON PARA EL CONTROL DE AGLUTINACIÓN A ESTOS 
SE LES AÑADIERON 0.025 ML DE LA SUSPENSIÓN DE ERITROCITOS. -
LOS CONTROLES DE ERITROCITOS MOSTRARON EL BOTÓN EN EL FONDO -
DEL POZO POR LA SEDIMENTACIÓN DE LOS GLÓBULOS ROJOS, 
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PARA CADA ANTfGENO POR TITULAR SE UTILIZO UNA LINEA DE LA -
PLACA CON 8 pozos. AL PRIMER POZO SE LE ADICIONA 0.025 ML -
DEL ANTIGENO PROBLEMA A PARTIR DE ESTE POZO SE HICIERON DILY 
CIONES SERIADAS HASTA 1:256 A TODOS LOS POZOS SE LES AGREGA-
0.025 ML. DE LA SUSPENSIÓN DE ERITROCITOS AL 0,25%. SE AGI
TA CUIDADOSAMENTE, DESPU~S DE ESE TIEMPO SE OBSERVA EL PA -
TRON DE SEDIMENTACIÓN DE LOS ERITROCITOS, LA RECIPROCA DE -
LA ÚLTIMA DILUCIÓN QUE AGLUTINA LOS ERITROCITOS SE CONSIDERA 
COMO EL TfTULO DEL ANTIGENO. 

3.3 ~UANTIFICACION PE PROTEINAS 

LA CONCENTRACIÓN DE PROTEINAS DEL ANTIGENO UTILIZADO EN EL -
PRESENTE TRABAJO SE DETERMINO POR EL M~TODO DE LOWRY (27), 

PARA CADA DETERMINACION SE PREPARO UNA SOLUCION DE REFEREN -
CIA DE ASB 1 MG/ML EN SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFA 
TO CPBSJ, 

SE HIZO UNA CURVA ESTANDAR DE ASB UTILIZANDO UN RANGO DE CO[ 
CENTRACIÓN DE 0.025 A o.sao MG/ML, LAS LECTURAS SE HICIERON 
POR DUPLICADO Y EN UN VOLUMEN FINAL DE 0,2 ML, 

LA MUESTRA PROBLEMA SE DILUYE 1:10; 1:50 Y 1:60 EN PBS. 

SE ADICIONA A CADA UNO DE LOS TUBOS, 1 ML DEL REACTIVO A (VER 
AP~NDICE), SE MEZCLAN Y SE DEJAN REPOSAR 10 MlN A TEMPERATU
RA AMBIENTE, 

SE AGREGA 0.1 ML DEL REACTIVO B (VER AP~NDICE) A CADA UNO DE 
LOS TUBOS, 



26. 

SE MEZCLAN INMEDIATAMENTE Y SE DEJAN REPOSAR 30 MIN. EN UN 
LAPSO DE 30 MIN A 4 HORAS, SE DETERMINO LA DENSIDAD ÓPTICA
(0,0,) A 680 NM, 

3.4 CLARIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA 

Los RESTOS CELULARES DE LA COSECHA VIRAL SE ELIMINARON POR
CENTR l FUGAC IÓN, BAJO DIFERENTES CONDICIONES (TABLA 4,1), AL 
CENTRIFUGAR A 300 RPM SE UTILIZARON TUBOS CÓNICOS DE 13 ML
APROX!MADAMENTE, EN UNA CENTRIFUGA CL!NICA, MIENTRAS QUE -
CLARIFICANDO CON VELOCIDADES MAYORES SE UTILIZÓ UNA CENTRI
FUGA BECKMAN Y TEMPERATURA DE 4ºC, EN UN ROTOR 45 TI Y TUBOS 
DE POL!ALÓMERO DE 30 ML, EN AMBOS CASOS SE OBTUVO UN SOBRE
NADANTE Y SEDIMENTO, LOS CUALES SE TITULARON POR HEMAGLUTINA 
CIÓN, 

3.5 CONCENTRACION DEL VIRUS 

3.5.1 ~ONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO 

LA PRECIPITACIÓN DEL VIRUS CON SULFATO DE AMONIO, SE REALIZÓ 
DE ACUERDO A TRUDEL Y COLABORADORES (47), 

SE MEZCLARON VOLUMENES IGUALES DEL SOBRENADANTE Y SULFATO DE 
AMONIO SATURADO A PH:7.4 (VER AP~NDICE), ES IMPORTANTE QUE
LA ADICIÓN DE SULFATO DE AMONIO SE REALICE LENTAMENTE Y CON
AGITACION CONSTANTE. 

DESPU~S DE 2 HORAS A 4ºC, LA MEZCLA SE CENTRIFUGÓ A 26 000 -
XG. EN LA ULTRACENTR!FUGA BECKMAN, MODELO L8-60 M EN UN RO
TOR 45TI A UNA TEMPERATURA DE 40ºC Y DURANTE 1 HORA, 
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SE DECANTÓ EL SOBRENADANTE Y EL PRECIPITADO SE RESUSPENDIÓ -
EN SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE NTE (NACL 0,15 M, TRIS HCL 0,05 
M Y EDTA 0.001 M. PH: 7.4) EN UN VOLUMEN 15 VECES MENOR AL -
VOLUMEN ORIGINAL DE LA MUESTRA, 

SE DETERMINÓ EL CONTENIDO PROTEICO TANTO AL ANT!GENO SIN co~ 
CENTRAR COMO AL CONCENTRADO, 

LA TITULACIÓN DEL ANTÍGENO SE DETERMINÓ POR HEMAGLUTINACIÓN, 

3.5.2 (:ONCENTRACJON [;¿VIRUS POR ULTRACENTRIFUGACJON 

LA SUSPENSIÓN VIRAL SE CONCENTRÓ POR ULTRACENTRIFUGACIÓN, POR 
EL M~TODO DE PAYMENT Y TRUDEL (32) 

SE DETERMINÓ EL CONTENIDO DE PROTE!NAS A LA COSECHA VIRAL Y -
SE TITULÓ, EL TITULO VARIÓ ENTRE 2 Y 4 UNIDADES HEMAGLUTI 
NANTES, 65 ML DE ESTA SOLUCIÓN SE COLOCARON EN UN TUBO DE --
70 ML DE POLICARBONATO (BECKMAN 343281) Y EN EL ROTOR TIPO 45 
TI. SE CENTRIFUGÓ EN LA ULTRACENTR!FUGA BECKMAN, MODELO l8-60 
M A 151 000 XG A 4ºC DE 2 A 4 HORAS. 

EL SOBRENADANTE SE TITULÓ Y SE DESCARTÓ CUANDO EL TITULO FUE 
MENOR A 2 UNIDADES HEMAGLUTINANTES, 

EL PRECIPITADO SE LAVÓ CON 1 ML DE NTE, DEJÁNDOLO ESCURRIR -
POR LAS PAREDES, SE RESUSPENDIÓ CON UNA PIPETA PASTEUR, LA -
SUSPENSIÓN SE PASÓ A UN TUBO DE 13 X 100 MM, ESTE PROCEDI -
MIENTO SE REPITIÓ 3 VECES UTILIZANDO EN CADA OCASIÓN 1 ML DE 
NTE, LAS SUSPENSIONES SE MEZCLARON EN UN TUBO DE 13 X 100 MM. 
SE TITULARON Y SE LES DETERMINÓ CONTENIDO PROT~ICO. 
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3.6 PURIFICACION DEL VIRUS 

3.6.1 POR GRADIENTE DE SACAROSA 

SE REALIZÓ UN GRADIENlE DISCONT!NUO DE SACAROSA S0/30% (32), 

EN TUBOS DE 13.5 ML DE POLIALÓMERO (BECKMAN 342413) SE COLO
CARON 1.7 ML DE SOLUCIÓN DE SACAROSA AL 50% Y 1,7 ML DE SOLU 
CIÓN DE SACAROSA AL 30%. 

