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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

EN LA ACTUALIDAD EN NUESTRO PAIS A LA INFECCION POR EL -
VIRUS DE RUBEOLA NO SE LE HA PRESTADO LA ATENCION DEBIDA,
A PESAR DE QUE ESTA PUEDE PROVOCAR ENTRE OTROS PADECI ~--
MIENTOS, TRASTORNOS TERATOGENICOS. SU DETECCION POR ---
DIAGNOSTICO CLINICO NO ES MUY CONFIABLE, POR LO QUE ES,-
NECESARIO UTILIZAR PRUEBAS DE LABORATORIO, ENTRE ESTAS.
LA MAS UTILIZADA ES LA INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION,
ESTA TECNICA SE REALIZA PRINCIPALMENTE CON EQUIPOS DIAG-
NOSTICOS DE IMPORTACION, LO CUAL ORIGINA QUE SEA UNA ---
PRUEBA COSTOSA. EL REACTIVO PRINCIPAL PARA ESTAS TECNI-
CAS ES EL ANTIGENG DE RUBEOLA. '

PARA QUE UNA DETERMINACION SEA MUY SEGURA, UNO DE LOS --
REQUISITOS PRINCIPALES ES QUE EL ANTIGENO ESTE PURO,

DEBIDO A £STO ES NECESARIO CONTAR CON TECNICAS PARA LA -
OBTENCIGN DE ANTIGENO PURIFICADO, QUE PUEDA EN UN FUTURO
DESPLAZAR LOS REACTIVOS DE IMPORTACION, Lo ANTERIOR PO-
DRIA OCASIONAR UNA DISMINUCION EN EL COSTO DE LA PRUEBA,
HACIENDOLA MAS ACCESIBLE, LO QUE PERMITIRIA INCLUIRSE-~
COMO PRUEBA DE RUTINA EN ANALISIS PRENUPCIALES Y/O PARA-
MUJERES EN EDAD DE CONCEBIR,

EN EL SIGUIENTE TRABAJO SE PRETENDE OBTENER UN METODO --
PARA LA PURIFICACION DEL ANTIGENO DE RUBEGLA.

HIPOTESIS

EL VIRUS DE RUBEOLA PUEDE PURIFICARSE POR METODOS DE ULTRA

CENTRIFUGACION EN GRADIENTES DE DENSIDAD (SACAROSA Y PERCOLL).
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1.2

INTRODUCCION

IMPORTANCIA DE LA INFECCION DE[ VIRUS DE RUBEQLA

LA INFECCION POR EL VIRUS DE RUBEOLA (VR) ES GENERAL-
MENTE BENIGNA., SIN EMBARGO EN MUJERES EMBARAZADAS -~
PUEDE OCASIONAR PROBLEMAS CONGENITOS EN LOS CUALES EL
FETO SUFRE DANO CUANDO EL VIRUS PASA A TRAVES DE LA -~
PLACENTA, PRODUCIENDOSE ABORTOS, MORTINATOS O EL NACL
MIENTO DE NINOS CON EL SINDROME DE RUBEOLA CONGENITA
{SRC) .

SINTOMATOLOGIA CLINICA DE [A RUBEQOLA

LA INFECCION POR VIRUS DE RUBEOLA DURANTE LA INFANCIA
0 LA ETAPA ADULTA SE PRESENTA GENERALMENTE COMO UNA -
ENFERMEDAD BENIGNA CARACTERIZADA POR LEVES SINTOMAS -
RESPIRATORIOS SUPERIORES, UN RASH ERITEMATOSO Y LINFA
DENOPATIA SUBOCCIPITAL., EN LOS ADULTOS JGOVENES, SIN-
EMBARGO LA ENFERMEDAD PUEDE COMPLICARSE CON ARTRALGIA
0 ARTRITIS TRANSITORIA, DESPUES DE LA ERUPCIOGN DESAPA
RECE. LAS COMPLICACIONES SEVERAS COMO ENCEFALITIS Y-
PURPURA TROMBOCITOPENICA SON RARAS (16) (19) (25) (28).
LA INFECCION DEL FETO DURANTE EL PRIMER TRIMESTRE DE
EMBARAZO PUEDE PROVOCAR RUBEOLA CONGENITA LO CUAL ES-
MENOS FRECUENTE EN EL SEGUNDO O TERCER TRIMESTRE, EL
SRC SE CARACTERIZA POR: SORDERA NEUROSENSITIVA, ANOMA
LIAS CARDIACAS, CATARATAS, PESO SUBNORMAL, LESIONES -
VISCERALES, RETARDO DEL CRECIMIENTO Y SINTOMAS ENCEFK
L1COS, ESTAS CARACTERISTICAS PUEDEN APARECER SOLAS -



1.3

0 EN DIFERENTES COMBINACIONES, EL PERIODO DE INCUBA-
CION DE LA RUBEOLA AGUDA ES DE 14 A 21 DIAs (22) (25)
(28) (54),

METODOS DE DIAGNQSTICO CLINICO PARA LA INFECCION POR
EOLA.

EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR RUBEOLA ES DIFIcCIL
DE ESTABLECER EN BASE AL CUADRO CLINICO, LA ONICA -
MANERA DE ESTABLECER UN DIAGNOSTICO SEGURO DE RUBEOLA
ES COMPROBANDOLO MEDIANTE PRUEBAS DE LABORATORIO,

LoS PRINCIPALES METODOS UTILIZADOS EN EL DIAGNOSTICO-
DE LA INFECCION POR RUBEOLA SON: NEUTRALIZACIGN (N);-
FIJACION DE COMPLEMENTO (FC); HEMAGLUTINACION (HA) E
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (IHA), EXISTEN OTRAS
TECNICAS QUE SE HAN DESARROLLADO EN FORMA RECIENTE --
COMO: HEMAGLUTINACION INDIRECTA (HI) Y AGLUTINACION -
EN LATEX (AL); ENSAYO INMUNOENXIMATICO (ELISA).; ENSA-
YO DE INMUNOFLUORESCENCIA (IFA); Y RADIO INMUNOENSAYOQ
(RIA),

LA TEcNicA DE HA SE BASA EN LA CAPACIDAD QUE TIENE EL
VIRUS DE RUBEOLA DE AGLUTINAR ERITROCITOS DE DIFEREN-
TES ESPECIES ANIMALES, SI SE PONEN CANTIDADES CONSTAN
TES DE UNA SUSPENSION DE ERITROCITOS CON DILUCIONES -
SERIADAS DEL VIRUS, EL TITULO ESTARA DADO POR LA MAXI-
MA DILUCION DONDE SE PRESENTE UNA AGLUTINACION TOTAL -
(11) (44).

LA IHA SE BASA EN LA CAPACIDAD DEL VIRUS DE RUBEOLA 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 RUBEOLA, LOS ANTICUERPOS BLO -
QUEARAN LA SUPERFICIE DEL VIRUS Y AL ADICIONAR LOS --
ERITROCITOS LA AGLUTINACION SE INHIBIRA, SE REALIZAN-
DILUCIONES SERIADAS CON EL SUERO PARA DETERMINAR EL -
TITULO DE ANTICUERPOS QUE ESTA DADO POR LA ULTIMA --
DILUCIGN QUE INHIBA LA HEMAGLUTINACION (9) (11) (42).

EN EL ENSAYO DE AGLUTINACION CON LATEX EL VIRUS DE ==
RUBEOLA SE UNE PREVIAMENTE A PARTICULAS FINAS DE LA -
TEX. CUANDO HAY ANTICUERPOS PRESENTES EN EL SUERO --
ESTOS SE MEZCLAN CON LAS PARTICULAS Y LA AGLUTINACION
SE HACE APARENTE EN FORMA DE GRANDES MASAS BLANCAS --
(11) 42y,

LA PRUEBA DE ELISA CONSISTE EN UNIR EL VIRUS DE RUBEQ
LA A UNA SUPERFICIE (MICROPLACAS DE PLASTICO O PEQUE-
N0S CUERPOS GLOBULARES DE LA MISMA NATURALEZA). EL -
SUERO DEL PACIENTE SE ADICIONA Y SI HAY ANTICUERPOS,=-
ESTOS SE UNEN AL VIRUS., EN SEGUIDA SE ADICIONAN ANTL
INMUNOGLOBULINAS HUMANAS, OBTENIDAS EN UN ANIMAL DE -~
LABORATOR1O, ESTOS ANTICUERPOS PREVIAMENTE SE HAN CON
JUGADO CON UNA ENZIMA, AL AGREGARSE SE UNEN AL PRIMER
ANTICUERPO. FINALMENTE AL ADICIONAR UN SUSTRATO APRQ
PIADO, LA ENZIMA ACTUARA SOBRE ESTE, TRANSFORMANDOLO-
Y DESARROLLANDO UNA REACCION COLORIDA, LA CUAL PUYEDE-
SER PERCIBIDA A SIMPLE VISTA Y CUANTIFICADA MEDIANTE-
ESPECTOFOTOMETRIA, DEBIDO A QUE LA CONCENTRACION DEL-
PRODUCTO PRESENTA UNA RELACIGN DIRECTAMENTE PROGPORCIO
NAL A LA UNION DEL COMPLEJO ANTIGENO~ANTICUERPO (42)
(53),



1.4

5,

DE LAS PRUEBAS ANTES MENCIONADAS LA IHA ES LA MAS --
UTILIZADA POR LA MAYORIA DE LOS i_ABORATORIOS, SIN EM-
BARGO PRESENTA CIERTOS INCONVENIENTES COMO SON: ERRO-
RES POR DILUCION; TRATAMIENTO DE LOS SUEROS PARA RETL
RAR INHIBIDORES NO ESPECIFICOS; SE REQUIERE DE ALTAS-
CONCENTRACIONES DE ANTIGENO; ALGUNOS REACTIVOS EMPLEA
DOS SON PERECEDEROS; DEBIDO AL TIPO DE REACTIVOS UTI-
LIZADOS L0S RESULTADOS OBTENIDOS EN DIFERENTES LABORA
TORIOS SON DIFICILES DE COMPARAR(26) (44) (46).

POR OTRO LADO, LAS TECNICAS DE ELISA v AL SON MAS SEN
SIBLES Y REPRODUCIBLES, SIN EMBARGO PARA REALIZARLAS-
ES INDISPENSABLE CONTAR CON UN ANTIGENO CONCENTRADO Y
PURO,

PROPIEDADES FISICAS, QUIMICAS Y BIOLOGICAS DEL VIRUS
DE RUBEOLA.

EL VIRUS DE RUBEOLA SE HA CLASIFICADO COMO MIEMBRO DE
LA FAMILIA TOGAVIRIDAE, PERO LOS ESTUDIOS SOBRE SU --
ACIDO RIBONUCLEICO Y SUS PROTEINAS ESTRUCTURALES LO -~
HAN DIFERENCIADO DE TODOS LOS DEMAS MIEMBROS DE ESTA-
FAMILIA DE LOS ToGAVIRUS, (25) (31). Es EL ONicO -~
MIEMBRO DEL GENERO RUBIVIRUS, HASTA LA FECHA SOLO SE
CONOCE UN SEROTIPO DE ESTE VIRUS POR ANTICUERPOS POLL
CLONALES., POSIBLEMENTE AL UTILIZAR ANTICUERPOS MONO--
CLONALES SE ENCUENTRE DIFERENCIA ENTRE LAS CEPAS VIRA
LES,

EL VIRUS CONTIENE UNA MOLECULA DE RNA DE CADENA (NICA
LINEAL DE 38 A 40 S. ESTE COEFICIENTE DE SEDIMENTA -
CI6N 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 RUBEOLA SE INACTIVA RAPIDAMENTE POR EL --
ETER, CLOROFORMO Y EL DESOXICOLATO SODICO, AUNQUE EL-
VIRUS ES RELATIVAMENTE LABIL A 4°C, Su ESTABILIDAD --
AUMENTA CONSIDERABLEMENTE DE -£0° A -70°C. ALGUNAS -
CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE RUBEOLA SE MUESTRAN EN -
LA TABLA 1.1,

EL VIRUS DE RUBEOLA ESTA COMPUESTO DE TRES PROTEINAS-
El‘ E2 v C CON PESOS MOLECULARES APARENTES DE 60K, --
47K v 33K RESPECTIVAMENTE. D0S DE ESTAS PROTEINAS E1
Y E) SON GLUCOPROTEINAS DE MEMBRANA, MIENTRAS QUE C -
ES UNA PROTEINA NO GLUCOSILADA RELACIONADA cON EL RNA
INFECCIOSO, POR LO QUE ES UNA NUCLEOPROTEINA (29) (47)
(51) (54),

LA PROTEINA E; ES LA MOLECULA MAS GRANDE DE LAS DOS -
GLUCOPROTEINAS A LA CUAL SE LE ASOCIA LA FUNCION HEMA
GLUTINANTE DEL VIRUS (29) (47) (51), EL ESQUEMA DEL-
VIRUS SE PRESEMTA EN LA FIGURA 1.1,

FIGURA 1.1
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LA HEMAGLUTININA CONSTITUYE UN COMPONENTE BASICO DEL
VIRUS Y PERMANECE BIOLOGICAMENTE ACTIVA DESPUES DE LA
DISGREGAC!ION DE LA PARTICULA VIRAL.