POSTERIORMENTE AL GRADIENTE SE LE ADICIONARON 9,0 ML DE ANTl 
GENO VIRAL CONCENTRADO. SE CERRÓ PERFECTAMENTE EL TUBO Y SE 
CENTRIFUGÓ A DIFERENTES VELOCIDADES Y T!EMPOS EN LA CENTRIFU 
GA ANTES MENCIONADAS A 4ºC Y EN UN ROTOR BECKMAN TIPO SO TI, 

SE COLECTARON POR PUNCIÓN DEL TUBO FRACCIONES DE 0.S ML EN -
TUBOS DE 13 X 100 MM, 

TODAS LAS FRACCIONES OBTENIDAS SE TITULARON POR HEMAGLUTINA
CIÓN Y EL CONTENIDO DE SACAROSA SE DETERMINÓ POR REFRACTOME
TR[A (REFRACTÓMETRO BAUSCH ANO LOMB, MODELO ABBE 32), 

3.6.2 PURIFICACION DEL VIRUS POR GRADIENTE DE PERCOLL 

SE REALIZÓ UN GRADIENTE DE PERCOLL SEGÚN LA T~CNICA DE HAKAN 
Y PERTOFT (34), 

EN TUBOS DE POLIALÓMERO DE 13.S ML (BECKMAN 342413) SE COLOCA 
RON 4.5 ML DE PERCOLL + 0.S ML DE SOLUCIÓN A (SACAROSA 2.S M 
DISUELTA EN ASB 1% Y TRIS O.OS M, PH: 7.4) + 5 ML DE SOLUCIÓN 
B (SACAROSA 0,25 M EN ASB 0.1% Y TRIS 0.0005 M PH 7,4). 
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AL GRADIENTE SE ADICIONARON LENTAMENTE 2.5 ML DE ANTIGENO -
CONCENTRADO, SE CERRO PERFECTAMENTE EL TUBO Y SE CENTRIFUGÓ 
UTILIZANDO UN ROTOR TIPO 50 TI Y LA CENTRIFUGA BECKMAN, MoD[ 
LO l8-60 M A 4"C T A DIFERENTES VELOCIDADES Y TIEMPOS, 

SE COLECTA!lal POR PUNCIÓN DEL TUBO, FRACCIONES DE 0,5 ML Y/O 
0,5 CM Y SE TITULARON POR HEMAGLUTINACION, 

PARA CONOCER LA DENSIDAD DE FLOTACIÓN DEL VIRUS SE UTILIZA -
RON ESFERAS MARCADORAS ~E DENSIDAD (PHARMACIA CAT. No, 17---
0459-01). EL VIRUS Y LOS MARCADORES DE DENSIDAD SE CENTRIFU 
GARON EN TUBOS POR SEPARADO BAJO LAS MISMAS CONDICIONES, 

LA DENSIDAD SE CALCULÓ AL MEDIR LA DISTANCIA (CM) DEL FONDO
DEL TUBO HASTA DONDE APARECIERON LAS ESFERAS. 
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R E S U L T A D O S 

4.1 CLARIFICACION DEL VIRUS.DE RUBEOLA 

PARA ELIMINAR RESTOS CELULARES DE LA COSECHA VIRAL 
SE LLEVÓ A CABO UNA CLARIFICACIÓN, ESTA SE REALIZÓ, BAJO
DJFERENTES CONDICIONES DE CENTRIFUGACIÓN (TABLA No,4.1), 

TABLA: 4 .1 

CLARIFICACION DE LA COSECHA VIRAL1 

CONDICIONES (TITULO DE UHAl¿ 

IEMPO ÍMlll), VELOCIDAD (XG) SOBRENADANTE SEDIMENTO 

-

45 7500 o 
30 3500 4 
15 300 4 

lroDAS LAS CENTRIFUGACIONES SE REALIZARON A 4•c 
2pROMEDIO DE 15 EXPERIMENTOS PARA CADA UNO, 

4 
4 
o 

COMO SE PUEDE OBSERVAR EN LA TABLA 4,1 LOS MEJORES 
RESULTADOS SE OBTUVIERON AL CENTRIFUGAR A 300 X G DURANTE-
15 MINUTOS; BAJO ESTAS CONDICIONES NO SE PIERDE ANTIGENO -
EN EL SEDIMENTO, SOLO SE ELIMINAN RESTOS CELULARES, LO -
ANTERIOR SE COMPROBÓ AL TITULAR POR HEMAGLUTINACIÓN, TANTO 
EL SOBRENADANTE COMO EL SEDIMENTO OBTENIDO DESPUtS DE LA -
CENTRIFUGACIÓN, 
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EL TITULO DEL SOBRENADANTE AL CENTRIFUGAR A 300 XG 
FUE DE 4 UHA (UNIDADES. HEMAGLUTINANTES), MIENTRAS QUE EL SE
DIMENTO QUE PREVIAMENTE SE RESUSPENDIÓ EN AMORTIGUADOR NTE -
NO PRESENTÓ TITULO, A MAYOR VELOCIDAD HUBO UNA P~RDIDA DEL
VIRUS, DEBIDO A QUE ~STE SE SEDIMENTÓ JUNTO CON LOS RESTOS -
CELULARES. 

4.2 ~DNCENTRACION DEL VIRUS DE RYBEOLA 

4.2,l CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO DE Af1)NIO 

lA CONCENTRACIÓN POR PRECIPITACIÓN CON SULFATO DE -
AMONIO, SE REALIZÓ CON UNA SOLUCIÓN SOBRESATURADA AL 50% EN
PROPORCIÓN: 1:1 Y 2:1 DE SULFATO DE AMONIO Y LA COSECHA VI -
RAL CLARIFICADA, SE PROBARON VARIAS CONDICIONES DE CENTRIF~ 
GACIÓN A FIN DE OBTENER LA MAS EFICIENTE, LAS CONDICIONES -
UTILIZADAS FUERON: 3360 XG/30 MIN, 3360 XG/60 MIN, 26000 XG/ 
60 MIN, 

CUANDO SE UTILIZÓ SULFATO DE AMONIO EN PROPORCIÓN --
1:1 Y CENTRIFUGANDO A 3360 XG/30 MIN SE OBTUVIERON LOS RESUk 
TADOS DE LA TABLA 4,2, 

AL CONCENTRAR EL VIRUS POR PRECIPITACIÓN CON SULFATO 
DE AMONIO SATURADO, EN LAS CONDICIONES DE 3360 XG/30 MIN, Y 
CENTRIFUGANDO INMEDIATAMENTE DESPU~S DE LA PRECIPITACIÓN SE
OBSERVA QUE EL FACTOR PROMEDIO DE CONCENTRACIÓN ES DE 9 VE-
CES, SIN EMBARGO TODOS LOS SOBRENADANTES PRESENTARON TITULO 
DE 16 UHA, LO CUAL SIGNIFICA QUE NO SE CONCENTRÓ TODO EL --
VIRUS, ~STO POSIBLEMENTE SE DEBIÓ A QUE LA VELOCIDAD NO FUE
SUF ICIENTE, O BIEN A QUE ERA NECESARIO AUMENTAR EL TIEMPO -
DE CENTRIFUGACIÓN O A QUE EL TIEMPO DE PRECIPITACIÓN NO FUE
SUFICIENTE. 
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TABLA: 4.2 

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION CON 
SULFATO DE AMONIO SATURAD0. 1 

ti.a: TITULO (l,Mo\) TITULO DEL FACTOO ll: 

TI.ro INICIAL DEL PRECIPITADO ~ WiCENTAACICJf! 

1 16 256 16 16 

' 16 256 16 16 
3 16 64 16 4 
4 16 64 16 4 
5 16 64 16 4 
o 16 128 16 8 

- - - -
X = 16 X = 139 X = 16 X = 9 

' 

1LA CENTRIFUGACIÓN SE REALIZÓ INMEDIATAMENTE DESPU~S DE PRI 
CIPITAR CON SULFATO DE AMONIO AL 50%; PH=7,4 J T=4ºC, 

2SE OBTIENE AL DIVIDIR: TITULO DEL PRECIPITADO/TITULO INl-
CIAL, 
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AUMENTANDO EL TIEMPO DE CENTRJFUGACIÓN Y MANTENIENDO 
LA VELOCIDAD A 3360 XG SE OBSERVA EN LA TABLA 4,3, UN FACTOR 
DE CONCENTRACIÓN PROMEDIO DE 5 VECES CON RESPECTO AL INICIAL, 
AL IGUAL QUE EN LA TABLA 4,2, TODOS LOS SOBRENADANTES PRESE~ 
TARON TlTULO DE 16 UHA POR LO QUE NUEVAMENTE NO TODO EL --
VI RUS PRESENTE LLEGÓ A PRECIPITARSE, AÚN CUANDO SE AUMENTÓ -
EL TIEMPO DE CENTRIFUGACIÓN, 

TABLA: 4.3 

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACIOH: 
3360 XG/60 MIN,l 

No.ff T 1 ULO (11-1~) TITU.D IE.. FACTm rE 
TI.l30 INIWJ.. IE.. PRECIP TTAOO roBRE1'WW'lTE Cll«OORACirn2 

1 16 128 16 8 
2 16 64 16 4 
3 16 64 16 4 
4 16 64 16 4 
5 16 128 16 8 
6 16 64 16 4 
7 16 32 16 2 
8 16 64 16 4 

x = 16 X= 76 x = 16 x =5 

llA CENTRJFUGACIÓN SE REALIZÓ INMEDIATAMENTE, DESPUES DE PR~ 
CIPITAR CON SULFATO DE AMONIO SATURADO AL 50%; PH=7.4 ; 
T=4ºC. 

2SE CALCULA DIVIDIENDO TlTULO DEL PRECIPITADO/TlTULO INICIAL, 
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CON LA FINALIDAD DE OBTENER MEJORES RESULTADOS PARA 
LA CONCENTRACIÓN POR PRECIPITACIÓN CON SULFATO DE AMONIO SA 
TURADO, SE PROCEDIÓ A PRECIPITAR EL VIRUS EN PROPORCIÓN 1:1 
INCUBÁNDOLO DURANTE UNA HORA, EN SEGUIDA SE CENTRIFUGÓ A --
3360 XG/30 MIN OBTENltNDOSE LOS RESULTADOS MOSTRADOS EN LA
TABLA 4.4. 

TABLA 4.4 

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION; 
3360 XG/30 MIN.1 

-
No.DE TI TU 1- Q (lJlll) TITULO OO.. FACTOR IE 
1UBO INICIAL OO.. PRECIPITAID 9JlllIDlAlYtfTE WiCENTRACicrf 

1 16 128 16 8 
2 16 64 16 4 
3 16 64 16 4 
4 16 64 16 4 
5 16 64 16 4 
6 16 64 16 4 

- - - -
X= 16 X= 75 X= 16 X= 5 

1CENTRIFUGACIÓN DESPUtS DE UNA HORA DE INCUBACIÓN; T= 4.ºC, 

2SE CALCULA DIVIDIENDO:TfTULO DEL PRECIPITADO/TITULO INICIAL, 
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DESPU~S DE INCUBAR EL VIRUS PRECIPITADO DURANTE UNA 
HORA Y CENTRIFUGAR A 3360 XG/30 MIN,, SE OBTUVO UN FACTOR DE 
CONCENTRACIÓN PROMEDIO DE 5 VECES CON RESPECTO AL INICIAL, -
POR LO QUE PUEDE DECIRSE QUE UNA INCUBACIÓN PARA PRECIPITAR
AL VIRUS NO FAVORECIÓ A LA CONCENTRACIÓN DEL MISMO, 

Lo ANTERIOR SE CONCLUYE COMPARANDO LOS RESULTADOS DE 
LA TABLA 4.2 y 4.4. EN LA PRIMERA SE TIENE UN FACTOR DE co~ 
CENTRACIÓN DE 9, MIENTRAS QUE EN LA SEGUNDA ES DE 5. POR LO 
TANTO EL FACTOR DE CONCENTRACIÓN DISMINUYE 4 VECES. 

DESPU~S DE COMPROBAR QUE UTILIZANDO EL SULFATO DE 
AMONIO SATURADO EN PROPORCIÓN 1:1 TODOS LOS SOBRENADANTES 
PRESENTARON UN TfTULO DE 16 UHA, LO QUE INDICA QUE NO TODO -
EL VIRUS PRESENTE SE PRECIPITÓ, LA PROPORCIÓN DE SULFATO DE
AMONIO SE AUMENTÓ 2:1 Y SE CENTRIFUGÓ INMEDIATAMENTE,OBTE 
Nl~NDOSE LOS RESULTADOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA 4,5 

TABLA: 4,5 

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION; 
3360 XG/30 MIN,l 

tb.Il: TIIULO (l.HA) Tlru.D DEL FACTIR IE 
lUOO INICIAL DEL PRECIPITADO $JllRENAD'\NTE CillCENTRAC Icrl2 

1 16 l2ll 8 8 
2 16 128 8 8 3 16 64 8 4 4 16 64 8 4 5 16 64 8 4 6 16 64 16 4 7 16 32 8 2 8 16 64 16 4 

X= 16 X= 76 X= 10 ){ = 5 

lLA CONCENTRACIÓN SE REALIZÓ CON SULFATO DE AMONIO PROPOR
CIÓN 2: l. 

2SE CALCULA DIVIDIENDO TfTULO DEL PRECIPITADO/TÍTULO INICIAL, 
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TOMANDO EN CUENTA LOS RESULTADOS DE LA TABLA ANTE -
RIOR SE OBSERVA QUE EL FACTOR PROMEDIO DE CONCENTRACION ES DE 
5 VECES Y QUE AL IGUAL QUE EN LAS CONDICIONES ANTERIORES TO -
DOS LOS SOBRENADANTES PRESENTARON TITULO, POR LO QUE NO TODO 
EL VIRUS PRESENTE SE PRECIPITO AL AUMENTAR LA PROPORCION DE -
SULFATO DE AMONIO 2:1 

AL AUMENTAR LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION A 26000 XG/ 
60 MIN, SE OBTUVIERON LOS SIGUIENTES RESULTADOS DE LA TABLA 
4.6. 

TABLA: 4,6 

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION; 
26000 XG/60 MIN,l 

No.DE I!IULO l~l mu.o IB. FACTOR DE 
TUBO INICIAL DEL PRECIPITADO S)BRENAIWflE CONCENTIW:ION2 

1 8 64 4 8 
2 8 64 4 8 
3 a 64 4 8 
4 8 64 4 8 
5 8 64 4 8 
6 8 32 4 4 

- - - -
X =8 X= 59 X = 4 X = 7 

llA CONCENTRACION SE REALIZO 60 MIN. DESPU~S DE AGREGAR SUk 
FATO DE AMONIO SATURADO AL 50% PH=7,4; T=4"C,; PROPORCION 
1:1 

2SE CALCULA DIVIDIENDO TITULO DEL PRECIPITADO/TfTULO INICIAL, 
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AL CONCENTRAR EL VIRUS POR PRECIPITACIÓN CON SULFATO 
DE AMONIO SATURADO EN LAS CONDICIONES DE 26000 XG/60 MIN. SE 
oaTIENE UN FACTOR DE CONCENTRACIÓN DE 7 VECES CON RESPECTO -
AL INICIAL. AL IGUAL QUE EN LAS CONDICIONES ANTERIORES TOOOS 
LOS SOBRENADANTES PRESENTARON TfTUL9, NO OBSTANTE QUE LA VE
LOCIDAD DE CENTRIFUGACIÓN Y EL TIEMPO FUERON AUMENTADOS, 

PARA CONFIRMAR SI EL VIRUS FUE O NO CONCENTRADO SE -
DETERMINÓ LA CANTIDAD DE PROTEfNAS POR EL M~TODO DE LOWRY, -
PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ESPECfFICA, ESTO SE REALIZÓ -
ÚNICAMENTE PARA EL ÚLTIMO EXPERIMENTO DEBIDO A QUE PRESENTO
MENOR VALOR DE UHA EN EL SOBRENADANTE. Los RESULTADOS OBTE
NIDOS SE MUESTRAN EN LA TABLA q,7, 

TABLA: q,7 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL VIRUS DE RUBEOLA CONCENTRADO POR -
PRECIPITACJON CON SULFATO DE AMONI0. 1 

ltl.IE (lW\ I MU PROTEINAS I r-n ACT.ES'. C Y:JI', ~ M L ) M3 - PROT 
nro. INICIAL FIML INICIAL FINAL INICIIL FINAL 

1 320 2560 0.0925 ,ro;s 3,q X l~ 3.9 X lrf' 
2 320 1200 0.0925 .0125 3,q X Ia3 1.0 X J.a5 
3 320 2560 0.0925 ,Q125 3,q X Ia3 2.0 X Ia5 
q 320 2560 0.0025 .0125 3,q X la3 2.0 X la5 
5 320 2560 0.0325 .0125 3,q X la3 2.0 X la5 
6 320 2560 0.0925 .0125 3,q X la3 2.0 ')( ia5 
x = 320 2347 0.0925 ,Qll5 3,q X la:' 2.15x lcf 