TABLA 1.1.

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL VIRUS DE RUBEOQLA.

MORFOLOGIA
TAMARO
RCIDO NUCLEICD

ENVOLTURA
COEFICIENTE DE SEDIMENTACION
DENSIDAD DE FLOTACION

RADIACION ULTRAVIOLETA
ISOLVENTES LIPIDICOS

FRIPS!NA .

ESTABILIDAD DE pH

TEMPERARLRA

ESFERICO, CON UNA O MAS PROTUBERANCIAS
60 A 70 NM DE DIAMETRO

RNA, CADENA SIMPLE CON LN PESO MOLECU-
LR DE 3.5 x 106 DALTONES,

TIENE EMVOLTURA LIPIDICA ADQUIRIDA AL
PASAR A TRAVES DE LA MEMBRANA DE LA -
CELULA HUESPED,

280 S

1,18 ~ 120 G/ML EN SACAROSA
1.25 /ML EN CsCL,

DESTRUYE INFECTIVIDAD
DESTRUYE INFECTIVIDAD
DESTRUYE INFECTIVIDAD

6.8 - 8.1 ESTARLE
5.9  ESTABILIDAD MENOR
2.0 INACTIVACION COMPLETA

SE INACTIVA CON 30 MIN, A 56° C
ES ESTABLE 7 DIAS A 4°C v
POR ANOS A - 60° C.
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8.

METODOS PARA CONCENTRAR Y PURIFICAR VIRUS

LOS VIRUS PROPAGADOS EN CULTIVOS CELULARES PRESENTAN
MENOS PROBLEMAS DE PURIFICACION EN COMPARACION A LA-
PURIFICACION A PARTIR DE SECRESIONES BIOLOGICAS YA -
QUE SE TIENE UNA MENOR CONCENTRACION DE RESTOS CELU-
LARES Y PROTETNAS.

CADA VIRUS PRESENTA PROBLLEMAS ESPECIFICOS PARA SU CON
CENTRACION Y PURIFICACION, ESTO SE SOLUCIONA CON LA -
COMBINACION DE CENTRIFUGACION, ULTRACENTRIFUGACION, -
PRECIPITACION, ULTRAFILTRACION Y CROMATOGRAFIA DE AFI
NIDAD (32) (48),

PARA PODER INICIAR LA CONCENTRACION VIRAL ES MECESARIO
REALIZAR ANTES UNA CLARIFICACIGN DE LA COSECHA VIRAL -
POR CENTRIFUGACION A BAJAS VELOCIDADES CON LA FINALI
DAD DE ELIMINAR LOS RESTOS CELULARES Y AGREGADOS PRO -
TEINICOS (41),

METODOS DE CONCENTRACION

LA CONCENTRACION ES UNA DE LAS FASES MAS IMPORTANTES
DE LA PURIFICACION DE VIRUS, YA QUE SE OBTIENEN LAS
CANTIDADES REQUERIDAS DE VIRUS EN UN PEQUERO VOLUMEN -
EL CUAL DEBE SER SUFICIENTE PARA LLEVAR A CABO LA PURL
FICACION., DEBIDO A QUE LOS VIRUS SON PARTICULAS MUY -
PEQUENAS (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 TERMOLABILES Y PIERDEN SUS PROPIEDADES BloLO-
GICAS RAPIDAMENTE SI NO SE MANTIENE EN REFRIGERACION, -~
TAN PRONTO cOMO EL LIQUIDO DE CULTIVO INFECTADO SE OB -
TIENE ES IMPORTANTE REFRIGERARLC A 4°C PARA CONSERVARLO
POR PERIODOS CORTOS O CONGELARLO A ~20°C 6 A -70°C sI -
SE REQUIEREN PERJODOS DE CONSERVACION MAS LARGOS,

Los METODOS MAS UTILIZADOS EN LA CONCENTRACION DE VIRUS
soN: HIDROEXTRACCION: FILTRACION MOLECULAR; PRECIPITA--
CION Y PRECIPITACION DIFERENCIAL (ULTRACENTRIFUGACION),

LA HIDROEXTRACCION ES UN METODO MUY SIMPLE PARA CONCEN-
TRAR VIRUS, SE BASA EN LA EXTRACCION DE AGUA Y MICROSO-
LUTOS DEL CULTIVO CELULAR, CUANDO ESTE SE COLOCA EN UNA
BOLSA DE DIALISIS (MEMBRANA POROSA DE CELULOSA) LA ---
CUAL ESTA CUBIERTA POR UN COMPUESTO DE ALTG PESO MOLECU
LAR (32) (45) (52). EL METODO 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 HIDROEXTRACCIGN DEBEN SER hIGROSCOPI~
COS Y TENER UN PM SUFICIENTEMENTE ALTO PARA PREVENIR --
LA MIGRACION DEL MATERIAL QUE HA SIDO EXTRAIDO,

GENERALMENTE SE UTILIZA LA FORMA POLIMERICA DEL POLIETL
LENGLICOL: CARBOWAX 20,000, ES UN MATERIAL BARATO, --
MUY HIGROSCOPICO Y NO AFECTA A LA MAYORIA DE LOS VIRUS,
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EILTRACION MOLECULAR: DURANTE LA FILTRACION MOLECULAR
(ULTRACENTRIFUGACION) LAS MOLECULAS SON SEPARADAS DE -
ACUERDO A SU TAMANO, LAS MOLECULAS Y PARTICULAS SUS -
PENDIDAS SON ATRAPADAS POR LA MEMBRANA, LA CUAL TIENE
POROS QUE PUEDEN RETERLAS DEBIDO A QUE TIENEN UN DIAME
TRO MENOR QUE ESAS MOLECULAS Y PARTICULAS, ESTAS MEM-
BRANAS TIENEN POROS GENERALMENTE MENORES A L0OS 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),

EXISTEN DIVERSOS FABRICANTES QUE PRODUCEN MEMBRANAS DE
ULTRAFILTRACION Y APARATOS ADECUADOS PARA LA CONCENTRA
CION DE VIRUS,ENTRE ESTOS PUEDEN MENCIONARSE: LOS FA-
BRICADOS POR LA CASA AMICON QUE SON : AGITADOR CELULAR;
SISTEMAS DE CANALES DELGADOS; SISTEMAS DE FIBRAS HUE--
CAS Y MEMBRANAS. LOS FABRICADOS POR LA CASA MILLIPORE
QUE SON: SISTEMAS DE FLUJO TANGENCIAL Y MEMBRANAS (32).

PRECIPITACION: ESTA SE BASA EN LAS PROPIEDADES FISICO
QUIMICAS DE LOS VIRUS YA QUE ES POSIBLE CAMBIAR LA CAR
GA DE SU SUPERFICIE E INDUCIR UNA PRECIPITACION (32) -
(52). PARA ESTA GENERALMENTE SE UTILIZA EL POLIETILEN
GLIcol (PEG) Y EL SULFATO DE AMONIO.

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

EL PEG PUEDE OBTENERSE EN DIFERENTES FORMAS POLIME
RIZADAS, EL QUE TIENE UN PM DE 6,000 A 8,000 ES -~



1.6.4

1.

ADECUADO PARA LA PRECIPITACION DE VIRUS DE FLUL
DOS BIOLOGICOS.

LA MEZCLA DEL PEG Y LA COSECHA VIRAL SE DEJA RE
POSAR DE 4 A 8 HORAS A 4°C, [STO PERMITE LA FOR
MACION DE PUENTES INTERPOLARL3 ENTRE LAS PROTE]
NAS VIRALES OCASIONANDO UNA IMECIPITACION (32)

B) EL SULFATO DE AMONIO SE UTILJZA PARA LA CONCEN-
TRACION DE VIRUS, ES EFICAZ PARA CONCENTRAR --
VOLUMENES PEQUENOS O GRANDES DE COSECHA VIRAL.-
LA MAYORIA DE LOS VIRUS SE PRECIPITAN EN PRESEN
CIA DE UNA SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO AL ---
40%, DEBIDO A QUE EN ALTAS CONCENTRACIONES DE -
SALES LA MAYORIA DE LAS PROTEINAS SE PRECIPITAN
EN SOLUCIONES ACUOSAS, AL AGREGAR ALTAS CONCEN
TRACIONES DE SALES DISMINUYEN LAS ACTIVIDADES -
DE LAS MOLECULAS DEL AGUA, DEBIDO A QUE LA SAL-
INTERACCIONA CON EL AGUA E IMPIDE LA UNION DE -
ESTA CON LOS GRUPOS HIDROFILICOS ENTRE LAS MOLE
CULAS DE PROTEINA COLINDANTES HASTA OCASIONAR ~
SU PRECIPITACION, (6) «(52).

PRECIPITACION DIFERENCIAL (CONCENTRACION POR ULTRACEN-
TRIFUGACION) : ES LA FORMA MAS SIMPLE DE CENTRIFUGA ---
CIGN: UN TUBO DE CENTRIFUGA SE LLENA CON UNA MUESTRA -
UNIFORME DE VIRUS EN SUSPENSION Y SE INICIA LA CENTRI-
FUGACION A UNA VELOCIDAD Y TIEMPO PREDETERMINADOS DE -
PENDIENDO DEL COEFICIENTE DEL VIRUS. DE ESTA MANERA -
SE OBTIENEN DOS FRACCIONES: UN SEDIMENTO Y UN SOBRENA-

DANTE CON EL MATERIAL QUE SE MANTIENE EN SUSPENSION.
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IFICACION DEL VIRUS

LA ULTRACENTRIFUGACION POR GRADIENTE DE DENSIDAD SE HA
MANTENIDO COMO LA METODOLOGIA MAS UTILIZADA PARA OBTE-
NER VIRUS PURO (32, ESTA METODOLOGIA SIRVE PARA VA --
RI0S PROPOSITOS: CONCENTRAR, PURIFICAR PARTICULAS, ANA
LIZAR PARAMETROS FISICOS COMO CONSTANTE DE SEDIMENTA -
CION (320 w) Y MEDIR DENSIDAD,

LA SEPARACION POR ULTRACENTRIFUGACION SE LOGRA COLOCAN
DO UNA MUESTRA EN UN TUBO Y SOMETIENDOLO A UN CAMPO --
GRAVITACIONAL MUY ALTO, DONDE CADA PARTICULA SEDIMENTA
RA A UNA VELOCIDAD QUE ES PROPORCIONAL A LA FUERZA --
APLICADA; SIGUIENDO LA LEY DE STOKE: A UNA FUERZA CEN-
TRIFUGA Y VISCOC!IDAD DADA, EL INDICE DE SEDIMENTACION

ES PROPORCIONAL AL PM DE LA PARTICULA Y A LA DIFEREN -
CIA DE LAS DENSIDADES ENTRE LA PARTICULA Y LA SOLUCION.

ULTRACENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD: LA CEN -
TRIFUGACION DIFERENCIAL ES UNA FORMA MUY LIMITADA PARA
LA PURIFICACION DE VIRUS, DEBIDO A QUE TODAS LAS PARTI
CULAS CON COEFICIENTE DE SEDIMENTACION SIMILAR SEDIMEN
TAN JUNTAS, EN BASE A LO ANTERIOR BRAKE (2) (3) (4) 1IN
TRODUJO UN METODO MEJOR: LA ULTRACENTRIFUGACION POR --
GRADIENTE DE DENSIDAD, ESTE METODO HA LLEGADO A SER -
UNA DE LAS HERRAMIENTAS MAS PODEROSAS PARA LA PURIFICA
CION DE VIRUS., SE BASA EN COLOCAR UNA SUSPENSION 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 TAMARO (820 w)s HASTA QUE AL -
CANZA UNA DENSIDAD IGUAL A LA SUYA EN LA COLUMNA DEL -
LIQUIDO ESTE SE SEDIMENTA AL FONDO DEL TUBO (32). EXIS
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TEN CUATRO ASPECTOS MUY IMPORTANTES PARA LA ULTRACEN-
TRIFUGACION POR GRADIENTE DE DENSIDAD: TIPO DE VIRUS,
EL MEDIO EN EL QUE SE VA A CENTRIFUGAR, LOS ROTORES Y
LOS TIPOS DE GRADIENTES.

TI1PO DE VIRUS: LOS VIRUS ESTAN COMPUESTOS ESENCIAL ~
MENTE DE MATERIAL GENETICO (DNA o RNA) ENVUELTOS EN -
UNA CUBIERTA DE PROTEINAS; LA CAPSIDE. ADEMAS UNA --
GRAN CANTIDAD DE VIRUS, TAMBIEN POSEEN UNA ENVOLTURA-
QUE ES DERIVADA DE LA MEMBRANA CELULAR DEL HUESPED.LA
PRESENCIA DE ES/A ENVOLTURA AFECTA SUS CARACTERIST! -
CAS FISICAS DURANTE LA ULTRACENTRIFUGACION,

SE CONSIDERAN DOS TIPOS DE PARTICULAS VIRALES PARA LA
SEPARACION: ENVUELTOS v 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 DEN
SIDADES MAYORES A ESTos: 1,28 A 1.60 G/ML.