1EL VIRUS DE RUB~OLA CON SULFATO DE AMONIO AL 50%, INCUBADO 
2 HORAS; q•c CENTRIFUGADO A 26000XG/60 MIN, 
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OBSERVANDO LOS RESULTADOS DE LA TABLA 4,7 SE CONFI~ 
MA QUE EFECTIVAMENTE EL VIRUS HA SIDO CONCENTRADO, AUNQUE -
NO EN SU TOTALIDAD PUESTO QUE APARECE TITULO EN EL SOBRENA
DANTE. SIN EMBARGO SE OBSERVA QUE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA
AUMENTÓ CON RESPECTO A LA INICIAL EN UN PROMEDIO DE 63 VE -
CES, 

4.2.2 CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA MEDIANTE ULTRA -
CENTRIFUGACION. 

ESTE M~TODO SE EMPLEÓ BAJO DIFERENTES CONDICIONES,
PARA OBTENER EL MEJOR RENDIMIENTO, LAS CONDICIONES UTILIZA
DAS FUERON: 117000 XG/2 HORAS 117000 XG/4 HORAS, 

CUANDO SE CONCENTRÓ A 117000 XG/2 HORAS SE OBTUVI[ 
RON LOS RESULTADOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA 4.8, EN LA
CUAL SE OBSERVA QUE EL CONCENTRAR EL VIRUS DE RUB~OLA EN -
LAS CONDICIONES ANTES MENCIONADAS SE OBTIENE UN FACTOR DE -
CONCENTRACIÓN PROMEDIO DE 13 VECES CON RESPECTO AL INICIAL, 
TOMANDO EN CUENTA QUE LA MAYORIA DE LOS SOBRENADANTES PRESE[ 
TÓ UN TITULO DE 2 UHA, PUEDE DECIRSE QUE NO TODO EL VIRUS -
PRESENTE HA SIDO CONCENTRADO Y QUE EL TIEMPO UTILIZADO NO -
ES SUFICIENTE O BIEN ES NECESARIO AUMENTAR LA VELOCIDAD DE
CENTRIFUGACIÓN, 

AL AUMENTAR EL TIEMPO A 4 HORAS, MANTENIENDO LA VELQ 
CIDAD DE CENTRIFUGACIÓN A 17000 XG SE OBTUVIERON LOS RESULTA 
DOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA 4.9 
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TABLA: 4.8 

VALORES OBTENIDOS EN LA CONCENTRACION DE VR POR ULTRACENTRj~ 
FUGACION A 117000 XG/2 HORAS. 

,. 
No.DE TITULO <UHA) FACTOR DE 

nm INICIAL FINAL 2 CONCENTRAC ION3 

1 64 256 4 
2 64 256 4 
3 64 128 2 
4 64 128 2 
5 64 128 2 
6 64 128 2 
7 4 128 32 
8 4 256 64 
9 4 64 16 

10 4 64 16 
11 4 32 8 
12 4 32 8 
13 4 32 8 
14 4 32 8 

lLAs CENTRIFUGACIONES SE REALIZARON A 4ºC 

2LA MAYOR PARTE DE LOS SOBRENADANTES DA TITULO DE 2 UHA 

3sE CALCULA DIVIDIENDO TITULO FINAL/ TITULO INICIAL. 
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TABLA :4,9 

VALORES OBTENIDOS EN LA CONCENTRACION DE VR POR ULTRACENTR11 

FUGACION A 117000 XG/4 HORAS, 

TITULO CUHAl FACTOR DE 
INICIAL FINAL CONCENTRAC ION 

1 512 128 
2 ~ ~ 

3 256 64 
4 256 64 
5 256 64 
6 256 64 
7 256 64 
8 ~ H 
g 64 32 
~ ~ ~ 
u m ~ 

12. 128 32 
i3 128 32 
14 128 32 
B ~ ~ 

··is'-·· 64 32 

u ~ ~ 

18 128 64 
19 128 64 
~=-~~~~_...~-'--~~l...,.__~~--'--~~~~-=8~~-'-

1 LAS CENTRIFUGACIONES SE REALIZARON A 4ºC, 
2 NINGÜN SOBRENADANTE DIO TfTULO. 
3 SE CALCULA DIVIDIENDO TfTULO FINAL/ TfTULO INICIAL, 
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TABLA : 4.10 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE VR CONCENTRADO POR ULTRACENTRIFUGA
CION; 117000 XG/4 HORAS, 

ltl.IE (Uf\ I MU PROTEINAS /tto ACLES'. ( ~ ~ ~R5r.) 
Tl.llO. INICIAL FINAL INICIAL FINAL INICIAL FINAL 

1 lffl 20400 íl,OlQS .0300 3.7 X 103 6.8 X la5 
2 00 1280 0.0525 .~ 1.5 X 103 5.1 X lrfl 
3 lffl 10240 0.285 .230 5.6 X llf 4.4 X lrfl 
4 lffl 10240 0.335 .125 4,7 X lcf 8,1 X lrfl 
5 lffl 10240 0.335 .125 4,7 X lcf 8,1 X lrfl 
6 lffl 10240 0.335 .125 4,7 X lcf 8.1 X lrfl 
7 lffl 10240 0.335 ,09) 4.7 X lcf 1.1 X la5 
8 00 l280 0.175 ,()'.¡{) 4.5 X ia2 3.2 X lrfl 
9 00 2560 0.210 .065 3.8 X lcf 3.9 X lrfl 

10 00 2560 0.210 .055 3.8 X lcf 4.6 X lrfl 
11 160 5120 o.;oo .115 5,3 X lcf 4.4 X lrfl 
12 160 5120 o.;oo .115 5.3 X lcf 4.4 X lrfl 
13 160 5120 o.;oo .115 5.3 X lcf 4.4 X lrfl 
14 lffl 5J20 o.;oo .ll5 5.3 X lcf 4.4 X Irfl 
15 00 2560 0.210 .065 3.8 X lcf 3.9 X lrfl 
16 00 2560 0.210 .065 3,8 X lcf 3.9 X 104 
17 

! 
00 2560 0.210 .055 3.8 X la2 4.6 X lrfl 

18 00 5120 o.;oo .ill 2.6 X lcf 4,4 X Irfl 
19 00 5I20 0.280 .105 2.8 X lo2 4,8 X lrfl 
20 00 61,() 0.275 .025 4,5 X lcf 2,5 X lrfl 

X= 0.245 .09 6.~ lcf 8,3lx lrfl 
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COMO SE PUEDE OBSERVAR EN LA TABLA 4.9 CONCENTRANDO 
EL VIRUS DE RUBtOLA A 117000 XG/4 HORAS, SE OBTUVO UN FAC -
TOR DE CONCENTRACIÓN PROMEDIO DE 45 VECES CON RESPECTO AL -
INICIAL, ADEMAS DE QUE NINGÚN SOBRENADANTE PRESENTÓ TITULO 
A DIFERENCIA DE LOS EXPERIMENTOS ANTERIORES, ESTO INDICA 
QUE SE RECUPERÓ TODO EL V !RUS PRESE/HE, 

CON BASE EN LO ANTERIOR SE CONSIDERÓ INNECESARIO REA
LIZAR LA CONCEiiTRACIÓN DEL VIRUS DE RUBtOLA POR ULTRACENTR!. 
FUGACIÓN EN OTRAS CONDICIONES, PUESTO QUE A 117000 XG/4 HO
RAS FUE SUFICIENTE PARA CONCENTRAR TODO EL VIRUS PRESENTE, 

PARA COMPROBAR QUE EFECTIVAMENTE EL VIRUS DE RUBtO
LA FUE CONCENTRADO, SE REALIZÓ LA DETERMINACIÓN DE PROTEINAS 
PARA CONOCER LA ACTIVIDAD ESPECIFICA, 0BTENJtNDOSE LOS RE
SULTADOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA 4.10, EN LA CUAL SE -
OBSERVA QUE ESTA AUMENTÓ EN UN PROMEDIO DE 127 VECES, 

CON LOS RESULTADOS OBTENIDOS SE PUEDE OBSERVAR QUE
ES MAS EFICIENTE LA CONCENTRACIÓN POR ULTRACENTRIFUGACIÓN -
QUE LA CONCENTRACIÓN POR PRECIPITACIÓN CON SULFATO DE AMO -
NIO SATURADO, 

4.3 PURIFICACJON DEL VIRUS DE RUBEOLA 

UNA VEZ QUE EL VIRUS DE RUBtOLA SE CONCENTRÓ POR -
ULTRACENTRIFUGACIÓN, EL SIGUIENTE PASO FUE PURIFICARLO, PARA 
ESTO SE UTILIZÓ EL MtTODO DE GRADIENTES DE DENSIDAD, UTILI -
ZANDO DOS VARIANTES: LA PRIMERA CON SACAROSA Y LA SEGUNDA -
CON PERCOLL. 
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4.3.l PÚRIFICAC!ON DEL VIRUS DE RUBEOLA POR GRADIENTE DE 
SACAROSA. 

SE REALIZÓ UN GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA BAJO 
DIFERENTES CONDICIONES DE VELOCIDAD Y TIEMPO, ESTAS CONDICIQ 
NES FUERON: 110 000 XG/2 HORAS; 145 000 XG/2.HORAS; - - -
145 000 XG/3 HORAS; 145 000 XG/4 HORAS Y 145 000 XG/ 8 HORAS, 

Los RESULTADOS OBTENIDOS AL CENTRIFUGAR A 110 000 XG 
DURANTE 2 HORAS SE MUESTRAN EN LA GRÁFICA l , 
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EN LAS CONDICIONES ANTES MENCIONADAS NO FUE POSIBLE 

OBTENER UNA BUENA PURIFICACIÓN DEL VIRUS, YA QUE COMO SE OB
SERVA EN LA GRÁFICA 1 HAY VARIAS FRACCIONES CON TITULO DE -
UHA, ESTO INDICA QUE EL VIRUS NO SE CONCENTRÓ EN UNA SOLA -
FRACCIÓN, YA QUE APARECE EN VARIAS DE ELLAS.SIN EMBARGO SE -
OBSERVA UN LIGERO AUMENTO DEL TITULO ENT.RE LAS FRACCIONES 11 
A 14 QUE CORRESPONDEN A LOS POR CIENTO DE SACAROSA DE 14.5 A 
5.1 RESPECTIVAMENTE, EN ESTAS CONDICIONES NO SE OBTUVO UNA
SÓLA FRACCIÓN CON TITULO ELEVADO QUE ERA LO .DESEADO, PERO 
PUEDE NOTARSE QUE SE FORMÓ UN BUEN GRADIENTE DE SACAROSA, 

TOMANDO EN CUENTA LOS RESULTADOS DE LA GRÁFICA l SE
CONS!DERÓ NECESARIO, AUMENTAR LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGACIÓN 
A 145 000 XG/ MANTENIENDO EL TIEMPO CONSTANTE (2 HORAS), GRÁ 
FICA 2, 

o 

Purific:ociÓn del Viru• di RubllÍcMo por Gradi9ntre di Socor090 

IO 

........ Títuk) de MmOQk.rtnociÓn 
GrodMl\te dt IOCCrotO 

Tawnpo• 2 horm 

~::''m"000'2.' ~HA ----1-11 

.. soNo.•
GRAFICA 2 

40 

i 
zo .g .. 
IO 



.. 

~ 
~ 
§ 

s· :e .. 
l!I a z 
::> 

t:5. 
AL AUMENTAR LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGACIÓN A -

145 000 XG/2 HORAS, SE OBSERVARON MEJORES RESULTADOS, YA QUE 
LA MAYOR PARTE DEL VIRUS SE CONCENTRÓ EN LAS FRACCIONES 16 A 
29 QUE CORRESPONDEN DEL 22 AL 3% DE SACAROSA, NO OBSTANTE -
AÚN SE OBSERVARON VARIAS FRACCIONES CON AUMENTO DEL T!TULO,
ADEMÁS SE ENCOflTRÓ TITULO DE HA TANTO AL INICIO COMO AL FI -
NAL DEL GRADIENTE, AL AUMENTAR LA VELOCIDAD SE OBSERVARON -
MEJORES RESULTADOS, POR LO CUAL SE INCREMENTÓ EL TIEMPO DE -
CENTRIFUGACIÓN, MANTENIENDO LA VELOCIDAD CONSTANTE. 

AUMENTANDO EL TIEMPO DE CENTRIFUGACIÓN A 3 HORAS Y
MANTENIENDO LA VELOCIDAD A 145 000 XG SE OBSERVA (GRAFICA 3) 
QUE EL NÚMERO DE FRACCIONES CON TITULO ELEVADO ES MENOR Y QUE 
EL VIRUS SE CONCENTRÓ EN LAS FRACCIONES 10 A 16 QUE CORRESPO~ 
DEN A UN POR CIENTO DE SACAROSA DE 22,5 A 7.8. OBTENIENDO U~ 
BUEN GRADIENTE DE SACAROSA, 
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TOMANDO EN CUENTA QUE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA 
GRÁFICA 3, MEJORARON CON RESPECTO A LAS ANTERIORES, SE AUME~ 
TÓ EL TIEMPO DE CENTRIFUGACIÓN A 4 HORAS MANTENIENDO LA VE
LOCIDAD A 145 000 XG. BAJO ESTAS CONDICIONES SE OBTUVIERON
MEJORES RESULTADOS (GRÁFICA 4 ) YA QUE EL VIRUS PREDOMINA EN 
POCAS FRACCIONES, DE LA 7 A LA 16 QUE CORRESPONDEN DEL 20 AL 
2.8 POR CIENTO DE SACAROSA. 

PARA COMPROBAR LOS RESULTADOS ANTERIORES SE REALIZÓ 
NUEVAMENTE LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUB~OLA EN LAS CONDl 
CIONES UTILIZADAS EN LA GRÁFICA L¡, LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
MUESTRAN QUE EFECTIVAMENTE EL VIRUS SE SEPARÓ EN UNA SÓLA -
SER 1 E DE FRACC 1 ONES CON T f T!ILO DE H/\ E~EVADO (GRÁF 1 CA 5) LO
GRÁNDOSE CON ESTO UNA BUENA PURIFICACIÓN DEL VIRUS, 
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CON LA FINALIDAD DE CONOCER SI EL TIEMPO ES UN FACTOR 
DETERMINANTE EN LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUB~OLA ESTE SE
AUMENTÓ A 8 HORAS, OBTENl~NDOSE LOS RESULTADOS MOSTRADOS EN -
LA GRÁFICA 6 EN LA CUAL SE OBSERVA QUE EL VIRUS ESTA EN UN -
GRAN NÚMERO DE FRACCIONES, ADEMAS DE QUE EL T[TULO DEL VIRUS
DISMINUYE HASTA EN 8 VECES CON RESPECTO AL TfTULO INICIAL, -
POR LO TANTO UN TIEMPO EXCESIVO DE CENTRIFUGACIÓN NO ES ADE -
CUADO PARA LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS, 

CON BASE A LOS RESULTADOS ANTERIORES PUEDE CONSIDERA~ 
SE QUE LAS MEJORES CONDICIONES DE PURIFICACIÓN ?OR GRADIENTE
DE SACAROSA SE LOGRARON AL CENTR 1 FUGAR A 145 000 XG/ 4 HORAS, 
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PUff Ibl~CION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR GRADIENTE DE 
PE C L • 

EL OTRO M~TODO UTILIZADO PARA LA PURIFICACIÓN DEL -
VIRUS DE RUB~OLA FUE EL GRADIENTE DE PERCOLL, QUE A DIFEREN
CIA DEL GRADIENTE DE SACAROSA ES UN GRADIENTE CONTINUO, AL
IGUAL QUE EN EL GRADIENTE DE SACAROSA TAMBitl,l SE PROBARON Dl 
FERENTES CONDICIONES: 160 000 XG/30 MIN; 160 000 XG/45 MIN,Y 
160 000 XG/ 20 MIN. 