EL_MATERIAL UTILIZADO PARA GRADIENTES: ESTE DEBE CuUM

PLIR CON CIERTAS CARACTERISTICAS: (13) (15),

~ CUBRIR UN INTERVALO DE DENSIDAD NECESARIO PARA -~
PODER SEPARAR LA PARTICULA VIRAL DE OTRAS PARTICU~
LAS,

~ FORMAR SOLUCIONES DE BAJA FUERZA iUNICA, CON BAJA
VISCOCIDAD E ISOSMOTICAS, DE ESTA MANERA NO SE DAfA
AL VIRUS,

- NO AFECTAR LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS VIRUS (IN
FECTIVIDAD, ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE O ENZIMATICA},
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-~ SU COMCENTRACION DEBE SER FACIL DE MEDIAR (INDICE
_.DE REFRACCION).

ELIMINARSE FACILMENTE DE LAS FRACCIONES GUE CONTEN
GAN VIRUS (DIALISIS, ULTRAFILTRACION, CENTRIFUGA -
cI0m),

RO INTERFERIR COM EL AMALISIS FISICOQUIMICO DE LAS
FRACCIONES VIRALES (ABSORBANCIA, U.V, O VISIBLE, -
COMTEO DE RADIOACTIVIDAD, DETERMIMACION DE PROTEI-
HAS). -

DEBEN SER DE USO SEGURO (MO FLAMABLES, RO TOXICO,-
HI CORROSIVO).

MEDIQ DE CENTRIFUGACION : ESENCIALMENTE HAY CUATRO -
TIPOS DE MATERIALES PARA GRADIENTES:

A)
B)
c)
D)

A)

SALES INORGANICAS (CLORURG DE CESIO)
MOLECULAS ORGANICAS (SAcAr0SA)

COMPUESTOS AROMATICOS YODADOS (METRIZAMIDA)
SILICA COLOIDAL (PercoLL)

SALES IHORGANICAS: EL CLORURO DE CESIO ES UNA SAL
MUY SOLUBLE QUE PERMITE LA PREPARACION DE SOLUCIO
NES COM DENSIDADES HASTA DE 1.91 G/ML DE TAL FORMA
QUE CUALQUIER PARTICULA VIRAL PUEDE SER SEPARADA -
EN ESTE MEDIO, EL GRADO OPTICO DEL CLORURO DE CE-
SI0 MO ABSORBE LA LUZ ULTRAVIOLETA, LO QUE PERMITE
LA MEDICION DE LAS FRACCIONES DEL GRADIENTE POR --

 ESPECTROFOTOMETRIA DIRECTA. SUS DESVENTAJAS SON -

SU ALTA FUERZA IONICA ¥ SU ELEVADA OSKOLALIDAD QUE
LO HACEN INCOMPATIBLE PARA LA PURIFICACION DE VI--
RUS LABILES,
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EL TRIFLUOROACETATO DE CESI0- (CSTFA) HA SIDO RE --
CIENTEMENTE INTRODUCIDO PARA LA PREPARACION DE GRA
DIENTES.,

MOLECULAS ORGANICAS: LA SACAROSA ES EL COMPUESTO -
MAS AMPLIAMENTE UTILIZADO EN LA CENTRIFUGACION POR
GRADIENTES DE DENSIDAD PARA VIRUS, PUEDE FORMAR -
GRADIENTES ESTABLES A DENSIDADES HASTA DE 1.3 G6/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 8 -~ 2,6425) (35). SE
DIALISA FACILMENTE PARA RECUPERAR EL VIRUS LIBRE -
DE SACAROSA. DEBIDO A SU ALTA OSMOLALIDAD Y VISCO
CIDAD, LA SACAROSA PUEDE DANAR A LOS VIRUS LABILES,
ADEMAS INTERFIERE CON ALGUNAS PRUEBAS PARA MEDIR -
RNA, DNA v PROTEINAS, PERO NO INTERFIERE PARA DE -
TERMINAR SU INFECTIVIDAD, HEMAGLUTINACION O ENSA -
YOS DE RADIOACTIVIDAD (4),

EL FIcoLL UN POLIMERO DE LA GLUCOSA DE ALTO PESO -
MOLECULAR (400,000), HA REEMPLAZADO VENTAJOSAMENTE
A LA SACAROSA DEBIDO A SU BAJA OSMOLALIDAD (38).--
SIN EMBARGO LA PRESION OSMOTICA AUN ES DE MAS DE -
2,000 MOSM A UNA DENSIDAD DE 1,2 G/ML Y SU VISCOCL
DAD ES MUY ALTA, LA DENSIDAD ES MFi,DA POR REFRAC
TOMETRIA, TIENE COMO DESVENTAJ.. SU GRAN PM Que --
EVITA SU SEPARACION DE LAS FRACCIONES VIRALES POR-
DIALISIS O ULTRAFILTRACION, SIN EMBARGO LA CROMATO
GRAFIA EN SEFAROSA O SEFACRIL PUEDE SER UTILIZADA~
VENTAJOSAMENTE. EL FICOLL TAMBIEN SUFRE EL MISMO-
PROBLEMA QUE LA SACAROSA EN DIFERENTES ENSAYOS Y -
SU USO POR LO CONSIGUIENTE ES MUY LIMITADO,
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COMPUESTOS AROMATICOS YODADOS : Los DERIVADOS
HIDROFILICOS DE ACIDO TRI1YODOBENZOICO SE HAN UTI-
L1ZADO VENTAJOSAMENTE EN LA ULTRACENTRIFUGACIGN -
DE VIRUS. EN FORMA DE SAL, como EL METRIZOATO DE
SODIO (RENOGRAFIN) O COMO COMPUESTOS NO 16N1COS -
POR EJEMPLO METRIZAMIDA (NICODENZ) (35), 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 0 FICOLL.

SILICA COLOIDAL: ESTE Es UN NUEVO MEDIO PARA GRA
DIENTES DE DENSIDAD, LLAMADO COMERCIALMENTE PER -
coLL (33). EL PERCOLL CONSISTE DE PARTICULAS DE-
sILICA cOLOIDAL DE 17 A 30 NM DE DIAMETRO, CUBIER
TAS CON POLIVINILPIRROLIDONA Y MEZCLADAS CON SOLU
CION SALINA AMORTIGUADA, CON EL PERCOLL ES POSI-
BLE PREPARAR SOLUCIONES CON UNA DENSIDAD MAXIMA -
DE 1.2 6/ML A UN PH F1S10LOGICO DE 7, UNA OSMOLA-
LIDAD DE 280 MOSM Y CON UNA CARGA DE SUPERFICIE -
MUY BAJA,

EL PERCOLL TIENE MUCHAS VENTAJAS ENTRE LAS QUE SE
PUEDEN MENCIONAR (32):

1) Su BAJA VISCOCIDAD FACILITA EL RAPIDO BANDEO -
ISOPICNICO DE LOS VIRUS, O PARTICULAS CON UN -
COEFICIENTE DE SEDIMENTACION MAYOR QUE 60 S EN
UN GRADIENTE SIGMOIDEO.
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2) " Es 1soosMdTICO

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

EL GRADIENTE SIGMOIDEQ PUEDE UTILIZARSE PARA SEPARAR
PARTICULAS CON DENSIDADES CERCANAS. SIN EMBARGO LOS
GRADIENTES AUTOGENERADOS SON METAESTABLES DEBIDO A -~
LA CONTINUA SEDIMENTACION DE LAS PARTICULAS DE SILI1-
CA. PARA LOS GRADIENTES DE PERCOLL GENERALMENTE SE-
UTILIZAN ROTORES DE CABEZA ANGULAR AUNQUE TAMBIEN --
PUEDEN UTILIZARSE LOS ROTORES VERTICALES.

EL PERCOLL SE HA UTILIZADO CON EXITO PARA LA PURIFI-
CACION DE VIRUS Y SU ISOOSMOLARIDAD Y CARENCIA DE TOQ
XICIDAD LO HACEN SER UN MEDIO DE ELECCIGN PARA LA --
PURIFICACION DE VIRUS ENVUELTOS LABILES (33) (37) --
(43) (50).

LA MAYORIA 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 S =1.1, --
LAS DENSIDADES PUEDEN MEDIRSE UTILIZANDO ESFERAS MAR
CADORAS PARA CALIBRAR EL GRADIENTE.

LA DETERMINACION DE PROTEINAS PUEDE REALIZARSE EN -
FRACCIONES DE GRADIENTE DE PERCOLL UTILIZANDO EL ~---
REACTIVO DE FOLIN CIOCALTAU (20 EL METoDo DE AZUL DE
COOMASSIE (1), LA MAYOR PARTE DE LA ACTIVIDAD BIOLS
GICA COMO LA HEMAGLUTINACION, INFECTIVIDAD O ACTIVI-
DAD ENZIMATICA PUEDE EVALUARSE SIN LA INTERFERENCIA-
DEL PERCOLL.
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i 1.7.5 TECNICAS DE SEPARACION EN LA ULTRACENTRIFUGACION PRE

PARATIVA: LAS PARTICULAS DE VIRUS SON SEPARADAS EN -
GRADIENTES DE DENSIDAD DE ACUERDO A DOS CARACTERIS -
TICAS FISIcAs (50).

SuU INDICE DE SEDIMENTACION (UNIDAD SVEDBERG) Y
SU NIVEL DE DENSIDAD.

UNA SEPARACION BASADA EN LA VELOCIDAD DE SEDIMENTA -
CIO6N ES UNA CENTRIFUGACION ZONAL, MIENTRAS QUE EN UNA
SEPARACION BASADA EN LA DENSIDAD DE FLOTACION ES DENG
MINADA CENTRIFUGACION ISOPICNICA, COMBINADAS EN FOR-
MA SECUENCIADA, ESTOS METODOS PERMITEN UNA PURIFICA -
CION SATISFACTORIA DE LA MAYORIA DE LOS VIRUS,

A)

B)

INDICE ZONAL: AL CENTRIFUGAR EN UN GRADIENTE LAS
PARTICULAS VIRALES SE MUEVEN DE ACUERDO A SU INDL
CE DE SEDIMENTACION EN UNA ZONA DE DISTINTAS BAN-
DAS. PARA OBTENER UNA BUENA SEPARACION POR INDI~
CE DE CENTRIFUGACION ZONAL SE REQUIEREN DOS CON -
DICIONES: LA DENSIDAD DE LAS PARTICULAS POR SEPA-
RAR DEBE SER MAYOR QUE LA DENSIDAD MAXIMA DEL =--
GRADIENTE Y LA CENTRIFUGACION DEBE DETENERSE --~~-
ANTES DE QUE EL VIRUS ALCANCE EL FONDO DEL TUBO.-
PARA ESTE TIPO DE CENTRIFUGACION, SE PREFIEREN -~
LOS ROTORES HORIZONTALES,

ISOPICNICA: EN LA CENTRIFUGACION ISOPICNICA, LA -
DENSIDAD MAXIMA DEL GRADIENTE ES MAYOR QUE LA DE-
LA PARTICULA VIRAL QUE SE VA A SEPARAR, PERMITIEN
DO EL BANDEO DE LA PARTICULA. LA MUESTRA PUEDE -
SER APLICADA TANTO EN LA SUPERFICIE DEL GRADIENTE
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PREFORMADO O MEZCLADA CON ALGON MATERIAL DEL GRA-
DIENTE CUANDO ES AUTOGENERADO. L0OS ROTORES DE AN
GULO FI1JO Y LOS HORIZONTALES SON APROPIADOS PARA-
ESTE TIPO DE GRADIENTE.

TIPOS DE GRADIENTES: PARA LA SEPARACION VIRAL, SON -
UTILIZADOS DOS TIPOS DE GRADIENTES; CONTINUOS v 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 MEDIu DE CENTRIFUGACION EN UN TUBO, PERMI-
TIENDO QUE SE DIFUNDAN HASTA ALCANZAR LA LINEARIDAD,-
SoLUcIONES DE CLORURO DE CES10, NYCODENZ Y PERCOLL AL
CENTRIFUGARSE AUTOGENERAN UN GRADIENTE. LOS GRADIEN-
TES CONTINUOS SON MAS UTILIZADOS Y PERMITEN UNA MAYOR
SEPARACION DE PARTICULAS VIRALES,

Los GRADIENTES DISCONTINUOS 0 EN PARTES SE PREPARAN -
MANUALMENTE FORMANDO BANDAS EN UN TUBO, CON LA CONCEN
TRACION DESEADA DEL MATERIAL DEL GRADIENTE, EsTos --
GRADIENTES SE UTILIZAN PARA LA SEPARACION Y CONCENTRA
CI6N DE PARTICULAS VIRALES,

CUANDO SE REALIZA UN GRADIENTE DISCONTINuUO 507 vy 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 SEDIMENTACION, MIEN-
TRAS QUE LAS OTRAS SON DETENIDAS POR LA VISCOSIDAD Y
LA DENSIDAD. LA SACAROSA AL 50%Z SIRVE COMO UN COL.CHON
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
CION, AL MISMO TIEMPO EN ESTE SITIO EL VIRUS ALCANZA-
SU DENSIDAD ISoPICNICA (42 A 457).
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TIPOS DE ROTORES DISPONIBLES: EXISTEN BASICAMENTE -

TRES TIPOS DE ROTORES:

- DE ANGULO FIJO Y VERTICALES

- ROTORES HORIZONTALES (DE CAMISA PENDIENTE)
~ ROTORES ZONALES.

PARAMETROS UTILES PARA ULTRACENTRIFUGACION:

COEFICIENTE DE SEDIMENTACION: EL INDICE DE SEDIMENTA -
CION DE PARTICULAS EN ULTRACENTRIFUGACION SE EXPRESA EN
UNIDADES SVEDBERG QUE AL MEDIRSE EN AGUA A 20°C SE ABRE
YIA COMO Szow- CoMO SU VALOR EN SEGUNDOS ES DEMASIADO -
PEQUERO PARA PARTICULAS VIRALES, POR CONVENSION SE MUL-
TIPLICA POR 1,000, EI COEFICIENTE DE SEDIMENTACION DE-
UNA PARTICULA ES PROPORCIONAL A SU MASA, ESTE VALOR ES
OTIL PARA LA PREDICCION DEL TIEMPO DE CENTRIFUGACION --
Y PARA LA SELECC!ON DEL ROTOR.

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

ERACCIONAMIENTO DE GRADIENTES

LA RECUPERACION DE VIRUS DE GRADIENTES DESPUES DE LA

CENTRIFUGACION SE REALIZA MANUAL O AUTOMATICAMENTE, --
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 PRECI-

SION PARA EL TRABAJO ANALITICO, HAY DISPONIBLE UN MONI
TOREO VOLUMETRICO O RECOLECTOR DE FLUJO PARA LA COLEC-
CION AUTOMATICA,
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MATERIAL Y METODOS

3.1 ATERIAL BIOLOGICO

VIRUS DE RUBEOLA: CePA THERIEN (VRT), DONADA POR EL M,D,OLLI
MEURMAN DEL DEPARTAMENTO DE VIROLOGIA DE LA UNIVERSIDAD DE -
TURKU, FINLANDIA. ESTA CEPA FUE RECIBIDA EN DOS BOTELLAS FAL
CON DE 60 ML CON CELULAS VERO (FIBROBLASTOS DE MONO VERDE -
AFRICANO), INFECTADAS. EL MEDIO DE MANTENIMIENTO FUE MEDIO-
BASAL (BME), 0.2% DE ALBOMINA SERICA BOVINA (ASB) vy 5% DE --
FOSFATO DE TRIPTONA.

EL VRT SE cuLTivO EN CELULAS VERO, EN MEDIO ESENCIAL MINIMO-
(MEM), ADICIONADO DE 10% DE SUERO DE TERNERA, 100 Ul/ML DE-
ESTREPTOMICINA, 100 uG/ML DE PENICILINA Y 50 4G/ML DE NISTA-
TINA. LAS CAJAS DE CULTIVO SE INCUBARON A 35°C EN ATMOSFERA
HOMEDA Y 5% DE COZ. POSTERIORMENTE SE CONSECHO EL. SOBRENA -
DANTE CADA TERCER DIA, HASTA QUE LAS CELULAS SE FUERON DES -
PRENDIENDO EN SU TOTALIDAD (APROXIMADAMENTE 5 - 7 DIAS POST-
INFECCIGN) .

EL MEDIO COSECHADO SE CLARIFICO POR CENTRIFUGACION A 300 X6
DURANTE 15 MINUTOS A 4°C, EL SOBRENADANTE SE CONCENTRO DE --
ACUERDO A LOS DIFERENTES METODOS 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 TRABAJO CON POLLOS DE UN DIA DE NACIDOS, EN AYUNAS, DE LA
RAZA RHODE ISLAND RED OBTENIDOS DE LA CASA ARMOUR HATCHERY -
DE MExIco., S.A. LA SANGRE SE OBTUVO POR PUNCION CARDIACA ~-
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DIRECTA Y SE COLECTO EN SOLUCIGN DE ALSEVER EN PROPORCION --
1.1 MEZCLANDOLA CUIDADOSAMENTE PARA EVITAR LA HEMBLISIS., DES
PUES SE PASO POR UNA GASA, CON EL OBJETO DE RETENER LOS COA-
GULOS QUE PUEDEN HABERSE FORMADO.

LA SANGRE SE COLECTO EN UN TUBO DE CENTRIFUGA GRADUADO Y SE -
CENTRIFUGO A TEMPERATURA AMBIENTE A 1500 XG DURANTE 10 MINU ~
T0S. LOS ERITROCITOS OBTENIDOS SE CONSERVARON EN ESTA SOLU -
CION A 4°C POR UN TIEMPO MAXIMO DE 4 DIAS,

PARA LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION LOS ERITROCITOS SE LAVARON
CON SOLUCION DE ALSEVER HASTA RETIRAR COMPLETAMENTE LA HEMO-
GLOBINA, GENERALMENTE SE REQUIRIERON DE 3 A 4 LAVADOS Y SE -
RESUSPENDIERON AL Q0,257 EN AULETTA con ASB.

METODD'S

3.2 TITULACION DEL ANTIGENO POR HEMAGLUTINACION.

EL ANTIGENO SE TITULG POR HEMAGLUTINACION DE ACUERDO AL METO-
DO DE MICROTITULACION DE LA CDC ATLANTA GEORGIA. SE UTILIZA-
RON ERITROCITOS DE POLLO, LA TITULACION SE REALIZO EN PLACAS
DE 96 P0OZ0OS EN FONDO DE "“V”, A TODOS LOS POZOS SE LES PUSO --
0.025 ML DE AULETTA CoN ASB AL 0.4%., DOS DE ESTAS LINEAS DE
9 POZOS SE UTILIZARON PARA EL CONTROL DE AGLUTINACION A ESTOS
SE LES ARNADIERON 0.025 ML DE LA SUSPENSION DE ERITROCITOS. -~
LOS CONTROLES DE ERITROCITOS MOSTRARON EL BOTON EN EL FONDO -
DEL P0OZO POR LA SEDIMENTACION DE LOS GLOBULOS ROJGS.
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PARA CADA ANTIGENG POR TITULAR SE UTILIZ0 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 DILU
CIONES SERIADAS HASTA 1:256 A TODOS LOS P0ZOS SE LES AGREGA-
0.025 ML, DE LA SUSPENSION DE ERITROCITOS AL 0,25%. SE AGl-
TA CUIDADOSAMENTE, DESPUES DE ESE TIEMPO SE OBSERVA EL PA -
TRON DE SEDIMENTACION DE LOS ERITROCITOS, LA RECIPROCA DE -
LA OLTIMA DILUCION QUE AGLUTINA LOS ERITROCITOS SE CONSIDERA
COMO EL TITULO DEL ANTIGENO.

3.3 CUANTIFICACION PE _PROTEINAS

LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL ANTIGENO UTILIZADO EN EL -
PRESENTE TRABAJO SE DETERMING POR EL METODO DE LowrYy (27),

PARA CADA DETERMINACION SE PREPARG UNA SOLUCION DE REFEREN -
CIA DE ASB 1 MG/ML EN SOLUCIGN SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFA
To (PBS),

SE HIZO UNA CURVA ESTANDAR DE ASB UTILIZANDO UN RANGO DE CON
CENTRACION DE 0,025 A 0,500 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 v 1:60 EN PBS.

SE ADICIONA A CADA UNO DE LOS TUBOS, 1 ML DEL REACTIVO A (VER
APENDICE) . SE MEZCLAN Y SE DEJAN REPOSAR 10 MIN A TEMPERATU-
RA AMBIENTE,

SE AGREGA 0.1 ML DEL REACTIVO B (VER APENDICE) A CADA UNG DE
LOS TUBOS,
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SE MEZCLAN INMEDIATAMENTE v SE DEJAN REPOSAR 30 MIN. EN uN
LAPSO DE 30 MIN A 4 HORAS, SE DETERMING LA DENSIDAD OPTICA-
(D,0.) A 680 NM.

3.4 CLARIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA

Los RESTOS CELULARES DE LA COSECHA VIRAL SE ELIMINARON POR-
CENTRIFUGACION, BAJO DIFERENTES CONDICIONES (TABLA 4.1), AL
CENTRIFUGAR A 300 RPM SE UTILIZARON TUBOS CONICOS DE 13 ML~
APROXIMADAMENTE, EN UNA CENTRIFUGA CLINICA, MIENTRAS QUE -
CLARIFICANDO CON VELOCIDADES MAYQORES SE UTILIZO UNA CENTRI-
FUGA BECKMAN Y TEMPERATURA DE 4°C, EN UN ROTOR 45 T! Y TUBOS
DE POLIALOMERO DE 30 ML, EN AMBOS CASOS SE OBTUVO UN SOBRE-
NADANTE Y SEDIMENTO, LOS CUALES SE TITULARON POR HEMAGLUTINA
CION,

3.5 CONCENTRACION DE|. VIRUS

3.5.1 CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO

LA PRECIPITACION DEL VIRUS CON SULFATO DE AMONIO, SE REALIZ0
DE ACUERDO A TRUDEL Y COLABORADORES (47),

SE MEZCLARON VOLUMENES IGUALES DEL SOBRENADANTE Y SULFATO DE
AMONIO SATURADO A PH:7.4 (VER APENDICE). ES IMPORTANTE QUE-
LA ADICIOGN DE SULFATO DE AMONIO SE REALICE LENTAMENTE Y CON-
AGITACION CONSTANTE.

DESPUES DE 2 HORAS A 4°C, LA MEZCLA SE CENTRIFUGG A 26 000 -
XG. EN LA ULTRACENTRIFUGA BECKMAN, MODELO L.8-60 M EN UN RO-
TOR 45TI A UNA TEMPERATURA DE 4O°C Y DURANTE 1 HORA.
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SE DECANTO EL SOBRENADANTE Y EL PRECIPITADO SE RESUSPENDIG -
EN SOLUCION 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 DETERMING EL CONTENIDO PROTEICO TANTO AL ANTIGENO SIN CON
CENTRAR COMO AL CONCENTRADO.

LA TITULACION DEL ANTIGENO SE DETERMING POR HEMAGLUTINACION.
3.5.2 (CONCENTRACION Lc VIRUS POR ULTRACENTRIFUGACION

LA SUSPENSIOGN VIRAL SE CONCENTRO POR ULTRACENTRIFUGACIGON, POR
EL METODO DE PAYMENT Y TRUDEL (32)

SE DETERMING EL CONTENIDO DE PROTEINAS A LA COSECHA VIRAL Y -
SE TITULO. EL TITULO VARIO ENTRE 2 Y 4 UNIDADES HEMAGLUTI --
NANTES, 65 ML DE ESTA SOLUCION SE COLOCARON EN UN TUBO DE --
70 ML DE POLICARBONATO (BECKMAN 343281) Y EN EL ROTOR TIPO 45
Tt., SE CENTRIFUGO EN LA ULTRACENTRIFUGA BECKMAN, MODELO L8-60
M A 151 000 X A 4°C DE 2 A 4 HORAS.

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

EL PRECIPITADO SE LAVO CON 1 ML DE NTE, DEJANDOLO ESCURRIR -
POR LAS PAREDES, SE RESUSPENDIG CON UNA PIPETA PASTEUR, LA -
SUSPENSION SE PASO A UN TUBO DE 13 X 100 MM. ESTE PROCEDI -
MIENTO SE REPITIO 3 VECES UTILIZANDO EN CADA OCASIGN 1 ML DE
NTE, LAS SUSPENSIONES SE MEZCLARON EN UN TUBO DE 13 X 100 MM,
SE TITULARON Y SE LES DETERMING CONTENIDO PROTEICO.
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3.6 PURIFICACION DEL VIRUS
3.6.1 POR GRADIENTE DBE SACAROSA

SE REALIZ6 UN GRADIENTE DISCONTINUO DE SACAROSA 50/30% (32).

EN TuBOS DE 13.5 ML DE POLIALOMERO (BECKMAN 342413) SE coLO-
CARON 1.7 ML DE SOLUCIGN DE SACAROSA AL 50Z vy 1.7 ML DE SoLY
CIOGN DE SACAROSA AL 30%.