CUANDO EL GRADIENTE SE REALIZÓ A 160 000 XG/30 MIN,
LA MAYOR PARTE DEL VIRUS SE CONCENTRÓ EN POCAS FRACCIONES,LO 
QUE DA ORIGEN A UN SOLO PICO (GRÁFICA 7), No SE OBTUVO TfTg 
LO DE HA EN LAS FRACCIONES CORRESPONDIENTES AL INICIO Y AL -
FINAL DEL GRADIENTE, tSTO INDICA QUE TODO EL VIRUS PRESENTE
QUEDÓ EN LA PARTE INTERMEDIA DEL GRADIENTE, 

•• 
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AUMENTANDO EL TIEMPO DE CENTRIFUGACIÓN A 45 MINUTOS 
Y MANTENIENDO LA VELOCIDAD A 160 000 XG LA MAYOR PARTE DEL
VIRUS SE CONCENTRO EN UN NÚMERO MINIMO DE FRACCIONES (GRÁFl 
CA 8), 
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CUANDO EL GRADIENTE SE REALIZÓ A 160 000 XG/30 MIN,
(GRÁFICA 9) LAS FRACCIONES CON T!TULOS MAYORES SE OBTUVIERON 
A UNA DISTANCIA DE 1.7 A 2,5 CM,, LO CUAL CORRESPONDE A UNA
DENSIDAD DE 1.11 A 1.09 G/CM3 , SIN EMBARGO SE OBTUVO T[TULO 
DE HEMAGLUTINACIÓN EN OTRAS FRACCIONES, EL GRADIENTE DE 
PERCOLL TIENE LA FORMA SIGMOIDEA CARACTERf STICA DE ESTOS GRa 
DIENTES, 
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CON LA FINALIDAD DE OBSERVAR COMO INFLUYE EL TIEMPO 
DE CENTRIFUGACIÓN, ESTE SE DISMINUYÓ DE 30 A 20 MINUTOS, 
PERO MANTEN 1 ENDO LA VELOCIDAD CONSTANTE A 160 000 XG, 

EN ESTAS CONDICIONES SE LOGRÓ UNA BUENA PURIFICA 
CIÓN, Y~ OUE EL MENOR TITULO DE HA SE OBTUVO EN LAS FRACCIQ. 
NES CORRESPONDIENTES A UNA DISTANCIA DE 2.5 A q,5 (DENSIDAD 
DE 1.10 A 1.05 G/CM3), MIENTRAS QUE EN LAS PRIMERAS FRACCIQ. 
NES EL TITULO DE HA AUMENTÓ LENTAMEflTE Y EN LAS ÚTLIMAS ---
FRACCIONES ESTAS TAMBI"N DECRECEN LENTAMENTE (GRAFICA 10), 
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A CONTINUACIÓN SE AUMENTÓ LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGA 
CIÓN A 226 000 XG/20 MIN, Y LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRES
PONDEN A UNA BUENA PURIFICACIÓN DEL VIRUS, DEBIDO A QUE ÚNI
CAMENTE SE OBTUVO TfTULO HA EN LAS FRACCIONES CORRESPONDIEN
TES A UNA DISTANCIA DE 3 A 6 CM (DENSIDAD MENOR A 1.05 G/o-Í3) 
OBTENl~NDOSE EN ESTAS FRACCIONES UN TITULO MÁXIMO DE 512 l.HA 
(GRÁFICA 11). 
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AL EFECTUAR LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS EN LAS MISMAS 
CONDICIONES QUE LAS UTILIZADAS EN LA GRÁFICA 11 SE OBTUVIE
RON RESULTADOS SIMILARES ~STO ES; UN SÓLO INCREMENTO DEL Tl 
TULO DE HA EN LAS FRACCIONES QUE CORRESPONDEN A UNA DISTAN
CIA DE 3 A 6 CM (DENSIDAD MENOR A 1.05 G/CM3) LO ANTERIOR -
SE MUESTRA EN LA GRÁFICA 12. 

DE ACUERDO CON LOS RESULTADOS OBTEN IDOS LAS MEJORES
COND ICIONES PARA PURIFICAR AL VIRUS DE RUB~OLA POR GRADIENTE 
DE PERCOLL SE OBTUVIERON CENTRIFUGANDO A 160 000 XG/20 MIN,, 
EN DONDE EL VIRUS SE ENCUENTRA A UNA DENSIDAD PROMEDIO DE --
1.075 G/cM3 , TAMBI~N ES POSIBLE PURIFICAR AL VIRUS CENTRIFU
GANDO A 226 000 XG/20 MIN, Y BAJO ESTAS CONDICIONES SE TIENE 
UNA DENSIDAD PROMEDIO DE 1.03 G/CM3, 
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DESPU~S DE REALIZAR VARIOS EXPERIMENTOS Y PARA OBTE
NER LA DENSIDAD DE FLOTACIÓll DEL VIRUS, SE UTILIZARON ESFERAS 
MARCADORAS DE DENSIDAD, LAS CUALES TAMBl~N SIRVEN PARA COMPR~ 
BAR LA FORMACIÓN DE UN BUEN GRADIENTE. ESTO SE OBSERVA EN LA 
FIGURA 4.2. 

LA CURVA DE DENSIDAD SE CALCULÓ AL MEDIR LA DISTANCIA 
(CM) A LA QUE APARECEN LAS ESFERAS, COMENZANDO A PARTIR DEL -
FONDO DEL TUBO, LA DENSIDAD DEL VIRUS SE CALCULÓ EXTRAPOLAN
DO EL TITULO DE HA EN LAS FRACCIONES CON LA CURVA DE DENSIDAD. 

FIG.4.2 FORAACIOff DE llf GRADIENTE DC PERCOLL • • • 
UTILJZAHOO ESFERAs MARCADORAS DE DEHSIDAD. 
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LA CONCENTRACIÓN Y PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUBtOLA ES DE -
GRAN IMPORTANCIA CUANDO VA A SER UTILIZADO EN LOS METODOS DE 
DIAGNOSTICO QUE REQUIEREN DE UN ANTIGENO PURO, TAL ES EL CA
SO DE ELJSA Y AGLUTINACIÓN CON LATEX, YA QUE SI NO SE CUENTA 
CON EL ANTIGENO PURO PUEDEN OBTENERSE RESULTADOS FALSOS, 

LA CONCENTRACIÓN Y PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUBtOLA SE INI
CIÓ CON UNA CLARIFICACIÓN DE LA COSECHA VIRAL QUE SE OBTUVO
A PARTIR DE CULTIVOS CELULARES, ESTE PASO ES NECESARIO PARA
ELIMINAR LOS RESTOS CELULARES QUE PODRfAN INTERFERIR EN LA -
CONCENTRACIÓN Y PURIFICACIÓN DEL VIRUS, 

CON LOS RESULTADOS OBTENIDOS BAJO LAS DIFERENTES CONDICIONES 
DE CLARIFICACIÓN SE DEMOSTRÓ QUE ESTE PASO DEBE REALIZARSE A 
BAJAS VELOCIDADES DE CENTRIFUGACIÓN, PARA EVITAR LA PERDIDA
DEL VIRUS, YA QUE SI SE CENTRIFUGA A VELOCIDADES ALTAS EL -
VIRUS SE SEDIMENTA JUNTO CON LOS RESTOS CELULARES, OCASIONA[ 
DO UN BAJO RENDIMIENTO, 

EN LA ETAPA DE CONCENTRACIÓN DEL VIRUS DE RUBtOLA POR PRECl
PITAC IÓN CON SULFATO DE AMONIO SATURADO SE NOTÓ QUE LA INCU
BACION DEL VIRUS DESPUtS DE SER PRECIPITADO NO ES RECOMENDA
BLE YA QUE EL FACTOR DE CONCENTRACIÓN ES MUY BAJO, ESTO NO -
SUCEDE CUANDO EL VIRUS SE CENTRIFUGA INMEDIATAMENTE DESPUtS 
DE LA PRECIPITACIÓN, LO ANTERIOR PROBABLEMENTE SE DEBA A QUE 
BAJO ESAS CONDICIONES LA HEMAGLUTININA DEL VIRUS NO SEA ESTA 
BLE, ESTO TAMBltN SE OBSERVÓ CUANDO EL TIEMPO DE CENTRIFUGA 
CIÓN FUE PROLONGADO, LO ANTERIOR PODRIA SER OCASIONADO POR -
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LA MISMA CAUSA (TABLA: q,2 Y q,3), 

CON LAS DIFERENTES CONDICIONES UTILIZADAS PARA CONCENTRAR AL 
VIRUS DE RUB~OLA POR SULFATO DE AMONIO SE OBSERVÓ QUE TODOS
LOS SOBRENADANTES PRESENTARON T.ITULO DE HA, ESTO SE DEBE PO
SIBLEMENTE A QUE EL SULFATO DE AMONIO NO LOGRA PRECIPITAR -
TODO EL VIRUS PRESENTE, NO OBSTANTE QUE LA PROPORCIÓN DE SUb. 
FATO DE AMONIO SE AUMENTÓ, 

CON RESPECTO A LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGACIÓN SE OBTUVO UN -
FACTOR DE CONCENTRACIÓN MAYOR CUANDO SE CENTRIFUGÓ A ALTAS 
VELOCIDADES (TABLA: q,3 Y q,6), 

A PESAR DE QUE LA CONCENTRACIÓN POR PRECIPITACIÓN CON SULFA
TO DE AMONIO NO LOGRÓ PRECIPITAR TODO EL VIRUS, SE OBTUVO UN 
AUMENTO CONSIDERABLE EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA (TABLA:q,7), 