POSTERIORMENTE AL GRADIENTE SE LE ADICIONARON 9.0 ML DE ANTL
GENO VIRAL CONCENTRADO. SE CERRG PERFECTAMENTE EL TUBO Y SE
CENTRIFUGO A DIFERENTES VELOCIDADES Y TIEMPOS EN LA CENTRIFU
GA ANTES MENCIONADAS A 4°C Y EN UN ROTOR BECKMAN TIPO 50 TI.

SE COLECTARON POR PUNCION DEL TUBO FRACCIONES DE 0.5 ML EN -
TuBOS DE 13 x 100 MM,

TODAS LAS FRACCIONES OBTENIDAS SE TITULARON POR HEMAGLUTINA-
CION Y EL CONTENIDO DE SACAROSA SE DETERMINO POR REFRACTOME-
TRIA (REFRACTOMETRO BAuSCH AND LOMB, MODELO ABBE 32).

3.6,2 PURIFICACION DEL VIRUS POR GRADIENTE DE PERCOLL

SE REALIZ6 UN GRADIENTE DE PERCOLL SEGON LA TECNICA DE HAKAN
Y PERTOFT (34),

EN TUBOS DE POLIALOMERO DE 13,5 ML (BECKMAN 342413) SE coLOCA
RON 4,5 ML DE PERCOLL + 0.5 ML DE SOLUCION A (SACARDSA 2.5 M
DISUELTA EN ASB 1% v TrIs 0.05 M, PH: 7.4) + 5 ML DE SOLUCION
B (sacarosa 0,25 M En ASB 0,12 v TrRIs 0.0005 M PH 7.4).
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AL GRADIENTE SE ADICIONARON LENTAMENTE 2.5 ML DE ANTIGENO -
CONCENTRADO, SE CERRG PERFECTAMENTE EL TUBO Y SE CENTRIFUGO

UTILIZANDO UN ROTOR TIPO 50 TI Y LA CENTRIFUGA BECKMAN, MODE
Lo L8-60 M A 4°C T A DIFERENTES VELOCIDADES Y TIEMPOS.

SE COLECTARON POR PUNCION DEL TUBO, FRACCIONES DE 0.5 ML v/0
0.5 cM Y SE TITULARON POR HEMAGLUTINACIGN.

PARA CONOCER LA DENSIDAD DE FLOTACION DEL VIRUS SE UTILIZA -
RON ESFERAS MARCADORAS DE DENSIDAD (PHARMAcCIA 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 CALCULO AL MEDIR LA DISTANCIA (CM) DEL FONDO-
DEL TUBO HASTA DONDE APARECIERON LAS ESFERAS.
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RESULTADOS

4.1 CLARIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA

PARA ELIMINAR RESTOS CELULARES DE LA COSECHA VIRAL
SE LLEVG A CABO UNA CLARIFICACION, ESTA SE REAL1ZO, BAJO-
DIFERENTES CONDICIONES DE CENTRIFUGACIGN (TABLA No.4.1).
TABLA: 4.1

CLARIFICACION DE LA COSECHA VIRALL

CONDICIONES (TITULO DE UHA)?
TIEFPO {MIn).| VELOCIDAD (xG) | SOBRENADANTE SEDIMENTO

45 7500 0 4
30 3500 4 4
15 300 4 0

1ToDAS LAS CENTRIFUGACIONES SE REALIZARON A 4°C
2PROMEDIO DE 15 EXPERIMENTOS PARA CADA UNO.

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 COMPROBO AL TITULAR POR HEMAGLUTINACION, TANTO
EL SOBRENADANTE COMO EL SEDIMENTO OBTENIDO DESPUES DE LA -
CENTRIFUGACION,
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EL TITULO DEL SOBRENADANTE AL CENTRIFUGAR A 300 X6
FUE DE 4 UHA (UNIDADES HEMAGLUTINANTES), MIENTRAS QUE EL SE-
DIMENTO QUE PREVIAMENTE SE RESUSPENDIO EN AMORTIGUADOR NTE -
NO PRESENTS TITULO. A MAYOR VELoc;DAD HUBO UNA PERDIDA DEL-
VIRUS, DEBIDO A QUE ESTE SE SEDIMENTO JUNTO CON LOS RESTOS -
CELULARES.

4,2 gONCENTizAgION DEL_VIRUS DE RUBEQLA
4,2,1  CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONI

LA CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO DE --
AMONIO, SE REAL!Z6 CON UNA SOLUCION SOBRESATURADA AL 50Z EN-
PROPORCIGN: 1:1 v 2:1 DE SULFATO DE AMONIO Y LA COSECHA VI -
RAL CLARIFICADA, SE PROBARON VARIAS CONDICIONES DE CENTRIFU
GACION A FIN DE OBTENER LA MAS EFICIENTE, LAS CONDICIONES -~
UTILIZADAS FUERON: 3360 x6/30 MIN, 3360 xG/60 MIN, 26000 x6/
60 MIN.

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

AL CONCENTRAR EL VIRUS POR PRECIPITACION CON SULFATO
DE AMONIO SATURADO, EN LAS CONDICIONES DE 3360 XG/30 MIN, Y
CENTRIFUGANDO INMEDIATAMENTE DESPUES DE LA PRECIPITACION SE-
OBSERVA QUE EL FACTOR PROMEDIO DE CONCENTRACIGN ES DE 9 VE--
CES. SIN EMBARGO TODOS LOS SOBRENADANTES PRESENTARON TITULO
DE 16 UHA, LO CUAL SIGNIFICA QUE NO SE CONCENTRG TODO EL =~-
VIRUS, £STO POSIBLEMENTE SE DEBIO A QUE LA VELOCIDAD NO FUE-
SUFICIENTE, O BIEN A QUE ERA NECESARIO AUMENTAR EL TIEMPO --
DE CENTRIFUGACION O A QUE EL TIEMPO DE PRECIPITACION NO FUE-
SUFICIENTE.
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TABLA: 4,2

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION CON
SULFATO DE AMONIO SATURADO,Y

WoDE| TITULO (UHA TITWLO DEL FACTOR DE
MBO | INICIAL | DEL PRECIPITADO|  SUBRENADANTE CONCENTRACIONZ
il 16 25 16 16
D 16 256 16 16
3 16 Bl 16 4
H 16 64 16 4
& 16 64 16 4
6 16 128 16 8
X =16 |X = 139 X =16 X =9

1A CENTRIFUGACION SE REALIZO INMEDIATAMENTE DESPUES DE PRE
CIPITAR CON SULFATO DE AMONIO AL 50%; PH=7.4 ; T=4°C,

2SE OBTIENE AL DIVIDIR: TITULO DEL PRECIPITADO/TITULO INL--
CIAL,
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AUMENTANDO EL TIEMPO DE CENTRIFUGACION Y MANTENIENDO
LA VELOCIDAD A 3360 XG SE OBSERVA EN LA TABLA 4.3, UN FACTOR
DE CONCENTRACION PROMEDIO DE 5 VECES CON RESPECTO AL INICIAL.
AL IGUAL QUE EN LA TABLA 4,2, TODOS LOS SOBRENADANTES PRESEN
TARON TITULO DE 16 UHA POR LO QUE NUEVAMENTE NO TODO EL -~-
VIRUS PRESENTE LLEGO A PRECIPITARSE, AOM CUANDO SE AUMENTO ~
EL TIEMPO DE CENTRIFUGACION,

TABLA: 4.3

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION:
3360 x6/60 MIN.

No. TITULD (A TITWLO DEL | FACTOR DE

TWBO | INICIA | DEL PRECIPITAD0 | SOBRENADANTE | CONCENTRACION?
1 16 128 16 8
2 16 64 16 4
3 16 64 16 4
4 16 64 16 y
5 16 128 16 8
6 16 64 16 4
7 16 - 32 16 2
8 | 16 __ & 16 4
X =16 X =76 X =16 X =5

1LA CENTRIFUGACION SE REAL1Z6 INMEDIATAMENTE, DESPUES DE PRE
CIPITAR CON SULFATO DE AMONIO SATURADO AL 50%; pH=7.4 ;
T=4°C.

23¢ caLCULA DIVIDIENDO TITULO DEL PRECIPITADO/TITULO INICIAL,
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CON LA FINALIDAD DE OBTENER MEJORES RESULTADOS PARA
LA CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO SA
TURADO., SE PROCEDIO A PRECIPITAR EL VIRUS EN PROPORCION 1:1
INCUBANDOLO DURANTE UNA HORA, EN SEGUIDA SE CENTRIFUGO A -—-
3360 xG/30 MIN OBTENIENDOSE LOS RESULTADOS MOSTRADOS EN LA-
TABLA 4.4,

TABLA 4.4

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION:
3360 x6/30 MIN.!

No.DE| __ TITULO (W) | TIUODEL | FACTRDE
TUBD | INICIAL DEL PRECIPITADD | SOBRENADANTE | CONCENTRACIONZ
1 16 128 16 8
2 16 &4 16 4
3 16 64 16 4
4 16 B 16 4
5 16 64 16 4
6 16 64 16 4
: X=16 X=75 X=16 X=5

TCENTRIFUGACION DESPUES DE UNA HORA DE INCUBACION: T= 4°C,

23E CALCULA DIVIDIENDO:TITULO DEL PRECIPITADO/TITULO INICIAL.
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DESPUES DE INCUBAR EL VIRUS PRECIPITADO DURANTE UNA
HORA Y CENTRIFUGAR A 3360 XG/30 MIN., SE OBTUVO UN FACTOR DE
CONCENTRACION PROMEDIO DE 5 VECES CON RESPECTO AL INICIAL. -
POR LO QUE PUEDE DECIRSE QUE UNA INCUBACION PARA PRECIPITAR-
AL VIRUS NO FAVORECIS A LA CONCENTRACION DEL MISMO.

Lo ANTERIOR SE CONCLUYE COMPARANDO LOS RESULTADOS DE
LA TABLA 4,2 v 4.4, EN LA PRIMERA SE TIENE UN FACTOR DE CON
CENTRACION DE 9, MIENTRAS QUE EN LA SEGUNDA ES DE 5. POR LO
TANTO EL FACTOR DE CONCENTRACION DISMINUYE 4 VECES.

DESPUES DE COMPROBAR QUE UTILIZANDO EL SULFATO DE -~
AMONIO SATURADO EN PROPORCION 1:1 TODOS LOS SOBRENADANTES --
PRESENTARON UN TITuLO DE 16 UHA, LO QUE INDICA QUE NO TODO -
EL VIRUS PRESENTE SE PRECIPITG, LA PROPORCION DE SULFATO DE-
AMONIO SE AUMENTO 2:1 ¥ SE CENTRIFUGO INMEDIATAMENTE, OBTE --
NIENDOSE LOS RESULTADOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA 4.5

TABLA: 4.5

CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECIPITACION:
3360 x6/30 MIn.t

No.DE TITULO (W) TITUO DEL | FACTOR DE
TuB0 | INICIAL _ DEL PRECIPITADO|  SOBRENADANTE | CONCENTRACION?
1 16
il 2 o 8 g
3 16 ] g i
i 16 & 3 4
5 16 &4 8 4
g 16 64 16 4
7 16 2 8 2
8 16 B 16 i
=1 X =76 X=10 =5

lLAOCO;CEgTRAClON SE REAL1Z0 CON SULFATO DE AMONIO PROPOR-
CION Z: 1.

28E CALCULA DIVIDIENDO TITULO DEL PRECIPITADO/TITULO 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 PRECIPITS 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 x6/60 MIN,t

No.E| _TITULO (A TIUO DEL | FACTOR DE
TUBO | INICIAL | DEL PRECIPITADO| SOBRENADANTE | CONCENTRACION?
1 8 o ) 8
2 8 o4 y 8
3 3 &4 4 8
y 8 B4 y 8
5 8 B4 4 8
6 8 2 y 4
X =8 X =59 X =0 X =7

10 A CONCENTRACION SE REALI1Z6 60 MIN. DESPUES DE AGREGAR SuL
FATO DE AMONIO SATURADO AL 50% PH=7.4 ; T=4°C.; PROPORCION
1:1

2ge CALCULA DIVIDIENDO TITULO DEL PRECIPITADO/TITULO INICIAL.
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) AL CONCENTRAR EL VIRUS POR PRECIPITACION CON SULFATO
DE AMONIO SATURADO EN LAS CONDICIONES DE 26000 xG/60 MIN. SE
OBTIENE UN FACTOR DE CONCENTRACION DE 7 VECES CON RESPECTO -
AL INICIAL., AL IGUAL QUE EN LAS CONDICIONES ANTERIORES TODOS
LOS SOBRENADANTES PRESENTARON TITULQ, NO OBSTANTE QUE LA VE-
LOCIDAD DE CENTRIFUGACION Y EL TIEMPO FUERON AUMENTADOS.

PARA CONFIRMAR SI EL VIRUS FUE O NO CONCENTRADO SE -
DETERMINO LA CANTIDAD DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY, -
PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ESPECIFICA. ESTO SE REALIZO --
ONICAMENTE PARA EL OLTIMO EXPERIMENTO DEBIDO A QUE PRESENTG-
MENOR VALOR DE UHA EN EL SOBRENADANTE. LOS RESULTADOS OBTE-
NIDOS SE MUESTRAN EN LA TABLA 4.7,

TABLA: 4.7

ACTIVIDAD ESPECIFICA DEL VIRUS DE RUBEOLA CONCENTRADO POR -
PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO,!

No.DE| (A / ML) PROTEINAS / M | ACT.ESP.( —'Jﬂé—w ;‘RgT')
T, | INICIAL|FINAL | INICIAL FINAL | INICIAL FINAL
1 20 (2560 0,025 |.0065 | 3.4x10° | 3.9x 10°
2 20 {1280 | o.0m5 |.o5 | 3.4x10° | 1.0x
3 20 |20 | 0.025 |.m25 | 34x100 | 2.0x 100
4 30 [2560 | 0025 |05 | 3ax100 | 2.0x1
5 {30 (80 | 0025 |5 | 34x1 | 2.0x10°
6 | 30 |60 | 0.0005 |.0125 |3.4x10° | 2.0x10°
X = 30 |23W 0.0025 |15 | 3.4x10° | 2.5 10°

LE virus DE _RUBEOLA CON SULFATO DE AMONIO AL 50%, INCUBADO
2 HORAS: 4°C CENTRIFUGADO A 26000x6/60 MIN.
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OBSERVANDO LOS RESULTADOS DE LA TABLA 4,7 SE CONFIR
MA QUE EFECTIVAMENTE EL VIRUS HA SIDO CONCENTRADD, AUNQUE -
NO EN SU TOTALIDAD PUESTO QUE APARECE TITULO EN EL SOBRENA-
DANTE. SIN EMBARGO SE OBSERVA QUE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA-
AUMENTO CON RESPECTO A LA INICIAL EN UN PROMEDIO DE 63 VE -
CES,

4,2,2 CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEGLA MEDIANTE ULTRA -
CENTRIFUGACION.

ESTE METODO SE EMPLEO BAJO DIFERENTES CONDICIONES,-
PARA OBTENER EL MEJOR RENDIMIENTO. LAS CONDICIONES UTILIZA-
DAS FUERON: 117000 xG/2 HORAS 117000 XG/4 HORAS.

CUANDO SE CONCENTRO A 117000 XG/2 HORAS SE OBTUVIE
RON L.OS RESULTADOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA 4.8. EN LA-
CUAL SE OBSERVA QUE EL CONCENTRAR EL VIRUS DE RUBEOLA EN --
LLAS CONDICIONES ANTES MENCIONADAS SE OBTIENE UN FACTOR DE -
CONCENTRACION PROMEDIO DE 13 VECES CON RESPECTO AL INICIAL,
TOMANDO EN CUENTA QUE LA MAYORIA DE LOS SOBRENADANTES PRESEN
76 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-
CENTRIFUGACION.

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



TABLA: 4.8

VALORES OBTENIDOS EN LA CONCENTRACION DE VR POR ULTRACENTRJ;

FUGACION A 117000 XG/2 HORAS.

No. DE TITULO  (UHA) FACTOR DE
TUB0 INICIAL FINALZ CONCENTRACIONS
1 6l 256 y
2 64 256 4
3 64 128 2
4 64 128 2
5 54 128 2
6 64 128 2
7 y 128 32
8 4 256 64
9 y 64 16
10 4 64 16
1 y 32 8
12 4 32 8
13 4 32 8
14 4 32 8 -

l‘LAS CENTRIFUGACIONES SE REALIZARON A 4°C

2A 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 ULTRACENTRLl
FUGACION A 117000 XG/4 HORAS.

No.DE TITULO  (UHA) FACTOR DE
TUBO INICIAL FINALZ CONCENTRACION®

512

32
256
256
256
256

Youve wn e
S I S

2
i
I
I
s R
2
2
2
2
2

1 |As CENTRIFUGACIONES SE REALIZARON A 4°C,
2 NINGON SOBRENADANTE DIS TITULO.
3 SE CALCULA DIVIDIENDO TITULO FINAL / TITULO INICIAL..
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TABLA : 4.10

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE VR CONCENTRADO POR ULTRACENTRIFUGA-
CION: 117000 XG/4 HORAS.

No.DE | (WHA/ML) | PROTEINAS /6 | ACT.ESP, (UAZ ML,
TUBO. |INICIAL |FINA | INICIAL |FINAL | INICIAL FINAL
1 160 (20480 | N.0w25 | .0300 | 3.7 x 100 6.8 x 10°
2 g0 | 1280 | 0,055 |.%0 | 1.5x 10° 5.1x 18
3 160 |10 | 0285 .20 | 5.6 x 16 4.4 x 10°
y 160|120 | 0.5 |.125 | 4.7 x 16P 8.1 x 1
5 160 {1020 | 0335 |25 | 47 x 162 8.1x 10#
g 160 {120 | 0.3%  |.125 | 47 x 102 8.1 x 1#
7 160 {1240 | 0.3%5 |00 | 47x 107 | 1.1x10°
g8 - 1280 | 0075 |00 | 4.5x 202 3.2x 1"
9 &0 | 260 | 0,20 |.065 | 3.8x 107 3.9x 10"
10 260 | 0,210 |.055 | 3.8x 102 4.6 x 10f
n 160 | 5120 {020 |5 | 53x102 | aaxid?
» 160 {520 | 0300 |.15 | 53x10° | tax1d?
B 160 {520 | 030 |.15 | 53x10? 4.4 x 107
1 160 |52 | 030 |05 |53x10° 4.4 x 104
15 & | 260 | 020 |.065 |3.8x107 3,9 x 10"
16 & | 2560 | 0,20 |.065 | 3.8x10° 3,9x 104
7 &0 2560 | 0,210 |.055 | 3.8x102 4,6 x 107
18 g |520 | 030 |15 |26x102 u.4 x 10°
19 & |520 | 0280 (a5 |28x10° | 4.8x1?
20 .| 8 | e0ozs |5 |u5x10?2] 25x1f
X = o245 [.09 | &5 102 | 831 107
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CoMo SE PUEDE OBSERVAR EN LA TABLA 4.9 CONCENTRANDO
EL VIRUS DE RUBEOLA A 117000 XG/4 HORAS, SE OBTUVO UN FAC -
TOR DE CONCENTRACION PROMEDIO DE 45 VECES CON RESPECTO AL -
INICIAL, ADEMAS DE QUE NINGUN SOBRENADANTE PRESENTS TITULO
A DIFERENCIA DE LOS EXPERIMENTOS ANTERIORES, ESTO INDICA -
QUE SE RECUPERO TODO EL VIRUS PRESENTE.

CON BASE EN LO ANTERIOR SE CONSIDERG INNECESARIO REA-
LIZAR LA CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR ULTRACENTRI
FUGACION EN OTRAS CONDICIONES, PUESTO QUE A 117000 x6/4 Ho-
RAS FUE SUFICIENTE PARA CONCENTRAR TODO EL VIRUS PRESENTE.

PARA COMPROBAR QUE EFECTIVAMENTE EL VIRUS DE RUBEO-
LA FUE CONCENTRADO, SE REALIZ0 LA DETERMINACION DE PROTEINAS
PARA CONOCER LA ACTIVIDAD ESPECIFICA, OBTENIENDOSE LOS RE-
SULTADOS QUE SE MUESTRAN EN LA TABLA 4,10, EN LA CUAL SE =--
OBSERVA QUE ESTA AUMENTG EN UN PROMEDIO DE 127 VECES.

CON LOS RESULTADOS OBTENIDOS SE PUEDE OBSERVAR QUE-
ES MAS EFICIENTE LA CONCENTRACION POR ULTRACENTRIFUGACION -
QUE LA CONCENTRACIGN POR PRECIPITACIGN CON SULFATO DE AMO -
NIO SATURADO.

4.3 PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA

UNA VEZ QUE EL VIRUS DE RUBEOLA SE CONCENTRG POR --
ULTRACENTRIFUGACIGN, EL SIGUIENTE PASO FUE PURIFICARLO, PARA
ESTO SE UTILIZ6 EL METODO DE GRADIENTES DE DENSIDAD, UTILI -
ZANDO DOS VARIANTES: LA PRIMERA CON SACAROSA Y LA SEGUNDA -
CON PERCOLL.,
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4,3,1 PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEQLA POR GRADIENTE DE
SACAROSA.

SE REALIZO 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 x6/3 HORAS: 145 000 xG/4 HORAS v 145 000 X6/ 8 HORAS,

LOS RESULTADOS OBTENIDOS AL CENTRIFUGAR A 110 000 xc
DURANTE 2 HORAS SE MUESTRAN EN LA GRAFICA 1 ,

[} L] © L 20w de Femmsiusne
GRAFKA 1
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EN LAS CONDICIONES ANTES MENCIONADAS NO FUE POSIBLE
OBTENER UNA BUENA PURIFICACION DEL VIRUS, YA QUE COMO SE OB-
SERVA EN LA GRAFICA 1 HAY VARIAS FRACCIONES CON TITULO DE -~
UHA, ESTO INDICA QUE EL VIRUS NO SE CONCENTRO EN UNA SOLA --
FRACCION, YA QUE APARECE EN VARIAS DE ELLAS,SIN EMBARGO SE -
OBSERVA UN LIGERO AUMENTO DEL TITULO ENTRE 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-
SOLA FRACCION CON TITULO ELEVADO QUE ERA LO DESEADO, PERO --
PUEDE NOTARSE QUE SE FORMG UN BUEN GRADIENTE DE SACAROSA.

TOMANDO EN CUENTA LOS RESULTADOS DE LA GRAFICA 1 SE-
CONSIDERO NECESARIO, AUMENTAR LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION
A 145 000 xG/ MANTENIENDO EL TIEMPO CONSTANTE (2 HORAS). GRA
FICA 2,

Puriticocion ded Virut de Rubsola por Gradiense de Sacaroed

e Titulo e hemagiutinacidn

owanae  GrOdMnte de BOCCTOSO ]
Tiernpo=2 horos

Titulo a.m‘:g.no * 128 UHA
Veiocidad 145000 x g

1284

+30
&4
- g
. o 3
3 ®
x
I
3
g«# ™

20 30 No.deFmocicnes
° © GRAFICA 2
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UNIDADES HEMAGLUTINANTES.

AL AUMENTAR LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION A - - ﬁs.
145 000 x6/2 HORAS, SE OBSERVARON MEJORES RESULTADOS., YA QUE
LA MAYOR PARTE DEL VIRUS SE CONCENTRO EN LAS FRACCIONES 16 A
29 QUE CORRESPONDEN DEL 22 AL 3% DE SACAROSA, NO QBSTANTE -~
AGN SE OBSERVARON VARIAS FRACCIONES CON AUMENTO DEL TITULO,-
ADEMAS SE ENCONTRO TITULO DE HA TANTO AL INICIO COMO AL FI -
NAL DEL GRADIENTE. AL AUMENTAR LA VELOCIDAD SE OBSERVARON -
MEJORES RESULTADOS, POR LO CUAL SE INCREMENT6 EL TIEMPO DE -
CENTRIFUGACION, MANTENIENDO LA VELOCIDAD CONSTANTE.

AUMENTANDO EL TIEMPO DE CENTRIFUGACION A 2 HORAS Y-
MANTENIENDO LA VELOCIDAD A 145 000 XG SE OBSERVA (GRAFICA 3)
QUE EL NOMERO DE FRACCIONES CON TITULO ELEVADO ES MENOR Y QUE

EL VIRUS SE CONCENTRO EN LAS FRACCIONES 10 A 16 QUE CORRESPON

DEN A UN POR CIENTO DE SACAROSA DE 22,5 A 7.8. OBTENIENDO UN
BUEN GRADIENTE DE SACAROSA.