CUANDO EL VIRUS DE RUB~OLA SE CONCEIHRÓ POR UL TRACENTR 1 FUGA
CIÓN SE OBTUVIERON MEJORES RESULTADOS AL AUMENTAR EL TIEMPO
DE CENTRIFUGACIÓN, ~STO SE DEDUCE YA QUE LOS SOBRENADANTES NO 
PRESENTARON TITULO DE HA (TABLA: q,3 Y q,g), ADEMÁS DE QUE 
LA ACTIVIDAD ESPECIFICA ES MUCHO MAYOR A LA OBTENIDA AL PRE
CIPITAR CON SULFATO DE AMONIO (TABLA: q,10), 

CON RESPECTO A LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUB~OLA CUANDO -
~STA SE LLEVÓ A CABO POR GRADIENTE DE SACAROSA, LA PRINCIPAL 
DIFICULTAD OBSERVADA FUE QUE EL VIRUS NO SE OBTENIA EN UNA -
SOLA FRACCIÓN, SINO QUE APARECIA DE MANERA DISPERSA, ESTE -
PROBLEMA SE FU~ SOLUCIONANDO AL AUMENTAR EL TIEMPO Y LA VELQ 
CIDAD DE CENTRIFUGACIÓN, LO CUALNOS PUEDE INDICAR QUE POSI -
BLEMENTE CUANDO EL VIRUS SE CENTRIFUGA A BAJAS VELOCIDADES Y 
POCO TIEMPO, ~STE ENTRE PARCIALMENTE AL GRADIENTE DE SACARO-
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SA Y NO DE UNA MANERA UNIFORME, ASIMISMO EL AUMENTO DEL T!Ty 
LO DE HEMAGLUTINACIÓN AL INICIO Y AL FINAL DEL GRADIENTE, SE 
PUEDE DEBER A QUE SE TENGAN FRAGMENTOS DE VIRUS, PARTICULAS
DEFECTIVAS O AGREGADOS DEL VIRUS, No OBSTANTE SI SE AUMENTA 
MUCHO EL TIEMPO DE CENTRIFUGACIÓN, EL ANTIGENO PIERDE ACTIVl 
DAD (GRAFICA: 6), POR ESTO LO ~~S RECOMENDABLE ES UN TIEMPO
DE CENTRIFUGACIÓN DE 4 HORAS (GRAFICA: 5). 

AL REALIZAR LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUBÉOLA POR GRADIE~ 
TES DE PERCOLL, EL VIRUS APARECIÓ EN UN NÚMERO REDUCIDO DE -
FRACCIONES DE LA PARTE INTERMEDIA DEL GRADIENTE, LO QUE INDl 
CA UNA PURIFICACIÓN MAS EFICIENTE CON RESPECTO AL GRADIENTE
DE SACAROSA, LA DENSIDAD A LA QUE APARECE EL VIRUS DE RUBÉO
LA DEPENDE DE LA VELOCIDAD Y TIEMPO DE CENTRIFUGACIÓN, POR
LO TANTO, PARA PURIFICAR EL VIRUS A UNA DENSIDAD QUE PUEDA -
SER CALCULADA CON LOS MARCADORES DE DENSIDAD ES PREFERIBLE -
UTILIZAR UNA VELOCIDAD DE 160 000 XG/20 MIN, (GRAFICA:l0), 
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e o N e L u s I o N E s 

- LAS MEJORES CONDICIONES PARA LA CLARIFICACIÓN DE LA COS[ 
CHA VIRAL DEL VIRUS DE RUBEÓLA FUERON 300 XG/15 MIN, 

- POR PRECIPITACIÓN CON SULFATO DE AMONIO EL VIRUS DE 
RUBEÓLA SE CONCENlRÓ 9 VECES, POR ULTRACENTRIFUGACIÓN 
45 VECES, LA ULTRACENTRIFUGACIÓN A 117,000 XG/4 HORAS -
FUE LA MÁS EFICIENTE, 

LAS CONDICIONES MÁS ADECUADAS PARA LA PURIFICACIÓN DEL -
VIRUS DE RUBEÓLA POR CENTRIFUGACIÓN EN GRADIENTE DE SACA 
ROSA DESCONTINUO FUERON 145,000 XG DURANTE 4 HORAS, 

LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUBEÓLA POR CENTRIFUGACIÓN 
EN GRADIENTES CONTINUO DE PERCOLL FUE MAS EFICIENTE A 
160,000 XG DURANTE 20 MINUTOS, 

LA PURIFICACIÓN DEL VIRUS DE RUBEÓLA CON GRADIENTES DE 
PERCOLL FUE LA MÁS ADECUADA PORQUE EL VIRUS SE OBTIENE -
EN UN MENOR NÜMERO DE FRACCIONES EN LA PARTE INTERMEDIA
DEL GRADIENTE, EN COMPARACIÓN CON EL GRADIENTE DE SACAR~ 
SA. 
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vrr 

R E S U M E N 

LA DETERMINACIÓN DE ANTICUERPOS StRICOS ANTIRUBtOLA POR ELISA 
Y AGLUTINACIÓN CON LATEX REQUJEREN DE ANTfGENO VIRAL CONCENTRa 
DO y PURO. EL OBJETIVO DE ESTE TRABAJO FUE ESTABLECER LAS co~ 

DICIONES ÓPTIMAS PARA OBTENER EL ANT!GENO CON LAS CARACTER!STl 
CAS REQUERIDAS EN DICHAS TtCNICAS, 

EL VIRUS DE RUBtOLA CON EL QUE SE TRABAJÓ FUE LA CEPA THEREIN
PROPAGADA EN CtLULAS VERO, EL PARÁMETRO QUE SE UTILIZÓ EN EL -
SEGUIMIENTO DE LA CONCENTRACIÓN Y PURJFICACIÓN DEL ANTfGENO -
VIRAL FUE LA RELACIÓN DE UNIDADES HEMAGLUTINANTES CON RESPECTO 
AL CONTENIDO PROTtlCO, 

LA CONCENTRACIÓN DEL VIRUS SE PROBÓ POR PRECIPITACIÓN CON SUL
FATO DE AMONIO Y ULTRACENTRIFUGACIÓN, CON tSTA 0LTIMA SE OBTU
VO EL MEJOR RENDIMIENTO REPRODUCIBLE. 

LA PURIFICACJÓN DEL VIRUS SE HIZO POR ULTRACENTRIFUGACIÓN EN -
GRADIENTES DE SACAROSA Y DE PERCOLL; EL MEJOR RESULTADO PARA -
PURIFICAR EL VIRUS DE RUBtOLA POR GRADIENTE DE SACAROSA DISCO~ 
TfNU050.f.30% SE OBTUVO, AL CENTRIFUGAR 4 HORAS A 145 000 XG. 

MIENTRAS QUE AL PURIFICAR EL VIRUS DE RUBtOLA POR GRADIENTE DE 
PERCOLL LOS MEJORES RESULTADOS SE OBTUVIERON AL CENTRIFUGAR A 
160 000 XG/20 MIN. LA PURIFICACIÓN CON GRADIENTE DE PERCOLL -
ES MEJOR, 
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APENDJCE 

Al SOLUCJON DE ALSEVER PH; 6,2 

CLORURO DE SODIO CNACLl............................ 4.2 G 
GLUCOSA, , , , , , , , , , • , , • , , , , , •• , • , , , , • , , , , • , , , , , ,·, , , , , 22, 55 

Acrno C!TRICo cc6H8o7 .1 H20> ••••••••••••••••••••• ,. 0.27 

CITRATO TRISODICO CC5H5NA307.2 H20),, •••••••••••••• a.o 
AGUA DESTILADA C,B,P.,.,.,,.,.,.,.,,,,,.,,.,..,,.,.1000,Q ML 

ESTERILIZAR POR FILTRACIÓN A TRAVtS DE MEMBRANA 
MILLIPORE DE 0,22 MICRAS, CONSERVAR A 4'C DURANTE 
UN MÁXIMO DE 2 MESES, 

B> ~OLUCJON DE AULETIA PH; 6.4 

NACL 1 1 1 1 1 1 ••• 1 • 1 • 1 • 1 •• 1 1 • 1 •• 1 • 1 1 ' • 1 • 1 •• 1 ' 1 1 1 ' •• 1 1 1 1 9 1 o G 
CACL2 ANHIDRO .. l G, 0 CACL2,2 H20" .. "',. "" .... , 1.32 
MGS04.7 H20.................... •• • •• • • • • • •• •• • • • • • • 1.0 
AGUA DESTILADA C0 B.P,,,,,,,,,, .. ,",,, "'",.,,,,, .1000,0 ML 

ESTERILIZAR A 12lºC/ 15 LB PRESION POR 30 MIN, 

Cl SOLUCJON AMORTIGUADORA NIE PH; 7.4 

SOLUCIÓN DE NACL,.,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,·,·,, 1111·,e,,,, 
S0Luc16N DE TRis-HCL •. ,., •••• ,,, ••• ... , ,·,·., •• · ••• ,.,,. 
SOLUCJON DE EDTA •••••••••••••••• ; •.••.•• ·.-.;~- .......... . 