Purificocidn del Virus de Rubsolo por Grodiente de Socorosa

e Grodients de socoroea
- Tltulo de hemoghiaecion

velocidod » 143000 g
Titulo de Antlgeno 128 VHA

3

$

. J

L 4

3

s}

(1] 20 Node Frocciones
GRAFICA 3

Tiempo= 3 horas T
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TOMANDO EN CUENTA QUE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA
GRAFICA 3, MEJORARON CON RESPECTO A LAS ANTERIORES., SE AUMEN
T6 EL TIEMPO DE CENTRIFUGACION A 4 HORAS MANTENIENDO LA VE-
LOCIDAD A 145 000 xG. BAJO ESTAS CONDICIONES SE OBTUVIERON-
MEJORES RESULTADOS (GRAFICA 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 REAL1ZO
NUEVAMENTE LA PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA EN LAS CONDL
CIONES UTILIZADAS EN LA GRAFICA 4, LOS RESULTADOS OBTENIDOS
MUESTRAN QUE EFECTIVAMENTE EL VIRUS SE SEPARO EN UNA SOLA --
SERIE DE FRACCIONES CON TITULO DE HA £LEvADO (GRAFICA 5) LO-
GRANDOSE CON ESTO UNA BUENA PURIFICACION DEL VIRUS,

Purificacin de! Virus de Rubéoka por Grodwrie de Socoreaa

- Titulo de hemagiubnocidn +40
o Grodenie do SOCOMOSQ
1284 Velocrdad » (4500029
Tiemocs 4 hrs
Anligenc * 64 UHA
644 ' +30
g g
3
3 §
5 2
S 16+ +20
x
i3 e
5 44 <TI0
2
+ + + + A +
] 3 0 -] 20 3 30
No.de Fracclones

GRAFICA 4
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Purificacidn delVirus de Rubeolo por Gradiente de Sacarosa

= Grodiente de Socorosa 40
»nx Tilo da hemagitinacidn
Velocidad | 145 000xg
Tiempo 4 horos
Titulo de Antlgenc: 64 UHA
164 30
1324 z
3
a
(KT l20 8
*
1.8
il e 10
1°2
o 0 20 30
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CON LA FINALIDAD DE CONOCER SI EL TIEMPO ES UN FACTOR
DETERMINANTE EN LA PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA ESTE SE-
AUMENTO A 8 HORAS, OBTENIENDOSE LOS RESULTADOS MOSTRADOS EN -
LA GRAFICA 6 EN LA CUAL SE OBSERVA QUE EL VIRUS ESTA EN UN =--
GRAN NOMERO DE FRACCIONES, ADEMAS DE QUE EL TITULO DEL VIRUS-
DISMINUYE HASTA EN 8 VECES CON RESPECTO AL TITULO INICIAL, --
POR LO TANTO UN TIEMPO EXCESIVO DE CENTRIFUGACION NO ES ADE -
CUADO PARA LA PURIFICACION DEL VIRUS.

CON BASE A LOS RESULTADOS ANTERIORES PUEDE CONSIDERAR

SE QUE LAS MEJORES CONDICIONES DE PURIFICACION POR GRADIENTE-
DE SACAROSA SE LOGRARGON AL CENTRIFUGAR A 145 000 XG/ 4 HORAS,

z,{ Purificocidn del Virus de Rubedla por Grodiente de Sacorosa, 0

==me Grodients de Sacarosa

44 Tiulo de hemaglutinoodn

128 Velocidod | H43000 23
iempo - 8horas

Titulo de Antigeno 128

to

1 10 20 0
No. de Fracciones
GRAFICA &
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4.,3.2 PU&IEIEACION DEL VIRUS DE RUBEGLA POR GRADIENTE DE

EL OTRO METODO UTILIZADO PARA LA PURIFICACION DEL --
VIRUS DE RUBEOLA 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 TAMBIEN SE PROBARON DI
FERENTES CONDICIONES: 160 000 xG/30 MIN:; 160 000 xG/45 MIN.Y
160 000 x6/ 20 MIN,

CUANDO EL GRADIENTE SE REALIZG A 160 000 xG/30 MIN.-
LA MAYOR PARTE DEL VIRUS SE CONCENTRO EN POCAS FRACCIONES,LO
QUE DA ORIGEN A UN SOLO PICO (GRAFICA 7). NO SE OBTUVO TITU
Lo DE HA EN LAS FRACCIONES CORRESPONDIENTES AL INICIO Y AL -
FINAL DEL GRADIENTE, ESTO INDICA QUE TODO EL VIRUS PRESENTE-
QUEDO EN LA PARTE INTERMEDIA DEL GRADIENTE.

Purificacion del Virus de Rubeoia por Grodiente de Percoll.

a2 Titulo de hamaglutinockin
Velocidod . 160000 ag
Tivlnpo } 30min
Anfigeno | 64 UHA
Temparoturo. 4°C
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AUMENTANDO EL TIEMPO DE CENTRIFUGACIOGN A 45 MINUTOS
Y MANTENIENDO LA VELOCIDAD A 160 000 XG LA MAYOR PARTE DEL-
VIRUS SE CONCENTRG EN UN NOMERO MINIMO DE FRACCIONES (GRAFL
cA 8),

Purificacidn del Virus Rubeota por Gradients de Percoll

si2

296 s Tituk de hemagiutinacidn
Vulocldod | 180000x9
Tismpo . 45min

128 Antigeno © 286 UHA

Temperoturu 4°C.

$

324
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CUANDO EL GRADIENTE SE REALIZ$O A 160 000 xG6/30 MIN.-
(GRAFICA 9) LAS FRACCIONES CON TITULOS 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 e/cm3. SIN EMBARGO SE OBTUVO TITULO
DE HEMAGLUTINACION EN OTRAS FRACCIONES, EL GRADIENTE DE ---
PERCOLL TIENE LA FORMA SIGMOIDEA CARACTERISTICA DE ESTOS GRA
DIENTES, '

Puriticocion dat Virus Rubecta por Grodients de Pertoll.
k- Titulo de hamaglutinacido
smme Exferos morcodoras 0 p
128 Velocidod | 160000 xg
Tismpo 130 min
Antigeno 184 UHA
Temperotura: 4°C.
gu
3 =
=2 3
2 3
b1 =
;‘rs (HI] g
] @
& z
ds 1oy &
z
2
. b 1207
z 1:08
] ' 2 3 3

4
Distoncia {em) GRAFKA 9
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CON LA FINALIDAD DE OBSERVAR COMO INFLUYE EL TIEMPO
DE CENTRIFUGACION, ESTE SE DISMINUYO DE 30 A 20 MINUTOS, --
PERO MANTENIENDO LA VELOCIDAD CONSTANTE A 160 000 xG.

EN ESTAS CONDICIONES SE LOGRO UNA BUENA PURIFICA --
CION, YA QUE EL MENOR TITULO DE HA SE OBTUVO EN LAS FRACCIQ
NES CORRESPONDIENTES A UNA DISTANCIA DE 2,5 A 4,5 (DENSIDAD
DE 1.10 A 1.05 G/CMB), MIENTRAS QUE EN LAS PRIMERAS FRACCIQ
NES EL TITULO DE HA AUMENTO LENTAMEHTE ¥ EN LAS OTLIMAS ----
FRACCIONES ESTAS TAMBIEN DECRECEN LENTAMENTE (GRAFICA 10},

o icacidn del Virus de Rubsola por Gradionte de Percoll.

#-i- Titulo da hemogtulinocdn
e Egferas morcadores de densdod

iempo
Antigeno 128 UH.
Temperchro 4°C.

g

8

DENSIDAD (g/cm?)

3

UNIDADES HEMAGLUTINANTES.

»
2

:

GRAFICA 10
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A CONTINUACION SE AUMENTO LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGA
CION A 226 000 x6/20 MIN, Y LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRES-
PONDEN A UNA BUENA PURIFICACION DEL VIRUS, DEBIDO A QUE ONi-
CAMENTE SE OBTUVO TITULO HA EN LAS FRACCIONES CORRESPONDIEN-
TES A UNA DISTANCIA DE 3 A 6 ¢M (DENSIDAD MENOR A 1.05 a/av”)
OBTENIENDOSE EN ESTAS FRACCIONES UN TITULO MAXIMO DE 512 (MA
(GRAFICA 11),

Purificacidn de] Virus de Rubeola por Grodients de Percoll.
»-a-x Thulo dehemaghutinachde

e densidad
Valocidad : 226000mf- 1.13
Tlampo .zon:i?:
Antiguno 128 UHA L
. (A1) -
g 256 z
1204 Lloog
-
3 - 2
3 32 } 107
LT
g L2 .08
T 4
2
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o t 2 3 4. 5 s
DISTANCIA(¢m)

GRARCA N
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AL EFECTUAR LA PURIFICACION DEL VIRUS EN LAS MISMAS
CONDICIONES QUE LAS UTILIZADAS EN LA GRAFICA 11 SE OBTUVIE-
RON RESULTADOS SIMILARES ESTO ES; UN SGLO INCREMENTO DEL Tl
TUuLOo 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 GRAFICA 12.

DE ACUERDO CON LOS RESULTADOS OBTENIDOS LAS MEJORES-
CONDICIONES PARA PURIFICAR AL VIRUS DE RUBEOLA 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 6/cM”, TAMBIEN 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.

Purificacion del Virus de Rubeola por Gradiente de Percoll.

wms  Eafercy marcodoras de domiJod
o4 Tiiuio de hemaghutinocidn
X 1226000xg
Tiempo @ 20min
Temnperutura : 4°C
Antigeno (84UHA

g 258 ‘5;
128 109 g
g : 108
° 'J 1.03
° ) 2 3 4 s [ msu;aAumf

GRAFCA 12
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DESPUES DE REALIZAR VARIOS EXPERIMENTOS Y PARA OBTE-
NER LA DENSIDAD DE FLOTACION DEL VIRUS, SE UTILIZARON ESFERAS
MARCADORAS DE DENSIDAD, LAS CUALES TAMBIEN SIRVEN PARA COMPRQ
" BAR LA FORMACION DE UN BUEN GRADIENTE. ESTO SE OBSERVA EN LA
FIGURA 4,2.

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

FIG.4.2 FORMACION DE UN GRADJENTE DE PERCOLL ~ = -
UTILIZANDO ESFERAS MARCADORAS DE DENSIDAD.
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DISCUSION

LA CONCENTRACIGN Y PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA ES DE -
GRAM IMPORTANCIA CUANDO VA A SER UTILIZADO EN LOS METODOS DE
DIAGNGSTICO QUE REQUIEREN DE UN ANTIGENO PURG, TAL ES EL CA-
SO DE ELISA Y AGLUTINACION CON LATEX, YA QUE SI NO SE CUENTA
CON EL ANTIGENO PURGC PUEDEN OBTENERSE RESULTADOS FALSOS,

LA CONCENTRACIGN Y PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA SE INI-
CIO CON UNA CLARIFICACIGN DE LA COSECHA VIRAL QUE SE OBTUVO-
A PARTIR DE CULTIVOS CELULARES, ESTE PASO ES NECESARIO PARA-
ELIMINAR LOS RESTOS CELULARES QUE PODRIAN INTERFERIR EN LA -
CONCENTRACION Y PURIFICACIGN DEL VIRUS, .
CoN LOS RESULTADOS OBTENIDCS BAJO LAS DIFERENTES CONDICIONES
DE CLARIFJCACION SE DEMOSTRO QUE ESTE PASO DEBE REALIZARSE A
BAJAS VELOCIDADES DE CENTRIFUGACION, PARA EVITAR LA PERDIDA-
DEL VIRUS, YA QUE S! SE CENTRIFUGA A VELOCIDADES ALTAS EL --
VIRUS SE SEDIMENTA JUNTO CON LOS RESTOS CELULARES., OCASIONAN
DO UN BAJO RENDIMIENTO,

EN LA ETAPA DE CONCENTRACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR PRECI-
PITACION CON SULFATO DE AMONIO SATURADO SE NOTG QUE LA INCU-
BACION DEL VIRUS DESPUES DE SER PRECIPITADO NO ES RECOMENDA-
BLE YA QUE EL FACTOR DE CONCENTRACION ES MUY BAJO, ESTO NO -
SUCEDE CUANDO EL VIRUS SE CENTRIFUGA INMEDIATAMENTE DESPUES

DE LA PRECIPITACION., LO ANTERIOR PROBABLEMENTE SE DEBA A QUE
BAJO ESAS CONDICIONES tA HEMAGLUTININA DEL VIRUS NO SEA ESTA
BLE, ESTo TAMBKEN SE OBSERVO CUANDO EL TIEMPO DE CENTRIFUGA
CIOGN FUE PROLONGADO, LO ANTERIOR PODRIA SER OCASIONADG POR -
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LA MISMA CAUSA (TABLA: 4.2 v 4.3),

CoN LAS DIFERENTES CONDICIONES UTILIZADAS PARA CONCENTRAR AL
VIRUS DE RUBEOLA POR SULFATO DE AMONIO SE OBSERVS QUE TODOS-
LOS SOBRENADANTES PRESENTARON TITULO DE HA, ESTO SE DEBE PO-
SIBLEMENTE A QUE EL SULFATO DE AMON1O NO LOGRA PRECIPITAR =--
TODO EL VIRUS PRESENTE, NO OBSTANTE QUE LA PROPORCION DE SUL
FATO DE AMONIO SE AUMENTO,

CON RESPECTO A LA VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION SE OBTUVO UN -
FACTOR DE CONCENTRACION MAYOR CUANDO SE CENTRIFUGO A ALTAS -
VELOCIDADES (TABLA: 4.3 Y 4.6),

A PESAR DE QUE LA CONCENTRACION POR PRECIPITACION CON SULFA-
TO DE AMONIO NO LOGRG PRECIPITAR TODO EL VIRUS, SE OBTUVO UN
AUMENTO CONSIDERABLE EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA (TABLA:4.7).

CUANDO EL VIRUS DE RUBEOLA SE CONCENTRO POR ULTRACENTRIFUGA-
CION SE OBTUVIERON MEJORES RESULTADOS AL AUMENTAR EL TIEMPO-
DE CENTRIFUGACION, E£STO SE DEDUCE YA QUE LOS SOBRENADANTES NO
PRESENTARON TITuLo DE HA (TABLA: 4,83 v 4.9). ADEMAS DE QUE
LA ACTIVIDAD ESPECIFICA ES MUCHO MAYOR A LA OBTENIDA AL PRE-
CIPITAR CON SULFATO DE AMONIO (TABLA: 4,10),

CON RESPECTO A LA PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA CUANDO -
ESTA SE LLEVG A CABO POR GRADIENTE DE SACAROSA, LA PRINCIPAL
DIFICULTAD OBSERVADA FUE QUE EL VIRUS NO SE OBTENJA EN UNA -
SOLA FRACCION, SINO QUE APARECIA DE MANERA DISPERSA, ESTE -~
PROBLEMA SE FUE SOLUCIONANDO AL AUMENTAR EL TIEMPO Y LA VELQ
CIDAD DE CENTRIFUGACION, LO CUAL NOS PUEDE INDICAR QUE POSI -
BLEMENTE CUANDO EL VIRUS SE CENTRIFUGA A BAJAS VELOCIDADES Y
POCO TIEMPO, ESTE ENTRE PARCIALMENTE AL GRADIENTE DE SACARO-



58.

SA Y NO DE UNA MANERA UNIFORME, ASIMISMO EL AUMENTO DEL TITU
LO DE HEMAGLUTINACION 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 CENTRIFUGACION, EL ANTIGENO P1ERDE ACTIVL
DAD (GRAFICA: 6), POR ESTO LO MAS RECOMENDABLE ES UN TIEMPO-
DE CENTRIFUGACION DE 4 HORAS (GRAFICA: 5).

AL REALIZAR LA PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR GRADIEN
TES DE PERCOLL, EL VIRUS APARECI® EN UN NOMERO REDUCIDO DE -
FRACCIONES DE LA PARTE INTERMEDIA DEL GRADIENTE, LO QUE INDL
CA UNA PURIFICACION MAS EFICIENTE CON RESPECTO AL GRADIENTE-
DE SACAROSA, LA DENSIDAD A LA QUE APARECE EL VIRUS DE RUBEO-
LA DEPENDE DE LA VELOCIDAD Y TIEMPO DE CENTRIFUGACION. PoOR-
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:10),
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CONCLUSIONES.

LAS MEJORES CONDICIONES PARA LA CLARIFICACION DE LA COSE
CHA VIRAL DEL VIRUS DE RUBEOLA FUERON 300 XG/15 MIN,

POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO EL VIRUS DE ---
RUBEGLA SE CONCENTRO 9 VECES, POR ULTRACENTRIFUGACION --
45 VECES, LA ULTRACENTRIFUGACION A 117,000 XG/4 HORAS --
FUE LA MAS EFICIENTE.

LAS CONDICIONES MAS ADECUADAS PARA LA PURIFICACION DEL -
VIRUS DE RUBEGLA POR CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE SACA
ROSA DESCONTINUO FUERON 145,000 X6 DURANTE 4 HORAS,

LA PURIFICACION DEL VIRUS DE RUBEOLA POR CENTRIFUGACION
EN GRADIENTES CONTINUO DE PERCOLL FUE MAS EFICIENTE A -
160,000 X6 DURANTE 20 MINUTOS.

LA PURIFICACIGN DEL VIRUS DE RUBEOGLA CON GRADIENTES DE
PERCOLL FUE LA MAS ADECUADA PORQUE EL VIRUS SE OBTIENE -
EN UN MENOR NOMERO DE FRACCIONES EN LA PARTE INTERMEDIA-
DEL GRADIENTE, EN COMPARACION CON EL GRADIENTE DE SACARQO
SA.
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VIl

RESUMEN

LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS SERICOS ANTIRUBEOLA POR ELISA
Y AGLUTINACION CON LATEX REQUIEREN DE ANTIGENO VIRAL CONCENTRA
DO Y PURO. EL OBUETIVO DE ESTE TRABAJO FUE ESTABLECER LAS CON
DICIONES OPTIMAS PARA OBTENER EL ANTIGENO CON LAS CARACTERISTL
CAS REQUERIDAS EN DICHAS TECNICAS,

EL VIRUS DE RUBEOLA CON EL QUE SE TRABAJG FUE LA CEPA THEREIN-
PROPAGADA EN CELULAS VERO, EL PARAMETRO QUE SE UTILIZ0 EN EL -
SEGUIMIENTO DE LA CONCENTRACION Y PURIFICACION DEL ANTIGENOG -~
VIRAL FUE LA RELACION DE UNIDADES HEMAGLUTINANTES CON RESPECTO
AL CONTENIDO PROTEICO.

LA CONCENTRACION DEL VIRUS SE PROBG POR PRECIPITACION CON SUL-
FATO DE AMONIO Y ULTRACENTRIFUGACION, CON ESTA OLTIMA SE OBTU-
VO EL MEJOR RENDIMIENTO REPRODUCIBLE.

LA PURIFICACIGN DEL VIRUS SE HIZO POR ULTRACENTRIFUGACION EN -
GRADIENTES DE SACAROSA Y DE PERCOLL; EL MEJOR RESULTADO PARA -
PURIFICAR EL VIRUS DE RUBEOLA POR GRADIENTE DE SACAROSA DISCON
TINUO 50/30% SE OBTUVO, AL CENTRIFUGAR 4 HORAS A 145 000 xG.

MIENTRAS QUE AL PURIFICAR EL VIRUS DE RUBEOLA POR GRADIENTE DE
PERCOLL LOS MEJORES RESULTADOS SE OBTUVIERON AL CENTRIFUGAR A
160 000 xG/20 MIN. LA PURIFICACIGN CON GRADIENTE DE PERCOLL -
ES MEJOR,
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APENDICE

A) SOLUCION DE ALSEVER PH: 6,2

CLORURO DE SODIO (NACL) vvursvurrssnnrivervornasaivy=ili2
GLUCOSAL s v v vuvvevennnnernrsesaiestassnservarsveains 22,55 70 0
Acipo CITRICO (CgHgOy 1 Ho)vuvvvuvrviviivivaasss 0.27
CITRATO TRISODICO (CgHgNA307.2 Ho0)uuviivitivinnns, 84
AGUA DESTILADA C.BuP.yvvrusssvnnnsasanvannriviiaeeel000,

ESTERILIZAR POR FILTRACION A TRAVES DE MEMBRANA

MILLIPORE DE 0,22 MICRAS. CONSERVAR A 4°C DURANTE
UN MAXIMO DE 2 MESES.

B

—

SOLUCION DE AULETTA pH: 6.4

NACL.vvvarnsnnnsossnnansasrarsanrsnerssreevivessnin = 9.0 6
CACLy ANHIDRO.,1 6. 6 CACL2.2 HoOuvuuvuviiiuuninens 1,32
MGS0;,:7 HoDuwsnnsnvrsnnnseadonsnsnsansanarssanessss 1,0
4 2
0,0

AGUA DESTILADA C+BiPivvsasarsacsssavsnssonsrssseas 100

ML

ESTERILIZAR A 121°C/ 15 LB PRESION POR 30 MIN,

C) SOLYC TIGUADO PH: 7.4

e 0,15 M
veers 0,05 M
2oy 0,001M

+eeea1000.0 MU

SOLUCION DE NACL. e vuuuarosnssvsnnsns
SOLUCION DE TRIS-HCL..vseivosavoss
SOLUCION DE EDTA..uvyuivsernrrnaninin
AGUA DESTILADA C.B.Puyeesnvvrves

ESTERILIZAR A 121°C/ 15 LB DE PRESION POR 30 MIN.




D)

E)

F)

SOLUCION DE AULETTA CON ALBUMINA SERICA BOVINA (ASB)

62,

SOLUCION DE AULETTA«svsnranarnorioronarsrssrasssess 1000 ML

ALBUMINA SERICA BOVINA (FRACCION V).iivivesvessanne 04 6
ESTERILIZAR CON FILTRO MILLIPORE DE 0,45 MM. Y GUAR
DAR EN CONGELADOR.
REACTIVO A: PARA DETERMINACION DE PROTEINAS (LOWRY)'
Al) TARTRATO DE SoDio Y POTASIO ;
(CyHykNOG 4 Hp0)vvvvivisicniiiiiiiiviines 200 6
AGUA DESTILADA C.B.P. vvuvuvsvuuvniavnyavions 100,0 ML - 7
Ay)  SULFATO DE COBRE (CUSO4.5 Hy0)uuvvsvvsvvivevss 1.0 6
AGUA DESTILADA C.B.P..verrasrsossanaaiianiiss 100,00 ML
Az) CARBONATO DE SODIO (NACO3).iv.v'uriih 20,0 6.
HIDRGXIDO DE SoDIO (NAGH) .. .vvuyeavinivivivi 4,07 6
AGUA DESTILADA C.B.Puivvvvvvavesconnsanaeainey 100,07 ML
. EL REACTIVO A ES UNA MEZCLA DE:
- 0.5M DE A
- 0.5 ML DE Ay
- 50 ML DE Az
REACTIVO B: PARA DETERMINACION DE PROTEINAS (LOWRY)
FOLIN- CIOCALTEAU vt uvvarsnnnssrsrssssnnnssonnsses 1,00 ML
1.0 ML

AGUA DESTILADA 4uuuvuannrnnorenonasnasinosasisennos
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SOLUCION SALINA AMORTIGUADORA DE FOSFATQS (SSAF) pH:7.8

DISOLVER EN 700 ML DE AGUA DESTILADA Y DESIONIZADA

CLORURO DE SODIO (NACL) . iveevaanseserssnrannnssesr 8.0 6
CLORURO DE POTASIO (KCL)issvssvausvnrnaesrssaness 0.2 6
FOSFATO DE SoD10 DIBASICO ANHIDRO
NASHPO oo e iiiiiiiv s s aniinsasniinieaes. 0,96
FOSFATO DE POTASIG MoNOBASICO
NAH PO, Holuwwv i vviivinvniinniavinnienadn, 002
AFORAR CON AGUA DESTILADA A 1000 ML Y AJUSTAR PH
A 7.8, ESTERILIZAR POR CALOR HOMEDO A 121° C pu
RANTE 15 MIN,
SQLUCION PATRON DE PROTEINA 1 Ma/ ML, ~f~
ALBOMINA SERICA BOVINA...vvevcrisanvranvrennadn 71,07 MG
SOLUCIGN SALINA DE FOSFATOS {SSAF)iviierivrnenee 21,0 ML
SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS=HCL 0.1 M pH:7.6 °
A) TRIS (HIDROXIMETIL) AMINOMETANO . v ssvvivnns 0.2 ML
(24,26 DE C4H11N03 EN 1000 ML DE AGUA DESTI-
LADA) ,

B) Acibo CLORHIDRICO 0.2 M

®  MEzcLAR 50 ML DE LA SOLUCIGN A Y 38.4 ML DE-
LA SOLUCION B DILUIDOS EN UN TOTAL DE 200 ML
DE AGUA DESTILADA Y AJUSTAR EL PH.
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SQLUCION DE SACAROSA AL 502

SACAROSA 4 4 vt tsasanersinssrearastsnsieesiorniieess 250,056

AGUA DESTILADA CuB.Puuvviervuenvonsiinvnsiaseinninss 10007 0ML:

SOLUCION DE SACAROSA AL 30%

SACAROSA . 4o vuinsnaununssnaiinssssiinnnscinsinyens 306
AGUA DESTILADA C.BuPiiviirvnvrnsnnnasnrsersrasvissss 100 ML

SOLUCION SATURADA DE SULFATO DE AMONIO PH: 7

ADICIONAR A 1 LITRO DE AGUA DESTILADA 316 G DE SuL-
FATO DE AMONIO PAPA TENES UNA SOLUCION DE 40% DE ~-
SATURACION A 20°C AJUSTANDO PH A 7.4 usAaNDo HCL, --
CONCENTRADO 0 NAOH 0.4 N,

GRADIENTE DE PERCOLL

SoLucION A: PH: 7.4 B— o
SACAROSAL e versavvirrvarnsnsnssissdinas 21,406
ASB (FRACCION V) yuvvvvvivndadadinaniane 0257
TRIS-BASE t1vivivvuvivnasansneviny :

SoLucidn B: PH: 7.4 e S
SACARDSA . 41 ervsruiret
ASB (FRacclIOn V).,
TRIS-BASE. v vssevvins
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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 (EDTA) 8993 LOT 26799

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

ACIDO CLORHIDRICO, CAT. 317, LOT 209296 R

CARBONATO DE SODIO. CAT 106391, LOT 206154 R

CITRATO TRISODICO DIHIDRATADO, 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 DIBASICO 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 SODIC Y POTASIO. CAT. 108087, LOT 103480 R
TRIS (HIDROXIMETIL) AMINOMETANO, CAT. 8382, LOT 96602 B

PROCEDENTE DE SIGMA CHEMICAL CO., ST., LOUIS 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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