0.15 M 
0.05 M 
0,001M 

AGUA DESTILADA C,B,p, 1 , 111 ,,,.,,;, , ,\'!~ .--,,~,,, ~,, .1000.0 ML 
.fi 

ESTERILIZAR A 121 ºC/ 15 LB DE PRES ION POR 30 MIN, 
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Dl SOLUCION DE AULETTA CON ALBUMINA SERICA BOVINA CASBl 

SOLUCIÓN DE AULETTA .................. "" .... .,,.., 100,0 ML 
ALBUMINA S~RICA BOVINA (FRACCIÓN VJ,,,,,,,,,,,,,,,, 0,4 G 

ESTERILIZAR CON FILTRO MILLIPORE DE 0,45 MM, Y GUAR 
DAR EN CONGELADOR, 

E) REACTIVO A: PARA DETERMINACION DE PROTEINAS CLOWRYl• 

A1l TARTRATO DE SODIO Y POTASIO 
CC4H4KN206 .4 H20l .... ,........................ 2,0 G 

AGUA DESTILADA C,B,P. ,,,,,,,,, ,,,,,,,,,,,,,,, 100,0 ML 

A2l SULFATO DE COBRE CCUS04,5 H20),,,,,,,,,,;,,,,, 1.0 G 
AGUA DESTILADA C,B,P ........ ,.,.,.,.,,..,.,.,, 100,0 ML 

A3) CARBONATO DE SODIO CNA2C03l ......... , .. , : ",, 20,0 G 

HIDRÓXIDO DE SODIO CNAOH), .... ., .. .,; .. .," '° ~ 4.0 G 

AGUA DESTILADA C,B,P .... , .. ,.,,.,,.,.,, .... ", 100,0 ML 

EL REACTIVO A ES UNA MEZCLA DE: 

- 0,5 ML DE Al 
- 0,5 ML DE A2 

- 50 ML DE A3 

Fl REACTIVO B: PARA DETERMINACION DE PROTEINAS (LOWRYl 

FOLIN- CJOCALTEAU,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, l,Q ML 

AGUA DESTILADA,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1.0 Ml 
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G> SOLUCJON SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFATOS CSSAF> PH:7.8 

DISOLVER EN 700 ML DE AGUA DESTILADA Y DESIONIZADA 

CLORURO DE SODIO INACL),,,,,,,,,,,, ,,,,,,,,,,,,, 8,0 G 
CLORURO DE POTASIO IKCL) •..••••••••••••••••.•••• 0.2 G 
FOSFATO DE SODIO DIBÁSICO ANHIDRO 
NA2HP04. . . . • . . . . • • . . • • • . • • • • • • • . • • . • • • • • • • • • • • • . o. 96 
FOSFATO DE POTASIO MONOBÁSICO 
NAH2Po4. H2D., ..... ,,, .. ,,, •.• ,,.,.,,.,.,,,,,,,, ~.2 

AFORAR CON AGUA DESTILADA A 1000 ML Y AJUSTAR PH 
A 7,8, ESTERILIZAR POR CALOR H0MEDO A 121" C DY 
RANTE 15 MIN, 

H> SQLUCJON PATRON DE PROTEINA 1 MG/ ML, 

ALBÚMINA S~RICA BOVINA .... , .................. , .. 
SOLUCIÓN SALINA DE FOSFATOS (SSAF), ,,,,, ,,,,,,,, 

J) SQLUCION AMORTIGUADORA TRIS-HCL 0.1 M PH:7.6 

LO MG 
1.0 ,..L 

Al TRIS (HIDROXIMETILl AMINOMETANO .... .,,..... 0,2 ML 
(24.2G DE C4H11N03 EN 1000 ML DE AGUA DESTI-
LADA), 

B) ACIDO CLORHIDRICO 0.2 M 

MEZCLAR 50 ML DE LA SOLUCIÓN A Y 38,4 ML DE
LA SOLUCIÓN B DILUfDOS EN UN TOTAL DE 200 ML 
DE AGUA DESTILADA Y AJUSTAR EL PH. 
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J) ~OLUCION DE SACAROSA AL 50% 

SACAROSA, , , , , , , • , , , , , , , , •• , , , , , , , , , , 1 , , , , , í·, 1 , 1 , , , , 50, 0 G 

AGUA DESTILADA C,B,P .. " ........ ,,. .. ,..,,.",,.,., 100 ' ML.· 

Kl SOLUCION DE SACAROSA AL 30% 

SACAROSA, , , , , , , , , , , , , , , , . , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , 30 G 
AGUA DESTILADA C, B, P .. , ........ ,. .......... ,. .. .. .. 100 ML 

U SOLUCION SATURADA DE SVLFATO DE AMONIO PH: 7,4 

ADICIONAR A l LITRO DE AGUA DESTILADA 316 G DE SUL
FATO DE AMONIO P~ºA TE::E 0 UNA SOLUCIÓN DE 40%.DE 
SATURACIÓN A 20º( AJUSTANDO PH A 7.4 USANDO HCL, -
CONCENTRADO O NAOH 0.4 N. 

Ml GRADIENTE DE PERCOLL 

SOLUCIÓN A: PH: 7.4 
SACAROSA • • ' • ' •• 1 1 ' 1 1 ' ' 1 1 1 ' ' •••• 1 • 1 • 1 • 1 1 21. 40 G 
ASB (FRACCIÓN Vl ••••••••••••••••••••••• ' 
TRIS-BASE 

SOLUCIÓN B: PH: 7.4 
SACAROSA,.,,,,,,,,,,,,,,~·~·. 

ASB <FRACCIÓN Vl ......... ;, 
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REACTIVOS 

PROCEDENTE DE J.T. BAKER, S.A. DE C.V., XALOSTOC, MEXICO. 

ACIDO CITRICO, CAT. 0110, LOT M-36641 
CITRATO DE SODIO, CAT 3646, LOT M-29760 
FOSFATO DE SODIO, CAT 3818, LOT 30193 
ETILENDINITRILOTETRACETO DISODICO CEDTAl 8993 LOT 26799 

PROCEDENTE DE MERK, S.A., ESTADO DE MEXICQ, MEXICO. 

ACIDO CLORHIDRICO, CAT. 317, LOT 209296 R 
CARBONATO DE SODIO, CAT 106391, LOT 206154 R 
CITRATO TRISODJCO DJHIDRATADO, CAT 106448, LOT 21131 
CLORURO DE CALCIO, CAT. 2382, LOT 903385 
CLORURO DE SODIO, CAT. 204936, LOT 106570 N 
ETANOL ABSOLUTO, CAT. 15853, LOT 211430 N, 
FOSFATO DE POTASIO MONOBASICO, CAT. 104873, LOT 901618 
FOSFATO DE SODIO DIBASJCO ANHIDRO, CAT. 206586 
HIDROXIDO DE SODIO, CAT. 6598, LOT 214102 R 
SACAROSA, CAT. 7651, LOT 3985251 R 
SULFATO DE AMONIO, CAT 1217, LOT. 40514 
SULFATO DE COBRE, CAT. 2790, LOT 6535 N 
TARTRATO DE SODIO Y POTASIO, CAT. 108087, LOT 103480 R 
TRIS CHIDROXIMET!Ll AMINDMETANO, CAT. 8382, LOT 96602 B 

PROCEDENTE DE SIGMA CHENICAL CO., ST,, LOUJS Mo,, E.U.A. 

ALBUMINA SERICA BOVINA, FRACCION V, CAT. A-9647, LOT.71F-0356 

PROCEDENTE DE SIGMA DE MEXICO, S.A. MEXICO, D.F. 

PERCOLL, LOT. 56-F- 02951 
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